MANUAL DE PRE-TRATAMENTO DE AMOSTRAS E AGENTES
PARA EXTRAGCAO DE DNA E RNA POR ESFERAS MAGNETICAS
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Lista de siglas e expressoes utilizadas

Lista de Siglas e expressdes Utilizadas

PBS: Phosphate-Buffered Saline (Solucdo salina tamponada com fosfato). Solugdo usada para
lavagem e suspensdo de células e amostras.

VTM: Viral Transport Medium (Meio de transporte viral). Meio utilizado para conservar virus
vidveis durante transporte.

PK: Proteinase K. Enzima que degrada proteinas, facilitando a liberacdo dos acidos nucleicos.

LBA: Lavado broncoalveolar. Amostra obtida do trato respiratério inferior para investigacdo de
infecgdes pulmonares.

CSF: Cerebrospinal Fluid (Liquor). Fluido corporal usado para diagndstico de infecgdes do sistema
nervoso central.

SDS: Dodecil sulfato de sddio (detergente anibnico). Agente de lise usado para romper
membranas celulares.

DTT: Ditiotreitol. Agente redutor usado para quebrar pontes de dissulfeto e liquefazer muco.

Solugdo PPS: Solucdo de polifenileno sulfeto. Usada para precipitar polissacarideos e sais
biliares.

ECS: Solucdo extracelular. Comumente usada para lavagem de células durante o processo de
cultura celular.

DPBS: Solugdo salina tamponada com fosfato de Dulbecco. Principalmente usada para lavagem e

suspensdo de células frageis.




I. INTRODUCAO

O sucesso da extracdo de dacidos nucleicos (DNA e RNA) a partir de amostras clinicas e
laboratoriais depende fortemente do estado inicial do material bioldgico. Diferentes tipos de
amostras possuem caracteristicas fisico-quimicas e complexidades distintas, que podem
impactar diretamente a eficiéncia do processo de lise celular e a recuperacdo do material
genético.

O uso de esferas magnéticas em protocolos automatizados ou semiautomatizados requer que
a amostra esteja adequadamente preparada, livre de inibidores e com conteudo celular ou
viral acessivel. Portanto, a etapa de pré-tratamento desempenha um papel essencial na
padronizacdo, reprodutibilidade e sensibilidade da detec¢do de patdgenos ou andlise genética.
Estes protocolos de pré-tratamento sdao sugestdes e podem requerer adaptacoes dependendo
da amostra, da disponibilidade de reagentes ou das condicGes do laboratério. Este manual
apresenta diretrizes praticas para o pré-processamento de diversos tipos de amostras,
considerando também as peculiaridades de cada grupo de microrganismos.

Nota técnica 1: Variedade de amostras e agentes.

O Kit de Extracdo de DNA e RNA por Esferas Magnéticas foi projetado e testado para uso com
uma ampla variedade de amostras bioldgicas e diversos patdgenos. Contudo, por se tratar de
um kit preparatério com aplicacdo ampla e ndo especifica, ndo é vidvel validar previamente
todos os possiveis patdgenos.

Nota técnica 2: Reagentes, solu¢des e insumos.

Os reagentes, solugdes e insumos mencionados nos protocolos de pré-tratamento (como
Proteinase K, Liticase, lisozima e meios de transporte) ndo estdo incluidos no Kit de Extracdo
de DNA e RNA. E responsabilidade do usudrio adquiri-los separadamente conforme a
necessidade do protocolo.

Nota técnica 3: Tipo de swab e interferéncias.

O tipo de swab utilizado para a coleta impacta diretamente a eficiéncia da extracdo de
DNA/RNA. Recomenda-se evitar swab com cabo de madeira ou ponta de algodao, pois podem
conter compostos inibitérios ou dificultar a liberacdo do material genético. Prefira swab com
cabos plasticos e pontas de Rayon, poliéster ou nylon flocado, que apresentam maior
rendimento e sdo compativeis com protocolos automatizados. Swabs secos devem ser
evitados, a menos que processados imediatamente. A escolha do swab é especialmente critica
em amostras com baixa carga celular ou viral.

NOTA: Este manual poderd ser atualizado regularmente para incluir melhorias e novas
informagoes.



