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Conhecimentos gerais

Cestode

Echinococcus
Echinococcus granulosus

Gl-G10

Definitivos (canideos)

@
Intermediarios (ovelhas, gado bovino, cavalo, Homem.

~o

Hidatidose >
R - R g



Objectivo

Comparar diferentes metodos de extraccdo de
DNA para E. granulosus, para optimizacdo das técnicas
de PCR utilizadas na sua caracterizacao molecular.




Materiais e métodos

B As visceras parasitadas foram obtidas em matadouros da regidao centro de
Portugal, sendo as protoscdlices obtidas nas condicdes de assepsia
necessarias para tal.

B Foram utilizadas 20 amostras para proceder a extraccdo de DNA com
diversos metodos em estudo.

2

| Método manual modificado
(Sambrook, 2001)

— .

QlAamp DNA mini kit

(Qiagen)

50 pL de
protoscolices

High pure PCR template
preparation kit (Roche,
Portugal)

Easy spin kit
(Citomed)

Quantificacao
de DNA

Amplificacao do

gene ND1
(primers JB11 e JB12)




Resultados

250,00 3,000
50000
65
*
~ 7 25000
7 20000 - I
° 9 4
5 @ 40000 5
2 9 @
H P
3 g < 20000
g s
; 150,00 g, 5
z 2 3000 a o
a [ 24 -
o M . o 1.5000
T - 5 4
o S 2 H
'8, 10000 . T o é
] 5 n
] O T 200009 3 £
£ 5 2 31,0000 *
¢ £ &
o
¢ : °
o a 1
O S0 *
05000
4 S0 1,0000 —
al *
= —
0,00 i 0,000
T T T T | T — T T T T T T
Extracgdo Manual Qiagen Chomed Roche Extiacgdo Manusl Giagen Citomed Roche Extracgdo Manual Giagen Comed Roche
Método de extracgdo Método de extracgio Método de extracgio

Concentragé’é de DNA Quantidade de sais Grau de pureza

Quantificacdo  Quantidade de Grau

do DNA(ng/uL)* sais™ pureza*

Kit Roche 30,6 £ 29,9 1,4+0,6 1,9+0,2
Kit Qiagen 54+4,38 2,1+1,9 1,9+0,3
Kit Citomed 11,2 +10 0,22 +0,14 0,7+0,2

Método manual

e 218+ 12,2 1,3 +0,07 1,2 £+ 0,04
modificado

drio



Resultados

Kit Roche Método manual modificado
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Conclusao

B Podemos concluir que o método de extraccao que apresenta
maior eficacia na extraccao de DNA de E. granulosus € 0
metodo manual fenol-cloroférmio (modificado), tendo no
entanto a desvantagem de ser muito moroso.

B Assim, o ideal seria ter um método de extraccao (q
conseguisse associar os trés factores (concentracao obtig
grau de pureza e quantidade de sais) de forma viavel. De
cordo com isto e com as metodologias testadas aquela c’ e
dera ter um melhor rendimento, para este parasita, = [
| guze PCR template preparati‘bn kit”.
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