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INTRODUCAO

As micobacterioses, infeccdes causadas por bactérias do género Mycobacterium, podem causar grande
impacto na cadeia produtiva de suinos (1), que sdo susceptiveis a infeccdes por micobactérias, tanto do
Complexo Mycobacterium avium (MAC), no qual o M. aviumhominissuis esté classificado; quanto aquelas
do complexo M. tuberculosis (CMTB), que inclui o M. bovis. A linfadenitegranulomatosa, causada por
agentes do MAC é mais prevalente na suinocultura tecnificada do que a tuberculose animal, causada por
M. bovis (2). As micobactérias do MAC causam prejuizos econdmicos por produzirem lesfes
macroscépicas indistinguiveis daquelas apresentadas na tuberculose, resultando em condenacao total ou
parcial das carcagas acometidas (3). A tuberculose animal é um problema importante para a pecuéria e
um risco a saude publica face ao seu aspecto zoonotico, posto que afeta bovinos, diversas outras
espécies, tanto domésticas como silvestres, e também o ser humano (4,5,6). As micobactérias possuem
crescimento lento, levando até 18 horas para sua duplicagdo, de modo que o diagndstico laboratorial
pode ser demorado. Além disso, sua parede celular, rica em lipidios, possui acidos micélicos, tornando-as
alcool-acido-resistentes e hidréfobas, propiciando sua sobrevivéncia em condigdes ambientais adversas
(4). Portanto o desenvolvimento de técnicas de diagndstico rapidas e eficazes, como as moleculares, é
primordial. A extracdo de DNA puro e em quantidade suficiente € importante para o sucesso das técnicas
moleculares. Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi avaliar protocolos de extracdo de DNA gendmico
de micobactérias encontrados na literatura.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas bactérias do CMTB (Mycobacterium bovis- INCQS — 00062) e do MAC (Mycobacterium
aviumhominissuis). As cepas foram cultivadas em meio liquido 7H9 a 37° por 28 dias. Foram feitas cinco
repeticbes de cada micro-organismo para cada um dos protocolos avaliados. As aliquotas foram
padronizadas através da homogeneizacdo dos cultivos, distribuicdo de 1 mL por microtubo e
centrifugagdo a 16.000 x g por 1 minuto e o descarte do sobrenadante. Entéo os pellets de micobactérias
foram congelados (-20°C) até o momento do uso. Foram avaliados 6 protocolos de extragéo: (A) Protocolo
Rapido de Extracdo Limpa de DNA (7), caracterizado por termdlise, purificagdo com fenol/cloroférmio e
precipitacdo com etanol; (B) Protocolo Lento de Extracdo Limpa de DNA(8), empregando métodos fisicos
(mecéanico e calor), enzimaticos (lisozima e proteinase K) e quimico (SDS 10%) para a ruptura das
células, NaCl 5M para recuperacao do DNA, purificagdo com fenol/cloroférmio e precipitagdo com etanol;
(C) Extracdo de DNA utilizando apenas método fisico (fervura/congelamento) e quimico (Triton 1%)(9)
seguido de precipitagdo com etanol; (D) Extracdo de DNA por método fisico (fervura/congelamento) e
qguimico (Triton 1%), com purificagdo empregando fenol/cloroférmio e precipitacdo com etanol (9); (E)
Extragdo por técnica de termolise (método fisico) seguida de precipitagdo com etanol(10) e (F) Extracédo
por termolise (método fisico) com purificagdo empregando fenol/cloroférmio e precipitagdo com etanol
(10). Apds a extracdo do DNA, as amostras foram analisadas em espectrofotometro Biodrop, e verificadas
em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio por 1,5 h a 90 V, para a avaliacdo da sua
quantidade e qualidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO
A comparagéo entre os protocolos testados foi feita através das médias dos valores das amostras de cada
espécie de micobactéria em cada protocolo testado. Os resultados podem ser observados na Tabela 1,
gue apresenta as quantidades e as razfes de qualidade das amostras de DNA extraidas. Assim, o
protocolo que obteve maior concentracdo de DNA (ng/uL) foi o B e o protocolo que propiciou a
recuperacdo de DNA em menor concentragdo foi o E. Em relagdo a qualidade do DNA, neste experimento
nenhum protocolo apresentou resultado igual ou superior a 1,8, sendo que, em amostras puras, as razées
260/280nm e 260/230nm devem estar acima de 1,8 e 2,0 respectivamente (11,12). Observou-se a
presenca de RNA em grande quantidade na eletroforese em todas as amostras. Apesar das semelhangas
entre os protocolos A, D e F, nota-se grande diferenca na quantidade de DNA obtida, bem menor no
protocolo A quando comparada aos outros dois, que apresentaram resultados equivalentes. Os protocolos
D e F sao, respectivamente, variacdes do C e do E aos quais foi adicionado um passo de purificagdo
empregando fenol/cloroférmio e, a despeito de ocorrerem perdas na recuperacéo da fase aquosa durante
0 passo de purificagdo, observou-se a obtencdo de maior quantidade de DNA nos métodos variantes,
quando comparados aos originais. Este fato indica a importancia do passo de purificacdo, que permitiu a
recuperacdo de DNA em maior quantidade e com melhor qualidade, como se observa na coluna da média
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das razdes 260/230. O fato de que nenhum protocolo conseguiu obter amostras puras, aponta a
necessidade de aprimoramento dos mesmos, seja através da adocao de outras estratégias de purificagdo
ou do emprego de etapas adicionais de purificacao.

CONCLUSOES

O método B, que emprega estratégias fisicas, enzimaticas e quimicas para a ruptura das células e ainda
um passo de purificagdo que utiliza fenol/cloroférmio, foi aquele que propiciou a recuperacdo de maior
qguantidade de DNA. Nenhum dos métodos foi capaz de isolar DNA com baixa quantidade de impurezas,
demonstrando entdo que etapas de purifica¢do adicionais devem ser adotadas.
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Tabela 1. Quantidade e qualidade do DNA obtido nos diferentes protocolos de extragéo testados.

Protocolo/micobactéria Média de concentragcdo (ng/uL) Média 260/230* Média 260/280**
(A) BCG 121,92 1,54 1,45
(A) Mah 168,10 1,73 1,49
(B) BCG 1.221,34 1,53 1,46
(B) Mah 1.496,58 1,49 1,44
(C) BCG 156,18 0,19 0,8
(C) Mah 141,80 0,25 1,07
(D) BCG 927,26 1,64 1,53
(D) Mah 586,31 1,71 1,64
(E) BCG 20,43 0,37 1,46
(E) Mah 68,81 0,28 1,30
(F) BCG 509,74 1,58 1,48
(F) Mah 767,98 1,69 1,49

*Valores inferiores a 2,0 indicam contaminagéo por reagentes como fenois, peptideos, carboidratos ou compostos aromaticos (11,12).
**\/alores inferiores a 1,8 podem indicar a presenca de proteinas, fendis ou outros contaminantes que absorvem a luz no comprimento
de onda de 280nm ou em comprimentos de ondas préximos a ele (11,12).
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