Il. PRE-TRATAMENTO DE AMOSTRAS BIOLOGICAS

1. Bactérias

e Bactérias Gram-positivas:

e Coletar 1-5 ml do meio de cultura bacteriana, centrifugar a 12.000 g por 30 segundos.

e Descartar o sobrenadante e adicionar 300 pl de PBS. Vortexar para ressuspender as
colonias bacterianas.

e Adicionar 10-20 pl de lisozima 100 mg/ml, vortexar por 10 segundos e incubar a 37°C
por 30 minutos. Prosseguir para o processo de extragao.

e Bactérias Gram-negativas:

e Adicionar 300 pul de PBS em um tubo de centrifuga de 1,5 ml. Usar uma alca de
inoculacdo estéril para raspar uma quantidade adequada de col6nias e lava-las na
solucdo. Vortexar para ressuspender as colonias.

e Adicionar 20 pl de Proteinase K 20 mg/ml, vortexar por 10 segundos e incubar a 56°C
por 30 minutos. Prosseguir para o processo de extragao.

2. Fungos

Os fungos possuem paredes celulares relativamente resistentes, portanto, requerem
pré-tratamento mais complexo.

e Coletar uma quantidade adequada de micélio/coldnias usando uma alga de inoculagdo

estéril, eluir em 500 ul de PBS estéril, vortexar e misturar por 10 segundos, centrifugar a
4000 g por 3 minutos e descartar o sobrenadante.

e Ressuspender o precipitado com 1 mL de PBS pré-resfriado (contendo 0,1% de
Tween-20 ou Triton 100X), vortexar por 1 min. Adicionar Liticase (50 U/mL) a 30 °C
por 45 min, em seguida adicione a Proteinase K 20 mg/ml e 4M isotiocianato de
guanidina (opcional) a 55 °C por 30-60 min.

Adicionar 300 pl de DTT 0,1M ao precipitado e misturar bem. Incubar a 32°C por 30
minutos, centrifugar a 4000 g por 3 minutos e descartar o sobrenadante.

Adicionar 300 pul de PBS estéril, vortexar e misturar por 10 segundos, centrifugar a 4000
g por 5 minutos para remover o sobrenadante. Repetir uma vez.

Adicionar 300 pl de PBS estéril, vortexar e misturar por 10 segundos, prosseguir para o
processo de extracdo.

3. Meio de transporte VTM/PBS

Geralmente ndo é necessdrio pré-tratamento.
Usar 300 pl da amostra para prosseguir com o processo de extracao.

4. Hemocultura

e Retirar 1-2 ml do liquido de cultura da garrafa de hemocultura positiva, centrifugar a
500g por 5 minutos, coletar o sobrenadante e centrifugar novamente a 12.000g por 10
minutos, descartar o sobrenadante. Adicionar 300 ul de PBS ao precipitado e vortexar
para ressuspender o precipitado.

e Adicionar 10-20 pl de lisozima 100 mg/ml a solugdo bacteriana ressuspensa, vortexar
por 10 segundos e incubar a 37°C por 30 minutos. Adicionar 20 pl de Proteinase K 20
mg/ml, vortexar por 10 segundos e incubar a 56°C por 30 minutos. Prosseguir para o
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processo de extragao.
5. Outras culturas microbianas

Culturas microbianas de outros substratos podem seguir os métodos para bactérias e
fungos.
Para amostras virais, ndo é necessario pré-tratamento.

6. Fezes

IMPORTANTE: Realize os procedimentos o mais rapido possivel apds a coleta.

e Remocdo de impurezas: Para extracdao de DNA usar 0,5 g de fezes; para extracdo de RNA
usar 0,2 g de fezes. Remover residuos macroscépicos de alimentos ndo digeridos.
Adicionar PBS pré-resfriado (10 mL/g de fezes), vortexar para misturar bem, centrifugar a
8000g por 10 minutos a 4°C e coletar o sobrenadante para processamento subsequente.

e Tratamento de homogeneizacao:

Para extracdo de DNA: adicionar Proteinase K (20 pL) e RNase A (20 pL), incubar a 65°C
por 30 minutos.

Para extracdo de RNA: trabalhar rapidamente em gelo e adicionar B-mercaptoetanol
(0,1%) para inibir RNase.

/. Escarro

e Tratamento de liquefacdo: Adicionar 2 mL de agente liquefator (0,1 M DTT ou 0,5%
N-acetilcisteina) a 2 mL de escarro, vortexar por 30 minutos até que o muco se torne
transparente.

e Remocdao de impurezas: Centrifugar a 12.000 g por 10 minutos, descartar o
sobrenadante e ressuspender com 1 mL de PBS, depois centrifugar novamente a 12.000
g por 10 minutos, descartar o sobrenadante e prosseguir com o processo de extracao.

8. Urina

e Concentracao por centrifugacdo: Coletar 50 mL de urina. Centrifugar a 3.000g por 15
minutos a 4°C, descartar o sobrenadante. Ressuspender o precipitado com 1 mL de PBS
pré-resfriado (contendo 0,1% de Tween-20 ou Triton 100X), vortexar por 1 min.
Colete 1 mL do material vortexado e adicione 100 ul de Proteinase K 20 mg/ml e 4M
isotiocianato de guanidina (opcional), incube a 56°C por 15 minuto (para amostras de
dificil lise, o tempo de incubacdo pode ser estendido para 30 minutos). Usar 300 uL da
amostra e prosseguir imediatamente com o processo de extracao.

