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A técnica de reagcdo em cadeia da polimerase (PCR) é uma ferramenta
indispensavel em pesquisas voltadas a identificacdo bacteriana e a deteccao
de genes de resisténcia. Entretanto, para que os resultados da PCR
apresentem confiabilidade e reprodutibilidade, a qualidade do DNA extraido
constitui um ponto critico de controle. Dessa forma, a escolha de protocolos de
extracdo adequados € essencial para assegurar o equilibrio entre custo,
praticidade e qualidade das extracbes obtidas. O presente estudo teve como
objetivo comparar e analisar cinco protocolos de extragdo de DNA bacteriano,



buscando determinar aquele que oferece melhor relagdo entre custo e
qualidade, considerando isolados representativos de bactérias Gram-negativas
e Gram-positivas. O grupo de bactérias Gram-negativas foi composto por 10
cepas de Escherichia coli, isoladas de amostras de urina de cées, enquanto o
grupo de Gram-positivas incluiu 10 cepas de Staphylococcus
pseudintermedius, obtidas a partir do conduto auditivo de caes. Todas as cepas
foram previamente caracterizadas fenotipicamente e confirmadas por
espectrometria de massas por dessorcao/ionizacao a laser assistida por matriz,
associada ao tempo de voo (MALDI-TOF MS). Os protocolos avaliados foram
selecionados com base em critérios de custo, eficiéncia e aplicabilidade, sendo
eles: 1)Extracdo de DNA de bactérias Gram-Positivas;2)Extragdo de DNA de
bactérias Gram-Negativas;3)Extracdo de DNA de todas as bactérias;4)Extracao
de DNA com Kit Extracta®Mdx para Gram-Positivas e 5)Extracdo de DNA com
Kit Extracta®Mdx para Gram-Negativas. As amostras foram quantificadas no
espectrofotdbmetro Nanodrop 2000. As razdes de absorbancia em 230,260 e
280nm foram utilizadas para determinacao de concentracéo e pureza dos DNA
extraidos.Os acidos nucleicos apresentam absorbancia maxima em 260 nm,
enquanto proteina absorvem majoritariamente em 280 nm. Utiliza-se a razéo
260/280 como um indicador de pureza do DNA, sendo valores proximos a 1,8
considerados ideais em termos de presencga de proteinas. A razao de 260/230
€ utilizada como indicador de carboidratos, que podem prejudicar a reagao de
PCR. Ressalta-se ainda que concentracbes excessivas de DNA podem
prejudicar a reagdo, embora nao exista uma padronizagcdo universal. No
protocolo 1, as amostras de Gram-positivas apresentaram concentragao média
(CM) de 32,15 ng/uL, com alta dispersao dos valores (desvio padrédo — DP =
522,63 ng/uL). Ja as amostras de Gram-negativas apresentaram CM de
1900,35 ng/uL, com DP de 902,76. Na analise de qualidade, a razao 260/230
apresentou valores inferiores a 1,0. No protocolo 2, as amostras de Gram-
positivas apresentaram CM de 615,45 ng/uL (DP = 201,67), enquanto as Gram-
negativas obtiveram CM de 1051,87 ng/uL (DP = 286,59). As razdes 260/280
foram satisfatérias, préximas ao esperado (2,23 e 1,62, respectivamente),
embora os valores de 260/230 tenham permanecido abaixo do ideal. No
protocolo 3, as bactérias Gram-negativas apresentaram CM de 241,84 ng/uL
(DP = 128,5), e as Gram-positivas, CM de 145,98 ng/uL (DP = 56,2). As razbes
260/280 foram de 2,0 e 2,4, e os valores de 260/230 de 1,16 e 1,52,
respectivamente, o que indica melhor desempenho em termos de pureza
quando comparado aos protocolos anteriores. No protocolo 4, as Gram-
negativas apresentaram CM de 201,1 ng/uL (DP = 58,64), com valores de



260/280 de 1,92 e 260/230 de 1,43. Ja no protocolo 5, a extrag&o direta a partir
de colénias de Gram-negativas resultou em CM de 215,5 ng/uL, razdo 260/280
de 1,24 e razao 260/230 de 0,75, indicando maior presenca de contaminantes.
A analise dos resultados evidencia que a eficiéncia dos protocolos de extracéo
de DNA é fortemente influenciada pela estrutura da parede celular bacteriana e
pelos reagentes empregados. Entre os métodos avaliados, o kit Extracta®Mdx
apresentou melhor desempenho em termos de pureza e praticidade,
configurando-se como a alternativa mais recomendada para a extragcédo de DNA
em diferentes tipos de bactérias a serem submetidas a analises por PCR.
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