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RESUMO

EXTRACAO E AMPLIFICACAO DE DNA DE BACTERIAS EM DISPOSITIVOS
MICROFLUIDICOS DESCARTAVEIS DE POLIESTER-TONER (PT). A microfluidica
possibilita a manipulacdo de pequenos volumes de fluidos em canais com
dimensdes micrométricas proporcionando diversas vantagens analiticas e
aplicacbes em diferentes areas do conhecimento. A evolugdo das analises
envolvendo DNA em microescala busca revolucionar as técnicas analiticas e as
manipulagdes convencionais de laboratério. No presente trabalho, foram construidos
dispositivos microfluidicos de poliéster-toner (PT) para realizar a extracédo dinédmica
de DNA em fase sdlida (dASPE) com particulas de silica magnéticas e a amplificacao
de longos segmentos de DNA através da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
das bactérias Azospirillum brasilense AbV5 e Escherichia coli BL21 transformada
com plasmideo pGEX-4T-3. Por meio da quantificacdo das fracbes eluidas na
extragcao da DNA foram elaborados os graficos do perfil de eluicdo para avaliacdo da
quantidade de DNA extraido antes e apds a agitacéo das particulas magnéticas de
silica e o calculo da eficiéncia de extragdo. A amplificacdo de DNA pela PCR foi
realizada em sistema homemade por meio de aquecimento mediado por radiagao
infravermelha (IV) sendo a temperatura controlada por um termopar com o auxilio do
software LabVIEW. A extragcdo de DNA realizada em microchips de PT mostrou-se
um método rapido, com alta eficiéncia de extracdo e pureza, podendo ser
amplificado posteriormente pela PCR. Foram obtidos produtos amplificados pela
PCR em dispositivos microfluidicos de PT utilizando o par de primer Y1 e Y3
corresponde ao gene 16S rDNA do DNA da bactéria A. brasilense AbV5 e o par de
primer blatem forward e blatem reverse correspondente ao gene codificador de
resisténcia a antibioticos do DNA da bactéria E. coli BL21. Os produtos amplificados
foram separados por eletroforese no Bioanalyzer apresentando picos de
fluorescéncia correspondentes a 1500 e 1150 pares de bases para as bactérias A.
brasilense AbV5 e E. coli BL21, respectivamente. Os resultados demonstraram pela
primeira vez o sucesso do uso de microchips de PT para as analises de DNA de

bactérias.

Palavras-chave: microfluidica, analise genética e poliéster-toner.
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ABSTRACT

EXTRACTION AND AMPLIFICATION OF DNA FROM BACTERIA IN DISPOSABLE
POLYESTER-TONER (PT) MICROFLUIDIC DEVICES. The microfluidic enables the
manipulation of small volumes of fluids in micrometer channels providing several
analytical advantages and applications in different areas. The evolution of microscale
analysis seeks to revolutionize the analytical techniques and the conventional
laboratory manipulations. In this work, polyester-toner (PT) microfluidic devices were
constructed to perform dynamic solid phase DNA extraction (dSPE) with magnetic
silica beads and amplification by Polymerase Chain Reaction (PCR) from
Azospirillum brasilense AbV5 and Escherichia coli BL21 transformed with pGEX-4T-3
plasmid. By the eluted fractions quantification in the DNA extraction were elaborated
the graphics of the elution profile for evaluation of the amount of DNA extracted
before and after the magnetic silica beads agitation and the calculation of extraction
efficiency. The DNA amplification by PCR was performed on a homemade system by
heating mediated by infrared radiation (IR) and temperature controlled by a
thermocouple with the aid of LabVIEW software. The DNA extraction performed in PT
microchips showed to be fast, with high efficient extraction and purity, that can be
amplified in downstream PCR amplification. Amplified products were obtained by
PCR using the primer pair Y1 and Y3 correspond to the 16S rDNA gene of the DNA
of A. brasilense AbV5 bacteria and the primer pair blatem forward and blatem reverse
correspond to the antibiotic resistance encoding gene of the DNA of E. coli BL21
bacteria. The amplified products were separated by electrophoresis on Bioanalyzer
showing fluorescence peaks corresponding to 1500 and 1150 base pairs for the A.
brasilense AbV5 and E. coli BL21 bacteria, respectively. The results demonstrate for

the first time the successful use of PT microchips for DNA analysis from bacteria.

Keywords: microfluidics, genetic analysis and polyester-toner.
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1. INTRODUGAO

A microfluidica € a ciéncia e tecnologia de sistemas que possibilita a
manipulagdo de pequenos volumes de fluidos, em canais com dimensdes de
dezenas a centenas de micrémetros. Suas aplicagdes ja demonstraram diversas
vantagens como: utilizagdo de quantidades bastante reduzidas de reagentes e
amostras, baixo custo e menor tempo de analise. Na microfluidica sdo exploradas
desde suas caracteristicas mais oObvias, trabalho em pequena escala, bem como
suas caracteristicas mais complexas, como fluxo laminar. Isto oferece melhores
condi¢cdes de controle da amostra no espacgo e tempo (WHITESIDES, 2006).

Nas ultimas décadas os avangos na quimica e biologia direcionados a
miniaturizagdo de analises ocorreram de forma similar a evolugdo dos circuitos
integrados da industria de computadores. Estes avangos garantem para a
microfluidica, também chamada de Microssistemas de Analises Totais (UTAS), um
promissor potencial em tecnologias de desenvolvimento de dispositivos
microfluidicos (FIORINI et al., 2005).

A microfluidica vem apresentando aplicagbes nas areas de engenharia,
quimica, fisica, biologia, farmacia, medicina e biotecnologia. Laboratérios de
analises clinicas, por exemplo, necessitam diariamente de dispositivos simples que
realizem analises rapidas, precisas e pouco dispendiosas. A prevengao ou
tratamento de doencgas por meio de diagndsticos clinicos € uma area importante que
pode ser muito beneficiada com a microfluidica (SRINIVASAN et al., 2004).

Os dispositivos microfluidicos apresentam excelentes desempenhos como
ferramentas na manipulagdo precisa de pequenos volumes de amostras, € nos
MTAS, também conhecidos como /ab on a chip, um procedimento analitico pode ser
realizado por completo, desde o pré-tratamento da amostra até sua deteccao
(PAMME, 2007).

Como o desenvolvimento dos sistemas miniaturizados proporciona uma
diversificada gama de aplica¢des, a escolha do material e as técnicas de fabricagao
destes dispositivos sdo constantemente estudadas e avaliadas por comunidades
industriais e académicas (ZHANG et al., 2006). Varios materiais sao utilizados na
fabricagdo dos microchips, alguns exemplos séo o vidro, o quartzo, o silicio e alguns

materiais poliméricos, como o polidimetilsiioxano (PDMS) e polimetiimetacrilato
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(PMMA). Inicialmente, os principais materiais utilizados para fabricacdo de
dispositivos microfluidicos foram o silicio, quartzo e vidro, no entanto, novos tipos de
materiais oferecem possibilidades para se trabalhar com dispositivos de facil
fabricagdo, baixo custo e descartaveis. O desenvolvimento de microchips de
Poliéster-Toner (PT) proposto por Lago et al. (2003) trata-se de um dos processos
mais simples e de baixo custo na producéo de plataformas microfluidicas.

O preparo de amostra biolégica quando realizados em dispositivos
miniaturizados e integrados, reduzem as possibilidades de perdas e contaminacgao e
produzem amostras adequadas (em relagdo a volume e concentragdo) para etapa
de separacdo. Esses processos normalmente incluem o isolamento das células de
interesse a partir de uma mistura e quase que universalmente envolve a extracéo de
DNA a partir de uma matriz, seguido pela amplificagdo de DNA através da reagao
em cadeia da polimerase (PCR).

Os dispositivos descartaveis de PT, que sédo de fabricagdo simples e custo
quase zero (~R$ 0,20 por microchip), representam uma alternativa adequada para
realizar a extracdo e amplificacdo de DNA a partir de células bacterianas, o que
futuramente proporcionara o desenvolvimento de metodologias completas para
deteccao e identificacdo de bactérias em microchips através da caracterizacdo de
genes especificos ou segmentos de genes. Neste sentido, os microchips de PT tem
potencial para produgdo de dispositivos descartaveis completamente integrados

para deteccao e identificacdo de bactérias para diferentes aplicagdes.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Importancia do tema: A transposicdo das analises de DNA para

dispositivos microfluidicos

Uma andlise genética convencional, que envolve técnicas de biologia
molecular, pode ser dividida em trés principais etapas (extracdo, amplificacdo e
separacgao/identificagdo de DNA) como mostra a Figura 1. Em cada etapa na Figura
1 estdo descritos o tempo e os volumes tipicos utilizados na analise em escala
convencional. Em analises que envolvem micro-organismos, a primeira etapa € a
cultura das células, que proporciona o crescimento das células de interesse em uma
densidade suficiente para analise seguida do isolamento das células que serao
utilizadas nas etapas subsequentes. Na etapa de preparo de amostra os acidos
nucleicos sdo tradicionalmente extraidos de amostras como sangue total, liquido
amniotico, soro, plasma, micro-organismos, urina, tecidos parafinados, raspados
bucais, cervicais, e uretrais. A extracdo de DNA é realizada, na grande maioria das
vezes com silica convencional ou silica magnética de forma manual ou
automatizada. Apds a extracdo, a mistura complexa de acidos nucleicos extraida é
pesquisada pela sequéncia alvo que se deseja detectar (amplificagdo via Reagao em
Cadeia da Polimerase). A sequéncia amplificada é entao analisada diretamente por
eletroforese em gel de agarose ou acrilamida ou por eletroforese capilar (LAGALLY
et al., 2004).

