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Primer universal para leveduras nao detecta a presenca de Bacillus
megaterium

Rafaela Nalin', Bruna Carla Agustini?, Patricia Valente®, Tais Leticia Bernardi“, Gildo
Almeida da Silva®

A técnica da reagdo em cadeia da polimerase (PCR) é utilizada para a detecgéo
e identificagdo de microrganismos devido a robustez da técnica e rapidez na
obtencao dos resultados. Entre as etapas envolvidas nesta metodologia estao a
extracdo do DNA e a escolha dos oligonucleotideos iniciadores (primer).
Referindo-se a extragdo, os métodos comumente empregados, como por
exemplo o fenol-cloroférmio, apresentam diversas etapas, o que além de tornar o
processo lento, fazem uso de substancias toxicas. No Laboratério de
Microbiologia tem sido usado um processo de extragdo de DNA que consiste no
congelamento-descongelamento dos microrganismos em meio aquoso,
provocando lise celular com consequente extrusao do material genético. Esta
tecnologia tem sido testada exaustivamente com um primer universal
especialmente construido para amplificar um segmento de 375-pb da regido 18S
do rDNA com o objetivo de detectar leveduras. Esta tecnologia ja foi
encaminhada ao INPI para pedido de patente. No entanto, para a concluséo
deste pedido, foi questionada a capacidade do primer em também amplificar
segmentos de DNA de bactérias. Assim, o objetivo deste trabalho foi mostrar que
o par de primer era especifico apenas para leveduras. Para tanto, o primer foi
testado nas condigbes de amplificacdo (desnaturagdo, pareamento e
alongamento) descritas no pedido, utilizando levedura Saccharomyces cerevisiae
e a bactéria Bacillus megaterium. Os resultados mostraram que o uso do
protocolo estabelecido promoveu a amplificagcdo do fragmento de DNA esperado
(375-pb), mas ndo amplificou qualquer segmento de DNA da bactéria citada.
Posteriormente, serdo efetuados testes com outros géneros e espécies de
bactérias.
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