9. Saliva

e Remocdo de impurezas por centrifugacdo: Coletar 2 mL de saliva. Adicione 1 mL de PBS
pré-resfriado (contendo 0,1% de Tween-20).

e Centrifugar a 3.000g por 10 minutos a 4°C, descartar o sobrenadante. Adicione 1 mL de
PBS pré-resfriado (contendo 0,1% de Tween-20) e 100 pl de Proteinase K 20 mg/ml e
4M isotiocianato de guanidina (opcional), incube a 56°C por 15 minuto (para amostras
de dificil lise, o tempo de incubacdo pode ser estendido para 30 minutos). Usar 300 uL
da amostra e prosseguir imediatamente com o processo de extracao.



10. Plasma / Soro

e Em caso de sangue total, centrifugue o sangue a 2.500g por 10 minutos. Colete 1 mL de
plasma/soro em suspensao.

e Para a maioria das amostras de plasma/soro ndo é necessario pré-tratamento.
Para amostras desafiadoras adicione 500 ul de PBS pré-resfriado (contendo 0,1% de
Tween-20 ou Triton 100X), homogenise delicadamente, incube a 37°C por 15 minutos.
Usar 300 plL da amostra e prosseguir imediatamente com o processo de extracao.

11. Liquido Cefalorraquidiano (LCR)

e Para patégenos no LCR (como bactérias ou virus): Coletar 400 pL de LCR, centrifugar a
3.000g por 15 minutos, descartar o sobrenadante e coletar 300 uL do precipitado,
ressuspender (PBS ou solucdo salina) e utilizar no processo de extracao.

e Para acidos nucleicos livres no LCR (como DNA ou RNA extracelular):

Se amostra estiver visivelmente hematica: centrifugar a 3.000g por 5 minutos e coletar o
sobrenadante.

Se ndo houver sangue visivel: centrifugar diretamente a 12.000g por 1 minuto e coletar
o sobrenadante para uso imediato no processo de extragao.

12. Amostras de Fluido Corporal: Lavado Broncoalveolar (BALF) e Derrames

(Pleural / Ascitico / Pericdrdico)

e Centrifugar pelo menos 5 mL da amostra a 4°C por 10 minutos a 3.000g. Descartar o
sobrenadante.

e Ressuspender o precipitado com 1 mL de PBS pré-resfriado (contendo 0,1% de Tween-20
ou Triton 100X), vortexar por 1 min. Colete 1 mL do material vortexado e adicione 100
ul de Proteinase K 0,1 mg/ml. Proteinase K até atingir a concentragdo final de 100 pug/mL
e vortexar por 10 segundos. Incubar a 56°C com agitacdo a 800 g por 30 minutos. Em
seguida, aquecer a 95°C por 10 minutos para inativar a Proteinase K. Deixar esfriar a
temperatura ambiente por 5 minutos antes de prosseguir com a extracdo de acidos
nucleicos.

13. Amostras de Tecido / Bidpsias (Musculo ou Orgdos)

e Homogeneizacdo mecanica: Coletar 30 mg de tecido com nitrogénio liquido
pré-resfriado, adicionar 0,3 mL de tampao de lise (composicdo: 50 mM NaCl, 50 mM
Tris-HCI, 100 mM EDTA, 10% SDS, pH 8,0).

Nota: Para extracdo de DNA, pode-se adicionar Proteinase K até atingir concentracdo
final de 100 pg/mL.

e Para extracdo de RNA, recomenda-se adicionar 5% (v/v) de B-mercaptoetanol.

14. Materiais Citologicos (Cultura Celular - sobrenadante ou Células

Precipitadas)

e Coletar 3 mL de sobrenadante de cultura e centrifugar a 10.000g por 10 minutos a 4°C.
Descarte o sobrenadante. Ressuspender o pellet celular em 300 plL de PBS pré-resfriado,
centrifugar a 3000g por 5 minutos (repetir duas vezes para remover completamente o
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meio de cultura), descartar o sobrenadante e manter o agrupamento celular em 300 uL
de PBS, prosseguindo imediatamente para o processo de extracao.

15. Raspados de Células Epiteliais (ex.: Raspado Cervical), Swab oral / Swab

nasofaringeo.

e Mergulhar a cabeca do swab de raspado em um tubo de centrifuga contendo 1-3 mL de
solucdo de preservacao (PBS e girar o cabo do swab 10 vezes para garantir a liberacao
total das células. Vortexar por 1 minuto.

e Centrifugar a 3.000g por 10 minutos, descartar o sobrenadante e ressuspender o pellet
em 300 uL de PBS, prosseguindo imediatamente para o processo de extracao.