Embora as técnicas de biologia molecular estejam bem estabelecidas,
quando realizadas em escala convencional apresentam alguns problemas.
Primeiramente, as analises genéticas tradicionais requerem multiplas etapas de
centrifugacéo e transferéncias, e com isso consomem muito tempo, além de utilizar
diferentes instrumentos. A manipulacdo manual das solugdes entre as etapas
proporciona diversas oportunidades de contaminacdo ou até perda da amostra
(EASLEY et al., 2006).

Com o intuito de contornar os problemas existentes em escala convencional,
cada vez mais as comunidades clinicas buscam novos caminhos para melhorar as
analises de DNA para diagnésticos, de forma que se torne mais rapida, eficiente e
confiavel (YEO et al., 2011).



Cultura de celulas

; Lise Celular
1-2 dias Isolamento de células 10 min
1-10 mL 1 hora 0,11 mL

1-10 mL

Detecgio Amplificagio
J-4 horas J-4 horas
1-10pL 10-50 pL 0,1-1 mL

Figura 1 — Esquema das principais etapas de uma analise genética. As células sao primeiramente
cultivadas em meio sélido ou liquido. Em seguida as células s&o isoladas e apds a lise, os acidos
nucleicos sao purificados e separados dos outros componentes celulares. Apds serem amplificadas,
as moléculas de DNA sao finalmente separadas e detectadas por eletroforese. Todo procedimento
pode durar 8 ou mais horas, sem levar em conta a etapa de cultura de células.

Fonte: Adaptado de Lagally et al. (2004)

Nesse contexto, plataformas microfluidicas oferecem solugbes para muitos
problemas da analise genética tradicional. Sistemas microfluidicos apresentam a
oportunidade de automatizagao da manipulagado das solugdes, reduzindo o contato
manual com a amostra, evitando assim as contamina¢des. Além da reducido do
tempo e custo necessario para realizar todas as etapas em dispositivos
microfluidicos, a redugdo da quantidade de amostra necessaria para analise € uma
das grandes vantagens, inerente ao uso de plataformas miniaturizadas. Com todas
essas vantagens, as analises quimicas realizadas em microchips apresentam como
mais importante caracteristica a possibilidade de integragdo entre diversas etapas
analiticas, sendo possivel desta forma a obtencdo de dispositivos totalmente
integrados, conceito atualmente chamado de “lab on a chip”. Enquanto uma analise
genética convencional pode demorar 8 horas ou mais, uma analise genética
realizada em um microchip totalmente integrado pode demorar cerca de 30 minutos
(EASLEY et al., 2006).



2.2. Miniaturizagao

A miniaturizagdo de dispositivos para analises quimicas revolucionou a
quimica analitica nos ultimos anos. A principio, o foco principal na miniaturizagao era
conseguir um melhor desempenho analitico e ndo sé reduzir a escala de analise.
Porém, algumas vantagens, como baixo custo de fabricagdo, menor tempo de
analise e redugao no gasto de reagentes e amostras, tornaram-se possiveis devido
justamente a reducdo de escala. Na década de 70 foi criado o primeiro dispositivo
analitico miniaturizado, este dispositivo que foi um sistema de cromatografia em fase
gasosa, e devido ao pouco desenvolvimento tecnolégico da época em métodos de
separagao, acabou ndo sendo bem aceito pela comunidade cientifica. Desta forma,
as pesquisas com sistemas miniaturizados ficaram limitadas na década de 80.
Somente na década de 90 que surgiram novas pesquisas com dispositivos
miniaturizados, com a criagdo de um microssistema de cromatografia em fase liquida
e o surgimento do conceito de uTAS (COLTRO et al., 2007).

Os primeiros dispositivos microfluidicos foram fabricados utilizando silicio e,
em seguida, o vidro. Com isso, dispositivos passaram a ser produzidos em vidro de
silica comum e quartzo, nos quais os canais eram gravados usando metodologias
semelhantes aos utilizados para o silicio. Isto levou a combinagao de silicio/vidro,
oferecendo robustez quimica, possibilidade de integracdo de pegas mecéanicas com
sistemas fluidicos para controle de fluidos e transparéncia optica. A fabricagao
destes sistemas podem ser tecnicamente exigentes e dispendiosas, e por este
motivo, surgiu um crescente interesse no uso de novas técnicas de fabricagao.
Essas novas técnicas devem idealmente oferecer simplicidade, rapidez e baixo
custo de producdo, o que levou ao aumento da utilizacdo de sistemas a base de
polimeros, tais como o PDMS e o PMMA. Esta tendéncia pode ser medida pelo
numero crescente de publicagbes em que sao utilizados microchips a base de
materiais poliméricos (ZHANG et al., 2006).

Existem varios métodos utilizados para fabricar dispositivos microfluidicos,
tais como, a fotolitografia, a moldagem por injecdo, a estampagem a quente, a
gravagao por plasma e a ablagéo por laser. O material do substrato desejado, custo,

velocidade e as capacidades de fabricagao, sao, por exemplo, alguns fatores que



contribuem para a escolha da melhor opgcdo de método de fabricagcao (FIORINI et
al., 2005).

Ao selecionar o material mais adequado na fabricagdo dos microchips,
algumas propriedades devem ser previamente conhecidas, tais como, estabilidade
térmica, inércia quimica, isolamento elétrico, resisténcia mecanica, transmisséo
Optica, propriedades dielétricas e de superficie. Além disso, os parametros
operacionais, como a escolha dos reagentes, da temperatura e pressao precisarao
estar de acordo com a escolha do substrato adequado (ZHANG et al., 2006).

Um importante fator na producdo de dispositivos microfluidicos € a area
superficial dos microcanais, podendo variar de acordo com o design do microchip.
Além disso, pode-se também utilizar superficies quimicamente ou biologicamente
modificadas, tornando possivel um melhor controle dos processos em termos de
espaco e tempo em um dispositivo microfluidico, além de oferecer novos caminhos
para processamento quimico e biolégico (ZHANG et al., 2006).

O vidro foi inicialmente muito utilizado para a producdo de plataformas
microfluidicas por ser um material inerte e biologicamente inativo, no entanto, a
fabricacdo de microchips de vidro requer instrumentagao de alto custo, sala limpa e
profissionais capacitados para o uso dos equipamentos (CHEN et al., 2001),
portanto, a producdo destes dispositivos € limitada a grupos de pesquisas com
grandes centros de pesquisa.

Para sobrepor estes problemas em relacdo ao custo de fabricagdo, a busca
por novos materiais e métodos mais simples de producdo de microdispositivos tem
sido cada vez maior. Nesta procura por novos processos de microfabricagdo, Lago
et al. (2003) propuseram um método alternativo, simples e de baixo custo para a
fabricagdo de microchips. Este método baseia-se na utilizagdo de uma camada de
toner, tradicional de impressora, depositada em filmes de poliéster (transparéncia de
retroprojecao) definindo os microcanais além de servir como substrato de vedagao
dos dispositivos quando laminados a quente.

O método de produgao de dispositivos microfluidicos proposto por Lago et al.
(2003) baseia-se na impressédo direta de padrdes de imagem em um filme de
poliéster usando uma impressora a laser. A configuragdo do microdispositivo (layout
dos canais no chip), desenhada previamente com o uso de um software grafico, é

impressa no filme de poliéster pela deposi¢do seletiva de uma camada de toner,
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produzindo canais microfluidicos que sao definidos pelas regides onde n&o houve
deposigao do toner (auséncia de toner). A vedagao ocorre quando o filme com a
imagem impressa € laminado junto com outro filme de poliéster ou com uma imagem

especular do padrao, conforme mostrado na Figura 2.

m

Vo

Figura 2 — Esquema das etapas principais do processo de microfabricagdo utilizando uma unica
camada de toner. |, tampa de poliéster perfurada; Il, base de poliéster impressa (a, camada de toner);
Ill, tampa (I) e base (ll) laminadas juntas; IV, dispositivo final (b, reservatérios de liquidos).

Fonte: Lago et al. (2003)

Os microchips produzidos segundo o método proposto por Lago e
colaboradores produzem dispositivos com canais de profundidade maxima de 12
pMm, quando o chip € produzido com dupla camada de toner (DCT), ou seja, toner
depositado na base e no topo do dispositivo, uma vez que cada camada de toner
possui uma altura de 6 uym. A limitacdo do uso dos dispositivos fabricados segundo
este método é justamente a profundidade dos canais, pois para algumas aplicagdes
esta profundidade nao é suficiente. Por exemplo, para realizar a extragao dinamica
de DNA em fase sodlida (dSPE), € necessério inserir as particulas de silica
magnéticas no canal microfluidico além de ser necessario espago para elas se
movimentarem, e em um canal com 12 ym isso ndo possivel. Para contornar este
problema, Duarte et al. (2011) propuseram a produgéo de dispositivos de PT com
canais mais profundos. Para isto, ao invés de dois utilizaram quatro filmes de
poliéster e produziram canais com 272 um de profundidade. Nesta configuragao, os

canais sado definidos por uma cortadora a laser. Estes microchips com canais
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profundos ja demonstraram serem capazes de extrair e amplificar DNA a partir de
amostras de sangue. (DUARTE et al., 2011).

Além das aplicagdes com DNA, os microchips de PT vém sendo utilizados por
diferentes grupos de pesquisa para diversas aplicagbes como: separagdo de
compostos inorganicos (GABRIEL et al., 2012), separagdo de compostos
farmacéuticos (LIU et al., 2006), determinacao de pesticidas (DA SILVA et al., 2013),
diagnosticos clinicos (DE SOUZA et al., 2012) e imunoensaios (OLIVEIRA et al.,
2013).

2.3. Extracdao de DNA

Amostras biologicas possuem além de DNA, outras substancias celulares
que podem atrapalhar as etapas de analises subsequentes e por isso deve-se isolar
e purificar as moléculas de DNA para posteriormente proceder sua analise.
Proteinas celulares, por exemplo, empacotam e protegem o DNA no meio celular
impedindo a analise do mesmo. No entanto, o desenvolvimento de métodos de
extragdo de DNA busca eliminar estes materiais celulares de modo a se obter um
DNA purificado, ou seja, obter um DNA em quantidade e qualidade satisfatoria para
analises posteriores (BUTLER, 2001).

