XXX Semindrio de

CIENTIFICA
DA UFERSA

09 a 12 de dezembro de 2024

Nucleo de Avaliacao: Nucleo |
Area teméatica: Bioquimica
Area do Conhecimento: Biologia Molecular

Padronizagdo extracdo DNA de micobactérias fixadas em laminas
coradas de baciloscopia — Aplicacdo para o diagndstico e estudos
epidemiologicos da hanseniase e da tuberculose

Moisés Vasco de Freitas, Luiz Pedro Boschetti, Sidnei Miyoshi Sakamoto, Caio Augusto
Martins Aires

Introducéo: A hanseniase € uma doenca infecciosa cronica causada pelo Mycobacterium
leprae, uma micobactéria, que afeta pele, nervos, olhos e vias respiratérias. Transmitida
por goticulas respiratorias, pode causar danos permanentes aos nervos, levando a
deformidades e perda de sensibilidade. O tratamento por poliquimioterapia (PQT) é eficaz
na cura, se iniciado precocemente. A doenca é mais prevalente em paises pobres, com
mais de 200 mil novos casos em 2019. No Brasil, especialmente no Nordeste, a
erradicacdo enfrenta barreiras como desconhecimento e dificuldades diagndsticas. Devido
a impossibilidade de cultivo em laboratério, métodos moleculares, como a extracdo de
DNA, séo cruciais para estudos de epidemiologia molecular, diagnoéstico e controle da
hanseniase. Objetivo: Padronizar a extracdo de DNA de micobactérias fixadas em laminas
coradas de baciloscopia. Metodologia: Utilizaram-se cepas de vacina BCG
(Mycobacterium bovis), devido a sua facilidade de aquisicdo e biosseguranca, para simular
laminas histolégicas coradas. As amostras, fornecidas pela Secretaria Municipal de Saude
de Mossoro, foram diluidas, coradas pelo método de Ziehl-Neelsen e analisadas ao
microscopio. Posteriormente, as laminas foram raspadas para extracdo do material
genético. Foram preparadas 10 amostras: cinco por raspagem de laminas e cinco a partir
de vacinas diretamente adicionadas a microtubos. A extracdo do DNA seguiu etapas de
lise celular com guanidina-HCI, precipitacdo com isopropanol, centrifugacdo e lavagem
com etanol. A amplificagéo foi realizada com os primers Ag36K F/R para M. leprae e
IS6110F/R para M. tuberculosis complex, com confirmacédo por eletroforese. Resultados e
Discusséo: O método de extragcdo de DNA com guanidina foi eficaz para M. bovis em
amostras de vacinas adicionadas diretamente aos microtubos, com identificacdo de
material genético em quatro de cinco amostras apos eletroforese. A temperatura de
amplificacdo ideal foi estabelecida em 66°C. No entanto, nenhuma das cinco amostras
obtidas por raspagem de laminas apresentou DNA detectavel, indicando baixa
concentracdo de material genético e possiveis falhas na raspagem. A dificuldade de
visualizacdo e auséncia de quantificacdo pré-PCR séo fatores que podem ter influenciado
nos resultados. Por outro lado, quatro de cinco amostras diluidas da vacina foram
positivas, reforcando a viabilidade do método em condi¢des controladas. Concluséo: O
método de extragdo de DNA com guanidina mostrou-se promissor, com deteccdo de
material genético em quatro de cinco amostras de vacinas apoOs eletroforese. A
temperatura ideal para amplificacdo de M. bovis foi definida em 66°C. Contudo, a auséncia
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de resultados positivos nas amostras raspadas de laminas evidencia a necessidade de
ajustes na técnica de transferéncia e quantificacdo do material genético, especialmente
para otimizar sua aplicacdo em amostras fixadas em laminas histolégicas.
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