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RESUMO

Muitas bactérias do género Mycobacterium sdo patogénicas e acarretam consideraveis
problemas econémicos e de saulde publica, tornando necessario o desenvolvimento de
técnicas de diagndstico mais eficientes. O crescimento lento das micobactérias aliado a sua
espessa camada de peptideoglicano torna a extracdo de DNA um processo laborioso e de
dificil padronizacdo, o que pode inviabilizar sua utilizacdo em técnicas de diagndéstico
molecular. O objetivo deste trabalho foi avaliar diferentes métodos para extracdo de DNA
utilizando culturas de micobactérias. Foram testados quatro protocolos: Boom et al. (J Clin
Microbiol, v.28, 495, 1990), Kéaser et al. (Appl Environ Microbiol, v.75, 414, 2009), kit Easy
DNA (Invitrogen) e kit RTP (Invitek). Inicialmente, todos os protocolos foram testados em
culturas de M. fortuitum e apds serem avaliados, o primeiro e o terceiro foram selecionados e
aplicados em culturas de M. kansasii, M. gordonae, M. tuberculosis, M. bovis, M. avium e M.
avium avium. As amostras obtidas foram avaliadas por eletroforese em gel de agarose 0,8%
e espectrofotometria. O protocolo que revelou DNA com melhor integridade e qualidade foi o
descrito por Boom et al. (1990), adaptado neste estudo. Os resultados encontrados para
concentracdo (ng/pL) e relacdo Azeol2s0 para este protocolo foram, respectivamente: M.
kansasii (72,3; 1,50), M. gordonae (133,2; 1,48), M. tuberculosis (153,6; 1,69), M. bovis
(51,9; 1,50), M. avium (162,1; 1,49) e M. avium avium (43,5; 1,76). As amostras foram
testadas na reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em tempo-real, que permitiu a
identificacdo molecular dos complexos M. avium, M. tuberculosis e micobactérias-nao-
tuberculosas. Estes resultados demonstram que a extragdo de DNA, a partir de culturas de
micobactérias, por meio da adaptacédo do protocolo de Boom et al. (1990), foi eficiente e
permitiu a obtencdo de amostras de boa qualidade que poderdo ser utlizadas para a
identificacdo destes patdgenos por PCR em tempo-real.
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