Sao varias as metodologias ja descritas para extragdo do DNA gendmico de
bactérias, porém as mesmas sdo normalmente demoradas e com muitas etapas,
aumentando a probabilidade de falhas devido a excessiva manipulagcdo. Para
bactérias, um fator que proporciona complexidade na extracdo do DNA sado as
diferengcas quanto a composicdo da parede celular (ROSA, 2008). Alguns
procedimentos de extragdo conseguem um isolamento rapido e de baixo custo,
porém, sem conseguir quantidade suficiente de DNA purificado, enquanto que outros
conseguem resultados satisfatérios, mas com custo elevado (NOGUEIRA et al,,
2004).

A purificagdo e pré-concentragdo do DNA sado passos fundamentais no
preparo da amostra para analises clinicas, além de serem requisitos para a maioria
de aplicagbes em analises genéticas. A miniaturizagdo na etapa de extracdo pode

trazer diversas vantagens as analises genéticas, como a redugdo do consumo de
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amostra e reagentes, diminuicdo do tempo e etapas de transferéncia e
centrifugacao, além de proporcionar fragées altamente concentradas (PRICE et al.,
2009).

Os métodos que utilizam silica como fase soélida para purificagdo de DNA
encontram-se bem estabelecidos em escala convencional (macroescala) e foram
adaptados com sucesso para microescala. Estes métodos consistem normalmente
de um protocolo de adsorgao-lavagem-eluicdo, pelo qual se procede a adsorgdo do
DNA na silica na presengca de um agente caotropico, seguido da lavagem com
etanol ou isopropanol para remover as proteinas e outros restos e remanescentes
celulares e, por fim, a eluicdo do DNA com uma solugao tampao apropriada (WEN et
al., 2008). Um perfil de extragdo de DNA em microchip mostra que se tem uma
perda minima nas etapas de adsorcdo e lavagem e que a maior parte do DNA é

recuperada na etapa de eluicéo (Figura 3).

54 Adsorgdo Lavagem | . Eluigao

20
Volume (pL)

Figura 3 — Perfil de extragcdo de DNA a partir de uma matriz de particulas de silica.
Fonte: Adaptado de Price et al. (2009)

Para analises genéticas em dispositivos microfluidicos, a etapa de purificagao
€ de fundamental importancia para que se obtenha um DNA de qualidade para
analises subsequentes. A amostra purificada deve estar com uma alta concentracao
de DNA para que nas etapas posteriores em um processo integrado, no qual se
trabalha com volumes muito pequenos, se tenha maiores condi¢gdes de sucesso na
analise. Diferentemente dos métodos convencionais que nao se pode trabalhar com

sistemas integrados, pois envolvem etapas de centrifugagdo, a extragdo em fase



solida com particulas de silica adaptou-se perfeitamente para as analises em
microdispositivos integrados (PRICE et al., 2009).

A primeira SPE de DNA em microchip utilizando silica foi desenvolvida por
Christel et al. (1999). Este dispositivo foi capaz de realizar a purificacédo e
concentragdo de DNA, porém, tornou-se limitado devido as dificuldades encontradas
no intuito de aumentar a superficie de contato e proporcionar maior adsor¢cdo das
moléculas de DNA. A partir dos resultados obtidos através deste primeiro microchip
para extracdo de DNA, varias pesquisas de desenvolvimento e inovagdao foram
realizadas para a criacao de novas plataformas microfluidicas. Cady et al. (2003)
propuseram um conceito para producao de microdispositivos de extragcao baseado
no aumento da area superficial interna por meio de pilares microfabricados nos
canais, com objetivo de aumentar a capacidade de adsor¢cao de DNA.

Diferentes amostras biologicas, como culturas de células, sangue total e
células brancas, apresentaram resultados satisfatérios nas extragcdes em fase solida
executadas em microchip de vidro (TIAN et al, 2000; WOLFE et al, 2002).

Duarte et al. (2010) desenvolveram, em microchip de vidro, um método de
extragdo que utiliza particulas magnéticas de silica que sao controladas
magneticamente garantindo um movimento dindmico durante a extragéo, tornando
desnecessario o empacotamento da fase sodlida no canal microfluidico. Estas
particulas magnéticas possuem grande afinidade a acidos nucléicos e sao
compostas de didxido de silicio (SiOz2) e tetroxido de triferro (FesOs4). Esta técnica de
extragdo, chamada de extragcdo dinamica em fase solida (dSPE), foi posteriormente
adaptada, para os microchips de PT para realizar a extragdo de DNA de sangue
humano (DUARTE et al., 2011).

Até o presente momento, a uUnica fonte bioldgica utilizada para realizar
extracdo dindmica de DNA em fase sdlida em microchip foi o sangue humano
(DUARTE, 2010). Neste trabalho sera utilizada pela primeira vez esta metodologia

em plataforma de PT para extragao de DNA de bactérias.
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2.4. Amplificagcao de DNA por meio da PCR

A Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR) foi descrita pela primeira vez por
Mullis et al. (1986) abordando a amplificagdo enzimatica especifica do DNA in vitro.
Os laboratoérios de analises clinicas e ciéncias forenses foram favorecidos com a
descoberta da técnica de PCR. Por meio desta técnica consegue-se fazer milhdes
de coépias de uma regiao especifica do DNA em poucas horas e, isto revolucionou o
campo da biologia molecular (BUTLER, 2001). O estudo de genética molecular, o
sequenciamento de genomas, a expressao de genes recombinantes, o diagndstico
rapido de doencas infecciosas e a determinacdo rapida de paternidade sao
exemplos do desenvolvimento cientifico proporcionado pela descoberta da PCR
(NOVAIS, 2004).

Na tentativa de buscar métodos mais rapidos e sensiveis para deteccao de
micro-organismos, diversos métodos ja foram desenvolvidos. Ensaios rapidos que
utilizam técnicas imunoquimicas, hibridizacdo e amplificagdo de acidos nucleicos
oferecem maior sensibilidade e especificidade que métodos baseados em culturas
de células, além de permitir a redu¢cao do tempo para obtencdo dos resultados. A
técnica mais utilizada que atende as exigéncias descritas acima é a PCR (NORTON,
2002).

A PCR se desenvolve por meio de um processo enzimatico, em que uma
regiao alvo do DNA é replicada produzindo, teoricamente, apds 30 ciclos, cerca de
dois bilndes de cépias a partir de uma codpia inicial. Este processo envolve
aquecimento e resfriamento da amostra por meio de um controle preciso de
temperatura. Cada ciclo opera em trés patamares de temperatura, por exemplo, a
desnaturacdo do DNA a 94 °C, o anelamento dos primers a 60 °C e a extensido do
fragmento a 72 °C (Figura 4) (BUTLER, 2001).
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Figura 4 — Representacao do perfil de aquecimento dos ciclos durante a PCR.
Fonte: Adaptado de Butler (2001)

A mistura de reacédo de PCR é composta pela adicdo de diferentes reagentes
que possuem cada um sua importancia especifica, seguido da adicdo de agua
deionizada de modo a obter a concentragdo final desejada. Kits comerciais
previamente misturados também sao bastante utilizados para PCR. Geralmente se
realiza PCR em tubos de polipropileno com volumes de 5-100 uL, pois volumes
menores que 5 uL podem acarretar na evaporagdo da agua ou tornar dificeis as
pipetagens, e por outro lado, volumes maiores que 100 uL, diminuem a estabilidade
térmica para a mistura de reacdo, ou seja, sera preciso mais tempo para que a
amostra se estabilize com precisdo em cada temperatura do ciclo. Grande parte dos
protocolos de PCR trabalha com volumes entre 20-50 pL (BUTLER, 2001).

A amplificacdo por PCR ocorre de forma exponencial na regido especifica que
se deseja copiar, produzindo a cada final de ciclo o dobro de moléculas da regido de
interesse (Figura 5). E importante que a amostra de DNA a ser amplificada esteja
livre de contaminantes, tais como proteinas e materiais celulares, pois estes inibem
a acao da enzima Taq polimerase evitando que a PCR ocorra, portanto, deve-se

garantir que a etapa de purificagdo do DNA seja eficiente (DUARTE, 2010).
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Figura 5 — Amplificagdo exponencial do DNA por PCR.
Fonte: Adaptado de Vierstraete (1999)

No formato convencional, os ciclos de aquecimento da PCR s&o controlados
por um bloco metalico presente no termociclador de bancada. Neste caso, o bloco
metalico é aquecido e resfriado para gerar os patamares de temperatura
necessarios para realizar a PCR. A desvantagem desta configuragao € que as fontes
de aquecimento e resfriamento sdo as mesmas, ou seja, 0 mesmo bloco metalico
precisa aquecer e depois resfriar e, para tanto, um tempo razoavelmente longo é
necessario (IORDANOV et al., 2003).

Embora a PCR tenha representado enorme avango para as técnicas para
amplificagdo de DNA, o formato convencional requer longos tempos para realizagéo
dos ciclos de aquecimento, pelo motivo de as fontes de aquecimento e resfriamento
serem as mesmas, mas também devido ao elevado volume que trabalham os tipicos
sistemas termocicladores, o que dificulta a homogeneidade da temperatura da
amostra tanto no aquecimento quanto no resfriamento. Sendo assim, este fato levou
a pesquisadores buscarem por adaptacbes da técnica de PCR em dispositivos
microfluidicos, que operam com menor volume de amostra e permitem que as fontes
de aquecimento e resfriamento sejam desvinculadas. A miniaturizagdo da PCR
proporciona diversas vantagens ao processo, como uma melhor transferéncia de

calor devido ao aumento da razdo area/volume da superficie, ocasionando um
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menor tempo de reagdo de amplificagdo. Os dispositivos sdo aquecidos e resfriados
rapidamente realizando a amplificacdo em menor tempo comparado ao método
convencional em termocicladores. Ha também outras vantagens associadas a
miniaturizagao, tais como a economia de espag¢o e de amostra, bem como o menor
consumo de energia (IORDANOV et al., 2003).