16. Raspados de Superficie

e Mergulhar a ponta do swab em um tubo de centrifuga contendo 0,5-2 mL de PBS (com
0,1% de Tween-20 ou Triton), girar vigorosamente o cabo do swab 10 vezes para liberar
o material adsorvido. Descartar o swab e manter a suspensao.

e Centrifugar a 12.000g por 2 minutos para remover residuos particulados grandes e
coletar 300 uL do sobrenadante. Prosseguir imediatamente com o processo de extracao.

17. Helmintos / Protozodrios

Volume da amostra: Um verme ou 103-10° protozoarios.
NOTA: Se a amostra estiver preservada em etanol 70%, lavar trés vezes com PBS estéril para
remover o etanol.

Atencdo: Todos os procedimentos devem ser realizados em cabine de biosseqguran¢a para

evitar difusdo de aerossais!

e Disrup¢do mecanica: Congelar rapidamente o verme ou os protozoarios (103-10°) em
nitrogénio liquido por 5 minutos ou freezer -80 por 15 minutos. Faga dois ciclos de
choque térmico: Freezer -80 por 15 minutos, seguido de incubacdo por 10 minutos a
95°C.

e Leishmania: Colete 50 mL de cultura liquida de Leishmania, centrifugue a 3.000g por

10 minutos. Despreze o sobrenadante e ressuspender em PBS. Faca dois ciclos de
choque térmico: Freezer -80 por 15 minutos, seguido de incubagdo por 10 minutos a
95°C.
Digestdao com Proteinase K (=24 horas): Transferir a amostra mecanicamente rompida
para o tampao de lise (proporcdo volumétrica 1:10), (Tampéao de lise: 100 mM Tris-HCI
[pH 8,0], 10 mM EDTA, 1% SDS, Proteinase K em concentracdo 20 mg/mL). Incubar a
37°C por 24 horas. Usar 300 puL da amostra e prosseguir imediatamente com o
processo de extragao.

e Para vermes grandes: Colocar o verme em um almofariz pré-resfriado com nitrogénio
liquido, congelar rapidamente e triturar até virar pd. Digestdo com Proteinase K (224
horas): Transferir a amostra mecanicamente rompida para o tampao de lise (proporc¢ao
volumétrica 1:10), (Tampao de lise: 100 mM Tris-HCI [pH 8,0], 10 mM EDTA, 1% SDS,
Proteinase K em concentragdo final de 0,5 mg/mL). Incubar a 56°C por 24-48 horas.
Usar 300 plL da amostra e prosseguir imediatamente com o processo de extracao.



lll. PERGUNTAS FREQUENTES

Problema

Possiveis causas

Opinides e sugestdes

fm3s magnéticos
permanecem no
eluente

Diferenca na for¢ca magnética
do equipamento

Transfira o eluente para um tubo de centrifuga de 1,5
mL e separe as esferas magnéticas usando um suporte
magnético.

Reduza a concentragdo da amostra original.

Aglomeracdo das
esferas magnéticas

A matriz da amostra interfere
nas esferas magnéticas

Faca o pré-tratamento das amostras.

Baixo rendimento
da extracdo

Baixo teor do acido nucleico
alvo na amostra.

Dificuldade na lise da amostra.

Realize o pré-tratamento da amostra e, se necessdrio,
aumente o tempo de incubacao.

O kit de extracdo de DNA &
RNA ndo foi utilizado

corretamente.

Certifique-se de usar o programa correto de execugao.

O método utilizado para
quantificacdo do produto
extraido pode nao ser
adequado.

Garanta que métodos quantitativos apropriados
estejam sendo adotados.

Armazenamento inadequado

Armazene as amostras em condicdes apropriadas.
Evite ciclos repetidos de congelamento e

da amostra
Degradagdo de descongelamento.
DNA/RNA . ) Assegure-se de usar o método correto de
A amostra é sensivel ao ]
) pré-processamento.
pre-tratamento . ~
Reduza adequadamente o tempo de incubacao.
Confirme a concentracdo do produto extraido por
eletroforese em gel de agarose ou espectrofotometria.
Dilua o eluente com agua tratada com DEPC e repita a
Falha na Podem existir inibidores de deteccdo por PCR.

amplificacdao

PCR

Se a amplificagdo ainda falhar, otimize as condi¢des do
PCR, como ajustar a sequéncia e concentracgdo dos
primers, o tipo e concentragdo de enzimas, ou a
temperatura e tempo de anelamento.




