
Comparação de diferentes métodos de extracção 
de DNA em amostras de Echinococcus granulosus

METODOLOGIA:
As vísceras parasitadas foram obtidas em matadouros da região centro de Portugal, sendo

as protoscólices obtidas nas condições de assepsia. Foram utilizadas 20 amostras para

proceder à extracção de DNA com os diversos métodos em estudo.

RESULTADOS: 
Concentração de DNA 
(ng/µL).

Quantidade de Sais

Grau de Pureza
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O Echinococcus granulosus é considerado a mais pequena ténia de interesse médico, sendo o agente causal de hidatidose. Actualmente a OMS reconhece a existência de variantes

intra-especificas dentro desta espécie, tendo cada variante o nome de estirpe. Estão descritas 10 estirpes diferentes deste parasita (G1 – G10) (Varcasia et al., 2008 e Vural et al., 2008),

apresentando entre si diferenças a nível morfológico, bioquímico, biológico, epidemiológico e genético (Eckert & Thompson, 1997). Para diferenciar estas estirpes tornou-se necessário

desenvolver novos métodos. O conhecimento dos diversos genes do parasita implica o uso de técnicas de Biologia molecular e para tal torna-se necessário conhecer quais os melhores

métodos para extracção e amplificação de DNA.

No presente trabalho pretendeu-se testar quatro diferentes formas de extracção de DNA de E. granulosus recorrendo a três diferentes kits comerciais e ao método fenol-clorofórmio

(Sambrook, 2001) modificado pela equipa. Foi ainda quantificado o DNA, avaliando os parâmetros concentração, quantidade de sais e pureza do DNA e, posteriormente, foi feita a

amplificação do gene cytochrome c oxidase subunit I (COI) (Bowles & McManus, 1993).

INTRODUÇÃO: 

O método mais eficaz na extracção de DNA deste parasita é o método de extracção manual

fenol-clorofórmio (modificado), com uma concentração média de DNA obtido de 218,04ng/µL,

por outro lado aquele que se revela menos eficaz na extracção de DNA é o “QIAamp DNA mini

kit” com uma concentração média de 4,78 ng/µL.

Em relação à quantidade de sais, segundo o manual do equipamento esta deverá registar uma

razão superior a 2, segundo isto apenas o “QIAamp DNA mini kit” apresenta uma média

superior a esse valor, tendo todos os outros kits registado um valor médio abaixo deste, isto

indica-nos que as amostras se encontram contaminadas com sais .

Outro parâmetro importante a ter em conta é o grau de pureza das amostras, segundo

bibliografia consultada este terá que registar uma razão média entre 1,67 e 1,91 (Hansen et al,

2007), assim sendo apenas o “QIAamp DNA mini kit” e o “High pure PCR template preparation

kit” registam um valor médio que se situa dentro deste intervalo de aceitabilidade,

permitindo-nos assim suspeitar da presença de impurezas (proteínas) nas amostras extraídas

com o método de extracção manual e com o kit “Easy spin kit”.

Após a PCR verificou-se a amplificação de forma mais ou menos igual em todos os métodos

usados para a extracção.
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Podemos concluir que o método de extracção que apresenta maior eficácia é o método manual fenol-clorofórmio (modificado), tendo no entanto a desvantagem de ser muito moroso. 

Assim, o ideal seria ter um método de extracção que conseguisse associar os três factores (concentração, grau de pureza e concentração de sais) de forma viável. Nos kits testados aquele 

que poderá ter um melhor rendimento, para o caso do E. granulosus, é o “High pure PCR template preparation kit”.

CONCLUSÃO:

Quantificação 
do DNA*

Quantidade de 
sais*

Grau
pureza*

Kit Roche 30,6 ± 29,9 1,4 ± 0,6 1,9 ± 0,2

Kit Qiagen 5,4 ± 4,8 2,1 ± 1,9 1,9 ± 0,3

Kit Citomed 11,2 ± 10 0,22 ± 0,14 0,7 ± 0,2

Método fenol-
clorofórmio

218 ± 12,2 1,3 ± 0,07 1,2 ± 0,04

* (média ± desvio padrão)

50 µL de 
protoescólices

Métodos manual 
modificado 

(Sambrook, 2001)

QIAamp DNA 
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High pure PCR 
template 

preparation kit 
(Roche, Portugal)

Easy spin kit

(Citomed)

Quantificação 
do DNA

Reacção da Polimerase em cadeia (PCR)
Gene COI - primers JB3 e JB4.5 (Bowles & McManus, 1993)
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Gel de agarose a 1% (Amostras 1,2,3,4,5 – M – 1,2,3,4,5)
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