Os ciclos de aquecimento no microchip podem ser realizados tanto no modo
com contato quanto no modo sem contato. O modo de aquecimento com contato é
aquele onde a fonte de aquecimento foi fabricada diretamente no microchip ou
encontra-se em contato direto com a superficie do dispositivo. Ja no modo sem
contato, a fonte de aquecimento ndo se encontra em contato fisico direto com o
dispositivo microfluidico (HUHMER et al., 2000).

O primeiro relato da transposicdo da PCR para o microchip foi em 1994
(WILDING et al., 1994) em um trabalho que usou um microchip hibrido de
silicio/vidro com uma camara reacional de 10 uL e os ciclos de aquecimento foram
realizados utilizando um bloco metalico externo. Neste mesmo trabalho, o grupo de
pesquisa enfatizou a necessidade de passivacdo da superficie da camara e para
tanto concluiram que a silanizagdo da camara proporciona o melhor resultado.

O primeiro trabalho de PCR em microchip com aquecimento sem contato foi
realizado pelo grupo do professor Landers (GIORDANO et al., 2001) utilizando um
microchip de poliimida com aquecimento mediado por radiagéo infravermelha (1V) e
o resfriamento com um minicirculador de ar.

O aquecimento por IV contribuiu para uma analise mais eficiente da PCR em
microchips. Este método de aquecimento sem contato se baseia na excitagado das
moléculas de agua através da radiacédo IV, e, no entanto, consegue aumentar e
estabilizar a temperatura da solugdo em menor tempo, pois ndo ha necessidade de
aquecer o microchip antes que a solugcdo seja aquecida (HUHMER et al., 2000;
GIORDANO et al., 2001; ODA et al., 1998).

Varios substratos podem ser utilizados para producdo de dispositivos
microfluidicos para amplificacdo de DNA através da PCR, dos quais os principais
sdo o vidro, o silicio e polimeros. O vidro é o material mais popular usado em
microfabricagdo, porém, sua utilizagdo exige maior custo e tempo, além da
necessidade da passivagdo da superficie para evitar a adsor¢do da enzima (Taq

DNA polimerase) na PCR. Devido as limitagbes do uso do vidro para fabricar

14



dispositivos microfluidicos, pesquisadores tém buscado materiais alternativos e
novos métodos de fabricagdo de microchips para PCR (DUARTE et al., 2011).

Os microchips de PT representam um método simples e rapido de fabricagao
para a produgao de dispositivos para PCR. Microchips de PT sdo uma excelente
opc¢ao para reacdes de PCR, pois ndo precisam de uma etapa prévia de passivagao
da superficie, e tanto a extracdo de DNA quanto a PCR podem ser realizadas em
um unico dispositivo descartavel. Neste sentido, os microchips de PT ja
demonstraram ser uma plataforma adequada para a realizagdo da PCR, pois tanto o
poliéster quanto o toner sdo compativeis com todos os reagentes da PCR (DUARTE
et al, 2011).

2.5. Separacao Eletroforética de DNA

O resultado final de um diagndstico molecular envolve a separagao
eletroforética dos fragmentos de DNA amplificados na reagao de PCR. O processo
de eletroforese se baseia na migragdo diferenciada de espécies eletricamente
carregadas, por meio da agcao de um campo elétrico (GERVASIO et al., 2003). As
moléculas de DNA, carregadas negativamente, migram do eletrodo negativo em
diregao ao eletrodo positivo sob a influéncia de um campo elétrico. Quanto maior a
tensao de corrente aplicada, maior sera a forca incidente sobre as moléculas de
DNA e consequentemente mais rapido estas se deslocardo, porém, o calor gerado
pela acdo de altos campos elétricos deve ser dissipado, pois caso contrario, o
sistema absorve este calor e pode ocorrer a formagao de bandas irregulares ou até
mesmo a propria desintegragéo do gel (BUTLER, 2001).

A eletroforese para separacao de DNA pode ser realizada na forma de placa
de gel ou em capilares. As placas de géis sao formadas por uma matriz sélida
porosa que atuam como “peneiras”, ou seja, os fragmentos menores passardao com
maior facilidade que os fragmentos maiores, ocasionando a separagao unicamente
pelo tamanho. A concentragdo do gel deve ser estabelecida de acordo com a faixa
de tamanho dos fragmentos de DNA que se esta trabalhando, e o tempo de corrente
aplicada deve proporcionar a separagdo das bandas no gel. O gel preparado é
vertido em um molde, que define seu formato de placa, com um “pente” colocado de
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forma que seus dentes entrem na matriz do gel, em seguida, espera-se sua
solidificagdo. Ao retirar o “pente” do gel, tém-se os pogos nos quais as amostras
serao colocadas para ser iniciado o processo de separagao eletroforética. Na Figura

6 esta ilustrado um equipamento para realizar eletroforese em gel (BUTLER, 2001).

Tampao

migracao

Figura 6 — Equipamento para realizar eletroforese em gel.
Fonte: Corréa et al. (2004)

A eletroforese em gel apresenta algumas desvantagens, como o tempo que
se gasta no preparo dos géis e o longo tempo de separagéo devido ao baixo campo
elétrico aplicado. Com isso, a eletroforese capilar (CE) tem ganhado énfase de
forma a eliminar algumas destas desvantagens (GERVASIO et al., 2003; BROCKE
et al., 2001).

Um sistema de CE é composto basicamente por um capilar de silica, dois
recipientes contendo tampao e dois eletrodos ligados a uma fonte de alta tenséo,
como mostrado na Figura 7. O capilar é preenchido com a matriz polimérica e os
fragmentos de DNA sao separados pelo mesmo principio da eletroforese em placa
de gel. Os fragmentos menores se deslocam com maior facilidade que os maiores
pela matriz polimérica até chegarem a uma regiao do capilar que possui uma janela
de deteccgao. Nesta janela de deteccéao, os fragmentos de DNA s&o captados por um
detector, como por exemplo, de Fluorescéncia Induzida a Laser (LIF) (BUTLER,
2001; DUARTE, 2010). Os picos gerados no eletroferograma sao proporcionais a
intensidade relativa da fluorescéncia observada a partir dos fragmentos de DNA que

passam pelo detector.
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Figura 7 — Esquema dos componentes basicos de um equipamento de eletroforese capilar.

Com o avango da microfluidica, novos sistemas miniaturizados para
separacao eletroforética de DNA foram desenvolvidos (MANICA et al., 2002; WANG
et al., 2002). Algumas vantagens da eletroforese em microchip (ME) incluem a
miniaturizagdo, a integragao, alta velocidade de analise e o reduzido consumo de
reagentes (LI et al., 2006; GAWRON et al., 2001; WANG et al., 2002).

A introducdo de sistemas automatizados e de elevado rendimento torna a
tecnologia de eletroforese em microchip amplamente util em laboratérios de
pesquisa e analises clinicas. Varias empresas passaram a fornecer microchips
prontamente fabricados, o que facilita a aplicacdo de dispositivos microfluidicos para
eletroforese (LI et al., 2006).

O Bioanalyzer 2100 (Figura 8A), equipamento fabricado pela Agilent
Technologies®, é o primeiro sistema comercial que utiliza microchips para separagao
eletroforética de DNA. Ele representa uma nova geragcao de equipamentos que
realiza separacdo de DNA baseados em microfluidica. O microchip fabricado em
vidro (Figura 8B) possui microcanais interconectados que séo preenchidos com a
solucao polimérica e corante para marcar fluorescentemente as moléculas de DNA
que sao posteriormente detectados através de um detector de Fluorescéncia
Induzida a Laser (LIF). Uma série de eletrodos independentemente conectados a
uma fonte de alimentagcao é utilizada para aplicar o potencial elétrico na etapa de
injecdo e na separacao das moléculas de DNA durante a eletroforese. Assim que

uma diferenga de potencial € aplicada, as moléculas de DNA de tamanhos diferentes
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sdo separadas de acordo com seu tamanho molecular e detectadas finalmente pelo
LIF. Os microchips sdo adquiridos nos kits vendidos pela empresa, que incluem
além dos microchips a matriz polimérica, o corante fluorescente, os marcadores de
tamanho de DNA para delimitar o inicio e o fim da eletroforese e o ladder (padrao
que contém uma série de DNA de tamanhos diferentes que servirdo de parametro
na comparagao do tamanho e concentragdo do DNA na amostra). O microchip
possui doze canais de separagao independentes, o que permite que doze amostras
de DNA sejam separadas e quantificadas simultaneamente em um intervalo de 30
minutos (PANARO et al., 2000).

(b)

Figura 8 — (a) Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies®); (b) Microchip de vidro (Agilent
Technologies®).

2.6. Bactérias

Bactérias sa&o micro-organismos unicelulares, procariontes, apresentam
tamanhos médios que variam de 1-10 um e podem ser encontradas na forma isolada
ou em coldnias. As bactérias podem viver na presenga de ar (aerébias), na auséncia
de ar (anaerdbias) ou ainda, serem anaerdbias facultativas. Sua classificagao
morfoldgica é feita de acordo com a forma e com o grau de agregacao das células
(JUNIOR et al., 1996; PEREIRA et al., 2002).

As bactérias ocupam uma variedade de nichos, desde aqueles que oferecem
condigbes otimas para os seres vivos, até ambientes de condi¢gdes extremas de
sobrevivéncia para algumas formas de vida. Sdo comumente encontradas em
ambientes ricos em nutrientes, em solos, lagos, oceanos, hospedeiros e outros
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organismos, mas também podem ser encontradas em ambientes extremos, como
em nascentes de aguas quentes, no gelo antartico e quildbmetros abaixo da
superficie da Terra (HORNER-DEVINE et al., 2003).

Técnicas baseadas em analises de DNA, permitem a deteccdo de espécies
nao-cultivaveis e uma visdo detalhada das comunidades de estudo de bactérias a
serem desenvolvidas. A mais comum destas técnicas usa sequéncias de genes
ribossomais como indicadores de diversidade bacteriana, entre outras sequéncias
de genes que também tém sido utilizadas, como as que codificam proteinas de
resisténcia bacteriana (HORNER-DEVINE et al., 2003; WINTZINGERODE et al.,
1997).

Desde a descoberta e primeiras utilizagbes dos antibiodticos, a resisténcia ja
se apresentava em alguns casos impactando no tratamento de doencgas infecciosas.
Atualmente, as bactérias resistentes a antibidticos sdo consideradas um dos
principais problemas para o tratamento de doencas em hospitais e clinicas
(WRIGHT, 2005).

Bactérias resistentes sdo as que reduzem ou eliminam os efeitos de um
antibidtico, e assim, garantem sua sobrevivéncia e multiplicagdo, continuando a
causar danos. A resisténcia de bactérias a antibiéticos pode ser caracterizada por
quatro principais mecanismos: (1) pelo bloqueio da entrada do antibi6tico na célula;
(2) pela produgao de enzimas inativadoras de antibiéticos, que atuam promovendo a
transferéncia de grupamentos quimicos descaracterizando a fungédo dos antibioticos;
(3) pela modificacdo da estrutura da célula alvo do antibidtico; (4) efluxo do
antibiotico, ou seja, expulsao do antibidtico pelas células (WRIGHT, 2005).

A importancia da biologia molecular para identificar a presenca de bactérias
resistentes vem crescendo a medida que as doencas infecciosas continuam a
desafiar com o aparecimento de novos agentes etiolégicos ou de um novo fendtipo
de resisténcia aos antimicrobianos usuais. Estudos comparando as técnicas
convencionais com as moleculares comprovam a rapidez e acuracia da PCR na
identificacdo de determinados perfis genéticos de expressdo de resisténcia
bacteriana. Desta forma, a saude publica pode dar um importante salto qualitativo
pelo uso de ferramentas poderosas desenvolvidas na ultima década com o emprego
de técnicas da biologia molecular. A caracterizagdo dos genes responsaveis pela

resisténcia, assim como sua localizagéo e diversidade sdo de grande importancia
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para o entendimento dos fatores envolvidos na resisténcia (REMUALDO et al.,
2007).

2.6.1. Azospirillum brasilense

As bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCPs) constituem um
grupo de micro-organismos benéficos as plantas devido a capacidade de colonizar a
superficie de raizes e tecidos internos das plantas (KLOEPPER et al., 1989). Estas
bactérias podem estimular o crescimento de plantas por meio da capacidade de
fixagdo biolégica de nitrogénio, pela produgdo de horménios como auxinas,
citocininas e giberilinas, pela solubilizagao de fosfato e por atuarem como agente de
controle biolégico de patégenos. O crescimento das plantas € beneficiado por estas
bactérias por meio da combinagcdo destes mecanismos (HUERGO et al., 2008;
CASSAN et al., 2008; TIEN et al., 1979; BOTTINI et al., 1989). As bactérias
diazotroficas mais estudadas como BPCPs associativas sdo as bactérias
pertencentes ao género Azospirillum (PORTUGAL et al., 2012).

O género Azospirillum abrange um grupo de bactérias promotoras de
crescimento de plantas encontrado em quase todos os lugares da terra. Hoje estao
descritas 14 espécies no género (HUERGO et al., 2008).

Existem varios trabalhos confirmando que o género Azospirillum produz
fitohormbnios que induzem o crescimento das raizes de diversas espécies de
plantas. Tien et al. (1979) verificaram que os componentes responsaveis pelo
estimulo do crescimento de raizes liberados por Azospirillum brasilense eram o
acido indol-acético (AlA), giberilinas e citocininas. A inoculagdo com Azospirillum
ocasionando maior desenvolvimento das raizes das plantas pode aumentar a
absorcdo de agua e minerais, resultando em uma planta vigorosa. O maior
crescimento radicular e melhor nutricdo das plantas também proporcionam maior
tolerancia a agentes patogénicos de plantas (BASHAN et al., 2004; CORREA et al.,
2008).

As bactérias do género Azospirillum estimulam o crescimento e a
produtividade de varias espécies de plantas de grande relevancia ecoldgica e
agronbmica (OKON et al., 1994, BASHAN et al., 2004). Okon et al. (1994)
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mostraram que em ensaios realizados e acompanhados durante 20 anos foram
obtidos, em 60 a 70% dos experimentos, aumentos estatisticamente significativos na
ordem de 5 a 30% na produtividade devido a inoculagao.

Um importante fator para o sucesso da inoculacdo com Azospirillum é a
selecdo de estirpe, pois mesmo que ainda ndo esteja claramente evidenciada a
especificidade entre plantas e bactérias, relatos mostram que existem afinidades
entre algumas plantas e bactérias (PENOT et al., 1992).

Muitos estudos abordam o isolamento e identificacdo de bactérias utilizando
meétodos tradicionais, como caracteristicas morfoldgicas e bioquimicas, porém o
estudo molecular, como PCR, vem tomando importancia pela sua eficacia na
determinacdo da diversidade observada no género Azospirillum. Esta técnica tem
permitido a identificacdo taxondmica e a identificagdo da ecologia deste género (XIA
etal., 1994).

2.6.2. Escherichia coli

A Escherichia coli € um bacilo de Gram negativo que pertence a familia
Enterobacteriaceae, anaerbbica facultativa e habita predominante o sistema
gastrintestinal dos seres humanos e de diversos animais. Esta espécie foi
identificada pela primeira vez, em 1885, pelo pediatra alemdo Theodor Escherich
(TODAR, 2002; RAMOS, 2002). As enterobactérias representam 80% ou mais de
todos os Gram negativos de importancia clinica isolados na rotina microbiolégica.
Muitas espécies de enterobactérias sao patogénicas para o homem causando varios
tipos de doencas.

Essas incluem doencas diarreicas, infecgcdes em feridas e queimaduras, infecgao no
trato urinario e respiratério, septicemia e meningite, sendo responsaveis por cerca
de 70% das infeccdes urinarias e 50% das septicemias (ANVISA, 2013).

A E. coli possui multiplos flagelos peritricos dispostos em volta da célula e
possui fimbrias que permitem a sua fixacdo ao tecido do hospedeiro, impedindo o
arrastamento pela urina ou diarreia (TOMA, 2004).

Dentro da familia Enterobacteriaceae, a E. coli € a espécie de maior

relevancia clinica, sendo o principal agente de infecgdes urinarias baixas (> 80%)
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devido a proximidade entre o trato gastrointestinal e trato urinario. Esta também
associada a pneumonias em ambiente hospitalar, septicemias, abcessos e a
gastroenterites (TUMBARELLO et al. 2008).

A espécie E. coli apresenta diversas resisténcias a fatores ambientais,
contaminando a agua e alimentos, tornando-se um indicador modelo de
contaminagao fecal (MADIGAN et al., 2000). Esta bactéria desempenha um papel
protetor do intestino contra infecgdes, pois compete com outras bactérias
patogénicas intestinais como, por exemplo, Shigella e Salmonella. As estirpes
patogénicas de E. coli apresentam comumente uma série de fatores de viruléncia
que, usualmente, ndo sdo encontrados em bactérias comensais (SAENZ, 2004).

Foram declaradas cinco classes de E. coli, que provocam doengas entéricas,
dependendo do tipo de fatores de viruléncia que estas possuem: as
enterotoxigénicas, as enteroinvasivas, as enterohemorragicas, as enteropatogénicas
e as enteroagregativas (TODAR, 2002; SAENZ, 2004).

Os diferentes nichos ecoldgicos em que a E. coli pode ser encontrada, como
a microflora entérica de humanos e animais, amostras ambientais como a agua e os
alimentos e, também, em ambientes clinicos, fazem com que esta espécie encontre
diversas situacdes de stress devido ao uso de antibidticos, o que |he proporciona a
selegcdo e disseminagao de genes que Ihes conferem a resisténcia a esses agentes
(SAENZ, 2004).

A E. coli € uma excelente bactéria para realizar estudos sobre o impacto do
uso de antibiéticos em humanos e animais. Este micro-organismo permite
monitorizar o nivel da resisténcia aos antibidticos e, desta forma, procurar
resolugdes contra o seu aumento (SAENZ, 2004). O estudo da resisténcia
antimicrobiana em E. coli permite obter informag¢des antecipadas sobre a sua
emergéncia em bactérias potencialmente patogénicas (SCHROEDER et al., 2004).

E importante mencionar que a E. coli possui uma capacidade eximia para
adquirir e transmitir genes de resisténcia, tal como no caso dos enterococos
(MARTEL et al., 2003).
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3.

3.1.

OBJETIVOS

Objetivos Gerais

Utilizar os microchips descartaveis de PT para realizar a extragdo de DNA e a

amplificacdo de longos segmentos de DNA através da PCR a partir dois tipos

diferentes de bactérias: uma bactéria de importancia ambiental (Azospirillum

brasilense) e outra bactéria de importancia clinica (Escherichia col).

3.2.

Objetivos Especificos

Avaliar a extragao dinamica de DNA em fase solida (dASPE) em microchip
de PT com particulas magnéticas de silica a partir das bactérias A.
brasilense AbV5 e E. coli BL21 em termos de:

= Eficiéncia de extracao;

= Perfil de eluigao;

= Concentracao das fracoes eluidas;

= Qualidade e pureza do DNA recuperado.

Avaliar a amplificacdo de longos segmentos de DNA de bactérias (A.
brasilense AbV5 e E. coli BL21) em microchip de PT por meio da PCR
mediada por aquecimento infravermelho em termos de:
= Estabilidade dos microchips de PT frente ao aquecimento
mediado por radiacéo IV para amplificacdo de longos segmentos
de DNA (1500 pb para A. brasilense e 1150 pb para E. coli);
= Passivacdo dinamica da superficie do microchip utilizando BSA
(albumina sérica bovina) e PEG (polietilenoglicol);
= Eficiéncia da PCR,;
= Tempo da reacdo comparado com a PCR convencional realizada

em tubos.
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4. METODOLOGIA

4.1. Material Biolégico

Foram utilizadas bactérias Azospirillum brasilense AbV5 fornecidas pelo
Laboratério de Bioquimica de Micro-organismos da Universidade Estadual de Goias
(UEG), UnUCET, Anapolis, GO e bactérias Escherichia coli BL21 transformada com
plasmideo pGEX-4T-3 (GE HEALTHCARE) que apresentam resisténcia a
antibidticos da classe dos B-lactamicos fornecidas pelo Laboratério de Biologia
Molecular do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Goias
(UFG), Campus Samambaia, Goiania, GO.

4.2. Antibiogramas

As bactérias E. coli BL21 foram primeiramente cultivadas em frascos de
penicilina no meio de cultura LB liquido e mantidas em agitacdo de 120 rpm por 24
horas a temperatura ambiente.

As placas de Petri para os antibiogramas foram preparadas com 20 mL do
meio de cultura para crescimento das bactérias.

Foram utilizados os antibioticos: acido nalidixico (Quinolonas), amoxicilina (8-
lactdmicos), amoxicilina + acido clavulanico (B-lactamicos), ampicilina + sulbactam
(B-lactamicos), aztreonam (B-lactdmicos) e ceftazidima (B-lactdmicos). Todos os
antibioticos utilizados foram da marca CEFAR®.

As culturas de células das bactérias foram diluidas em solugéo salina estéril
(NaCl 0,85%) até que se obteve uma turvagédo compativel com o grau 0,5 da escala
Mac Farland (1x108 UFC.mL™"). Para esta etapa foi utilizado um tubo aferido na
escala 0,5 de Mac Farland para comparacao (MDLC, 1983).

Foram aplicados 100 pyL da solugdo bacteriana no centro da placa de Petri
contendo o meio de cultura sdlido e, com o auxilio de um swab estéril, a solugao foi
espalhada de forma suave em todas as dire¢des da placa procurando abranger toda

a superficie.
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Utilizando uma pinga flambada e resfriada, os discos de antibidticos foram
colocados sobre a superficie do meio exercendo uma leve pressdo com a ponta da
pinga para uma boa adesao dos discos. As placas com os discos foram incubadas
em estufa bacteriolégica a 36 °C por 24 horas.

Com auxilio de uma régua, os didmetros dos halos inibitorios foram medidos e
analisados de acordo com a literatura que classifica as bactérias em resistentes,
intermediarias ou sensiveis (em anexo) aos antibidticos por meio do tamanho do
halo inibitério formado (CLSI, 2007).

4.3. Producao de dispositivos microfluidicos

As etapas do processo de microfabricacdo do microchip de PT utilizado para
extragdo dindmica em fase sdlida (dSPE) estdo representadas na Figura 9. Os
dispositivos para dSPE e amplificagdo por meio da PCR foram construidos do
mesmo modo, utilizando quatro filmes de poliéster, de forma a obter canais mais
profundos em cada microchip de PT. Segundo o método descrito por Duarte et al.
(2011) dois dos quatro filmes foram cobertos totalmente com trés camadas toner dos
dois lados do filme de poliéster com auxilio de uma impressora a laser. A geometria
dos canais foram desenhados com o auxilio do soffware CorelDraw 11.0 e
recortados com o auxilio de uma cortadora a laser de CO2 de 50W (VersalLaser 350,
Universal Laser Systems).

Os filmes que possuem toner e os microcanais recortados ficaram na parte
intermediaria dos microchips, enquanto que os filmes somente de poliéster ficaram
na base e no topo do microchip. No filme de poliéster do topo foram feitos dois furos
para os acessos de entrada e saida ao canal microfluidico (reservatoérios). Para
finalizar a construgdo do microchip, os filmes foram alinhados e laminados, em
laminadora comum de escritério, a 120 °C, formando assim a plataforma
microfluidica.

Cada filme de poliéster tem em média 100 um de espessura e cada camada
de toner depositada pela impressora a laser tem cerca de 6 uym, portanto, a
profundidade do canal no microchip com duas camadas intermediarias de poliéster-
toner foi de 272 pm. As dimensdes do canal recortado para o microchip utilizado na
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extragdo dindmica em fase solida foram 14 mm x 1,2 mm, produzindo um canal com
volume (14 mm x 1,2 mm x 272 pym) de 4 pL e para a PCR as cameras foram

construidas para uma capacidade de 2 uL cada.

Toner

(I) (1)

—> Filme de Poliéster

“Ls Toner

—> Filme de Poliéster

(111) (V) A Topo

-lr —  _  ———Furos de acesso

™~ Camadas d t
amadas de espacamento

Corte do — g
canal

Base

Figura 9 — Representagao das etapas do processo de microfabricacéo. (I) Filme de poliéster, (II) filme
de poliéster recoberto com toner nos dois lados, (lll) canal recortado com a cortadora a laser, (IV)
alinhamento e laminacdo das quatro camadas de poliéster (base, tampa com dois furos para acesso
aos reservatoérios e os dois filmes do meio com os canais recortados).

Fonte: Adaptado de Duarte et al. (2011)

4.4. Extracdo de DNA em escala convencional

Foi utilizado 1 mL da cultura bacteriana e centrifugado a 13.000 rpm durante 2
minutos. O sobrenadante foi eliminado e foram adicionados 600 uL de solugdo de
lise de DNA (50 pyM Tris pH 7,6; 20 mM de EDTA; 400 mM NaCl; 1% SDS) e
incubados por 10 minutos a 80 °C. Em seguida a amostra foi transferida para o
banho de gelo por 5 minutos e adicionado 3 puL de RNAse (24 ug.mL™") e incubada a
37 °C por 15 minutos. Foram adicionados 200 pyL de NaCl 5 mol.L-' na mistura que
foi homogeneizada por inversdo e a solugéo foi levada ao banho de gelo por 5
minutos. A solugéo foi centrifugada a 13.000 rpm por 3 minutos e o sobrenadante foi
transferido para um novo tubo ja contendo 600 uL de isopropanol P.A. a temperatura
ambiente e novamente levado ao banho de gelo por 10 minutos. A solugao foi
centrifugada a 13.000 rpm durante 15 minutos e o sobrenadante descartado, em

seguida ressuspendida em 600 uL de etanol 70% e centrifugada a 13.000 rpm por 2
26



minutos sendo o etanol descartado. O precipitado foi seco a temperatura ambiente
durante 24 horas, em seguida, ressuspendido em 30 pyL de agua ultrapura e

estocado a -20 °C para ser utilizado em analises posteriores.

4.5. Extracao dindmica de DNA em fase soélida (dASPE) em microchip de PT

Para preparar a amostra lisada de cada bactéria, foi utilizado 1 mL da cultura
bacteriana e centrifugado a 13.000 rpm durante 2 minutos. O sobrenadante foi
descartado e a lise celular foi realizada adicionando 5 pL de proteinase K (20 mg.mL"
) e 9 uL de hidrocloreto de guanidina (CHsN3.HCI) 8 mol.L-" pH 7,6 + 1% Triton X-
100 ao pellet de células bacterianas, fazendo um total de 20 uL. A solugéo foi
homogeneizada e incubada em banho maria a 56 °C por 10 minutos.

Dois microlitros da amostra lisada das células bactérias foram utilizados para
a extragdo de DNA em microchip. A Figura 10 representa as etapas da extragéo
dindmica de DNA em fase sélida realizada em microchip de PT. Para iniciar a
extragao, o canal do microchip foi preenchido com 4 uL de hidrocloreto de guanidina
(CHsN3.HCI) 8 mol/L pH 7,6 (1), seguido da adigdo de 1,5 yL de particulas
magnéticas de silica (MagneSil®) com o auxilio de um ima para prender as particulas
no interior do canal (2). Com o mesmo ima prendendo as particulas no interior do
canal, foram adicionados os 2 uL da amostra lisada (3).

Apos a adicdo da amostra, o microchip foi colocado em um agitador
magnético e as particulas magnéticas iniciaram o movimento devido a dois campos
magnéticos, um gerado pelo agitador e o outro pelo iméa posicionado acima do
microchip (4). Esta etapa € caracterizada pela adsorcédo do DNA na fase sélida, e a
agitacao foi mantida por 5 minutos.

Em seguida, foi feita a etapa de lavagem das particulas com adi¢géo de 6 pL (3
fragdes de 2 uL) de isopropanol 80%, agitou-se magneticamente por mais 1 minuto,
e as particulas foram lavadas novamente com mais 6 pL (3 fragdes de 2 pL) de
isopropanol 80% (5).

Apds a lavagem com o isopropanol, as particulas foram lavadas com o
tampao 0,1 x Tris-EDTA (TE) para garantir a retirada de todo isopropanol, o qual é

inibidor da PCR. Desta forma, foram coletadas 6 fragdes de 2 pL de tampdo 0,1 x TE
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sem agitagdo magnética (6). Antes de coletar a sétima fragado (primeira fragdo apos
o movimento das particulas na etapa de eluicdo do DNA), o microchip foi colocado
novamente no agitador magnético para agitar as particulas por 5 minutos, e entéo,
foi feita a coleta de 2 pL (7). Foram coletadas mais 9 fracbes de 2 uL intercaladas
com agitagdo magnética de 2 minutos, totalizando 16 fragdes coletadas, 6 antes da
agitacdo magnética das particulas (etapa de lavagem) e 10 apds a agitagcéo (etapa
de eluicdo do DNA) (8 € 9).

(1) Preenchimento do canal com (2) Adicao de 1,5 uL de o
Hidrocloreto de Guanidina 8M pH 7.6 particulas de siica magnética (3) Adicio de 2 ul de amostra
- -
] ;’ &
(4) Agitacdo por 5’ em (6) Lavagem do DNA com Tampdo 0,1X TE
agitador magnético (5) Lavagem com Isopropanol 80%  gem agtaciio das particulas magnéticas
v >
“ o L
(7) Agitacio por 2’ entre el It ’ _
cada fracio coletada (8) Eluicao com 2 ul de Tampao 0,1X TE (9) Coleta das fraches elidas

v. 4
=4 ]

Figura 10 — Etapas da extragdo dindmica em fase sélida de DNA em microchip de PT.

As fragdes foram armazenadas em diferentes tubos Eppendorf® e em cada
uma delas foram adicionados 18 uL de tampéao 0,1 x TE e realizado a quantificacao
do DNA extraido utilizando o NanoDrop® 2000 (Thermo Scientific). Com o valor total

do DNA recuperado calculou-se a eficiéncia de extracao.
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4.6. Amplificacao de DNA por meio da PCR em escala convencional

Na etapa de amplificagdo de DNA por meio da PCR foram utilizados os
primers Y1 (5- TGGCTCAGAACGAACGCTGG -3) e Y3 (5-
TACCTTGTTACGACTTCACCCCAGTC -3’) para a amplificagao do gene 16S rDNA
do material genético extraido da bactéria A. brasilense (CHUEIRE et al., 2003), e foi
utilizado para amplificagdo do gene codificador de resisténcia a antibidticos os
primers blatem forward (5- ACGCTCAGTGGAACGAAAAC -3’) e blatem reverse (5'-
TTCTTGAAGACGAAAGGGC -3’) do material genético extraido da bactéria E. coli
transformada com plasmideo pGEX-4T-3 (BELAAOUAJ et al., 1994). Os primers Y1
e Y3 amplificam uma regido do gene em que se obtém um amplicon com 1500 pares
de bases (pb) e com os primers para amplificagdo do gene blatem se obtém um
amplicon com 1150 pb.

A mistura reacional para amplificagdo do material genético da bactéria A.
brasilense foi preparada com a seguinte composi¢ao: 10 mM de tampao Tris pH 8,3,
50 mM de KCI; 2,4 mM de MgClz; 0,2 mM de dNTP’s; 0,3 uM de cada primer (Y1 e
Y3); 0,15 unidades/uL da Taq (Thermus aquaticus) DNA polimerase Invitrogen®;
0,24 mg.mL-! de albumina sérica bovina (BSA); 2,5% (v/v) de polietilenoglicol (PEG)
(MM = 200). Apds retirar uma aliquota para controle negativo, o DNA foi adicionado
na mistura gerando uma concentragao final de 4,2 ng.uL™".

A mistura reacional para amplificacdo do fragmento de 1150 pb do material
genético da bactéria E. coli em microchip de PT foi preparada de forma similar a
mistura reacional utilizada para a A. brasilense, com excecdao do DNA, que foi
adicionado na mistura gerando uma concentragao final de 4,6 ng.uL".

O protocolo de aquecimento utilizado para a amplificagdo do gene 16S rDNA
do material genético extraido da bactéria A. brasilense possui 0s seguintes
parametros: pré-desnaturagao (95 °C por 4 minutos); 30 ciclos de: desnaturagao (95
°C por 40 segundos), anelamento (62 °C por 40 segundos) e extenséo (72 °C por 1
minuto e 20 segundos); pés-extensao (72 °C por 10 minutos).

O protocolo de aquecimento utilizado para a amplificacdo do gene codificador
de resisténcia a antibioticos do material genético extraido da bactéria E. coli

resistente possui os seguintes parametros: pré-desnaturacao (94 °C por 3 minutos);
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30 ciclos de: desnaturacéo (94 °C por 1 minuto), anelamento (60 °C por 1 minuto) e
extensdo (72 °C por 1 minuto); pés-extensao (72 °C por 10 minutos).

As amplificacbes foram realizadas em termociclador (Biocycler®,
MJ96+/MJ96G) e os fragmentos amplificados foram detectados por eletroforese em

gel de agarose e no Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies®).

4.7. Amplificagdo de DNA em microchip de PT mediada por aquecimento

infravermelho (IV)

O sistema completo de amplificacdo (Figura 11) utilizando aquecimento
mediado por radiagdo infravermelho (IV) desenvolvido pelo grupo do Prof. James P.
Landers € um sistema de fabricagdo propria que dispde de um computador, uma
lampada de tungsténio, um mini circulador de ar, um mini termopar tipo T, um
conversor analdgico e uma fonte de alimentagéo.

i e computador

alimentacag

Conversor
analdgico

termopar

Lampada de
tungsténio

Figura 11 — Sistema completo de PCR com aquecimento IV.
Fonte: Duarte (2010)

O sistema de IV-PCR emprega o programa LabVIEW para coletar o sinal do

mini termopar tipo T (Figura 12A) que € inserido na camara de referéncia (Figura
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12B). O sinal é entdo transmitido ao conversor analégico do termopar e em seguida
amplificado 25 vezes e coletado por uma interface de controle de aquisicdo de
dados. Em resposta a mudanga de temperatura, a lampada de tungsténio e o mini
circulador de ar sao alternados e controlados pelo programa LabVIEW para

proporcionar o aquecimento e resfriamento da solucéao.

PCR
-

Referéncia

Figura 12 — (a) mini termopar tipo T; (b) microchip de PT utilizado em IV-PCR com o termopar
inserido na camara de referéncia.

Para realizar a PCR em microchip tanto para E. coli quanto para A.
brasilense, a camara reacional foi preenchida com a mistura da PCR preparada
como descrita anteriormente para termociclador (item 4.6.) e a camara de referéncia
preenchida com tampao 10 mM Tris/50mM KCI e em seguida, inseriu-se o termopar
na camara de referéncia. Apds o preenchimento das camaras, adicionou-se 6leo
mineral em todos os reservatorios para evitar a evaporagao da solugdo. Em seguida,
o microchip foi levado o sistema de aquecimento por radiagao IV (Figura 13A), o
termopar foi conectado ao conversor analégico e o programa LabVIEW foi utilizado
para controlar a poténcia da lampada de tungsténio (Figura 13B) para realizar os
ciclos de aquecimento da PCR nas seguintes condi¢des:

- A. brasilense: 95 °C por 240 segundos, 30 ciclos de (95 °C por 40 segundos,
62 °C por 40 segundos e 72 °C por 80 segundos) e extensao final a 72 °C por 10
minutos.

- E. coli: 94 °C por 180 segundos, 30 ciclos de (94 °C por 60 segundos, 60 °C
por 60 segundos e 72 °C por 60 segundos) e extenséo final a 72 °C por 10 minutos.

Apo6s o final da reagdo, o produto da PCR foi coletado e analisado no
Bioanalyser para detecgdo do produto amplificado. Controles positivos e negativos

foram realizados simultaneamente em termociclador de bancada.
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Figura 13 — (a) microchip posicionado no sistema de aquecimento por radiagao IV; (b) conversor
analégico com termopar conectado e sistema de aquecimento por radiagdo IV com lampada de
tungsténio em funcionamento.

4.8. Separacao de DNA por eletroforese

A eletroforese para analise do DNA obtido nas extracbes e a deteccédo dos
fragmentos amplificados pela PCR foi realizada de duas formas, em gel de agarose
e no Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies®).

A eletroforese em gel foi realizada utilizando agarose a 0,8% em tampao TBE
1X. O tampao de amostra (azul de bromofenol 0,25%, SDS 0,1%, Ficoll® 20% em
tampdo TE 1X) foi adicionado as amostras de DNA na propor¢ao de 5:3
(FSUDS:DNA) e em seguida aplicadas nos pogos do gel. O marcador de tamanho
molecular utilizado foi o 1kb DNA Ladder® (BIOLABS). A separagio eletroforética foi
realizada em tampao TBE 1X nas condi¢des de 90 V, 300 mA, 19 W e 40 minutos.

ApOs a separagao eletroforética o gel de agarose foi corado com brometo de
etidio (0,5 yg.mL™") por 20 minutos e lavado em agua destilada por 10 minutos. As
bandas de DNA foram visualizadas em transiluminador UV acoplado a um sistema
de fotodocumentagdo MultiDoc-it® (UVP).

Algumas separagdes de DNA foram realizadas no equipamento Bioanalyzer

2100. Este equipamento realiza a separagao dos fragmentos de DNA em microchips

32



comerciais de vidro. A deteccdo do DNA analisado € feita por Fluorescéncia
Induzida a Laser, gerando os eletroferogramas. Cada chip para analise de DNA
possui 12 pogos que podem ser utilizados para separagdes independentes (Figura
14A). Na Figura 14B temos o equipamento com o chip ja posicionado. A metodologia

de analise utilizada foi de acordo com o protocolo do fabricante (em anexo).

DMA Chip

Figura 14 — (a) microchip de eletroforese utilizado no Bioanalyzer; (b) Bioanalyzer com o microchip
posicionado para analise.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os microchips de PT foram utilizados com sucesso neste trabalho para
realizar a extracdo de DNA e a amplificacdo de longos segmentos de DNA através
da PCR a partir de dois tipos diferentes de bactérias: A. brasilense AbV5 e E. coli
BL21. Para esta ultima bactéria, a intengao foi amplificar um gene que caracteriza a
resisténcia da bactéria a antibidticos (blatem) para que futuramente possam ser
desenvolvidos métodos para deteccdo de bactérias resistentes a antibidticos em
microchips de PT. Para comprovar a resisténcia da bactéria E. coli aos antibioticos
da classe dos B-lactamicos foram realizados os antibiogramas que sao apresentados

a sequir.

5.1. Antibiogramas

Foram realizados os antibiogramas para avaliar a sensibilidade da bactéria E.
coli aos antibidticos: acido nalidixico, amoxicilina, amoxicilina + acido clavulanico,
ampicilina + sulbactam, aztreonam e ceftazidima. Os antibiéticos da classe dos (-
lactdmicos s&o o grupo de antibidticos mais utilizados em tratamentos de infecgdes,
e incluem a Penicilina e seus derivados, como Amoxicilina e Ampicilina
(GUIMARAES et al., 2010). A resisténcia da bactéria aos antibiéticos B-lactamicos
no antibiograma justificam a utilizagdo do primer que amplifica o gene blatem na
reagao de amplificagdo por PCR, uma vez que este gene possui uma sequéncia
codificadora de resisténcia comum em bactérias resistentes a antibidticos -
lactamicos.

O antibiograma apresentou, de acordo com os halos formados, resisténcia da
bactéria E. coli transformada com o plasmideo pGEX-4T-3 frente ao acido nalidixico
(0 mm), a amoxicilina (0 mm) e a ampicilina + sulbactam (0 mm), sensibilidade
intermediaria ao antibiético amoxicilina + acido clavulanico (14 mm), e sensibilidade

aos antibioticos aztreonam (46 mm) e ceftazidima (42 mm) (Figura 15).
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Ampicilina +

Acido Nalidixico Sulbactam

Amoxicilina + Amoxicilina Ceftazidima Aztreonam
Ac. Clavulanico

Figura 15 — Placas de Petri do teste de antibiograma com a bactéria E. coli transformada com o
plasmideo pGEX-4T-3.

Como esperado, os resultados dos antibiogramas indicaram que a bactéria E.
coli transformada com o plasmideo pGEX-4T-3 apresenta em seu gene uma
sequéncia de acidos nucleicos que caracteriza resisténcia a alguns antibiéticos da
classe dos B-lactédmicos, portanto, a utilizagao do primer que amplifica o gene blatem
na reacao de PCR representa uma boa escolha para a detec¢cao de bactérias que

apresentam resisténcia a esta classe de antibioticos.

5.2. Producgdao dos dispositivos microfluidicos de PT

Os materiais utilizados para a produg¢ao dos dispositivos microfluidicos de PT
foram somente transparéncia para impressao e toner, e os equipamentos utilizados
foram: impressora, cortadora a laser e laminadora. Uma grande vantagem deste
processo de fabricacdo é a possibilidade de desenvolver dispositivos microfluidicos
em menos de 10 minutos, além de ser um processo simples e de baixo custo tanto
em relagdo a matéria prima quanto aos equipamentos. O Unico equipamento caro &
a cortadora a laser, com custo em torno de R$ 10.000,00, porém é possivel fazer os

cortes dos canais com equipamentos mais baratos como uma ploter de corte, que
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custa em torno de R$ 500,00. A facilidade e rapidez para a fabricacdo dos
microchips de PT fazem com que esses dispositivos tenham grande potencial para
produgao em massa.

Foram fabricados dispositivos microfluidicos com quatro filmes de poliéster de
modo a produzir canais profundos. No caso da extragcdo de DNA, canais profundos
garantem maior liberdade de movimento das particulas magnéticas sob a agédo do
campo magneético e, consequentemente, melhor adsorgdo e dessorcao de DNA
durante a extragao. Dispositivos microfluidicos de PT fabricados com trés filmes de
poliéster apresentaram menor eficiéncia de extracdo comparada aos dispositivos
com quatro filmes de poliéster (DUARTE, 2010).

Para a amplificacdo de DNA em dispositivos microfluidicos de PT, também é
necessario que se trabalhe com canais profundos, para facilitar a insercédo do

termopar na camara de referéncia.

5.3. Extracao de DNA

A etapa de extragdo de DNA é uma etapa de grande importancia para as
analises genéticas, uma vez que a quantidade e a qualidade do DNA extraido tera
influéncia nas etapas posteriores, especialmente na PCR, onde componentes
celulares e extracelulares podem inibir a reacdo de PCR. Atualmente, existe a
grande necessidade de se obter técnicas baratas, rapidas e eficientes para obtencao
de DNA purificado, visto que técnicas de identificagdo e deteccao de patégenos por
PCR vém se popularizando cada vez mais. Neste sentido, a extracdo de DNA em
microchip surgiu como uma excelente alternativa aos métodos convencionais de
extracdo de DNA que sdo demorados, consomem grande quantidade de reagentes,
além de requererem muitas etapas de centrifugacao e transferéncias.

A extracao de DNA em microchip esta bem estabelecida para os dispositivos
de vidro, o qual ja demonstrou ser eficiente para extrair DNA de diferentes fontes
biolégicas, como sangue (BREADMORE et al., 2003), saliva (CHEN et al., 2007),
urina (BOOM et al., 1990) e liquido seminal (BIENVENUE et al., 2006).
Recentemente, os microchips descartaveis de PT surgiram como uma alternativa de

plataforma mais simples para extragdo de DNA (DUARTE, 2011). Duarte et al.
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(2010) demonstraram que os microchips de PT sdo capazes de extrair DNA a partir
de uma amostra de sangue com uma eficiéncia de 69,7% e que o DNA extraido
nesta plataforma pode ser amplificado, ou seja, tanto o toner quanto a transparéncia
sdo compativeis com todos os reagentes da PCR.

Neste trabalho, a extragdo de DNA a partir de células bacterianas foi realizada
pela primeira vez em microchip de PT por meio da extragdo dinamica em fase solida
(dSPE). A dSPE é similar a SPE convencional, porém a fase solida neste caso
encontra-se em constante movimento durante as etapas de adsor¢do de DNA na
fase sélida, lavagens e eluicdo de DNA. Desta maneira, além de ser mais simples,
uma vez que nao € necessario empacotar o canal microfluidico com a fase sdlida, o
movimento das particulas magnéticas de silica proporciona maior interagao das
moléculas de DNA com a fase sdlida, além de facilitar na etapa de dessorgéao.

Neste trabalho, avaliou-se a extracdo de DNA em microchip de PT a partir de
células bacterianas em relagao a eficiéncia de extragdo, concentracio das fracoes
eluidas, qualidade e pureza do DNA extraido na referida plataforma, a partir de dois

tipos diferentes de bactérias: Azospirillum brasilense AbV5 e Escherichia coli BL21.

5.3.1. Eficiéncia de Extragao e Perfil de Eluicao

Em relacdo a recuperagao do DNA, as extragcdes de DNA no microchip de PT
a partir das duas culturas bacterianas apresentaram alta eficiéncia de extracao:
74,6% para A. brasilense e 82,1% para E. coli partindo de 100 yL das culturas que
apresentavam 3,1x108 UFC.mL' e 4,7x108 UFC.mL"', respectivamente. As
eficiéncias das extracbes de DNA realizadas em microchip de PT foram superiores
as eficiéncias das extracdes de DNA realizadas convencionalmente em tubos a
partir de 1 mL das culturas bacterianas nas mesmas condi¢cbes. As extracdes
convencionais de DNA realizadas em tubos apresentaram eficiéncia de 64,1% para
A. brasilense e 61,7% para a cultura de E. coli. As eficiéncias de extragdo foram
determinadas ao se comparar a quantidade de DNA na amostra que se iniciou a
extracdo a quantidade de DNA obtido ao final da extragao.

Na extracao realizada em microchip, a etapa de eluicao foi feita coletando

fragdes de 2 pL a cada 2 minutos de agitagao das particulas magnéticas. Em relagéo
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ao perfil de eluigdo do DNA, boa parte do DNA recuperado (~32%) foi extraida nas
duas primeiras fragdes apos o inicio do movimento das particulas, e cerca de 50%
do total recuperado foram extraidos nas quatro primeiras fragdes apds o inicio do
movimento das particulas. As seis primeiras fragdes antes do inicio do movimento
das particulas magnéticas correspondem as etapas de lavagem para retirada das
proteinas e outros dejetos celulares. As Figuras 16A e 16B apresentam o perfil de
eluicdo de DNA extraido no microchip de PT para as bactérias A. brasilense e E.

coli, respectivamente.
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Figura 16 — Perfil de eluicao de DNA em microchip de PT a partir das bactérias (a) A. brasilense e (b)
E. coli.
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5.3.2. Concentragées de DNA nas fragcéoes eluidas

A extracdo de DNA em microchip apresentou fracdes altamente concentradas
de DNA comparadas ao processo convencional de extragdo, considerando as
primeiras fragdes coletadas apds o inicio do movimento das particulas magnéticas.
Para as duas primeiras fragcbes eluidas (4 pL) a concentracdo de DNA foi de 104
ng.uL"! para a extragdo de DNA a partir da bactéria A. brasilense e 78 ng.uL™"! para a
extracdo de DNA a partir da bactéria E. coli. Esses valores sdo bem superiores as
concentracdes de DNA obtidas a partir da extragdo convencional, que apresentaram
concentragdes de DNA de 41,8 ng.uL™" para A. brasilense e 46 ng.uL™" para E. coli. E
importante ressaltar que a concentracao de DNA nas fragdes eluidas no microchip
foi mais que o dobro (para a A. brasilense) do que no método convencional partindo
de uma quantidade de amostra dez vezes menor. Enquanto que no método
convencional partiu-se de 1 mL de cultura bacteriana, no microchip partiu-se de 100

ML de cultura bacteriana.

5.3.3. Avaliagao da qualidade e pureza do DNA extraido

Embora exista uma grande diversidade de técnicas de extragdo de DNA, a
maioria das técnicas apresenta uma necessidade comum: que o material genético
dos organismos em questdo tenha qualidade suficiente para que possa ser utilizado
em reagdes posteriores. Alguns autores (ALJANABI et al., 1997; PATERSON et al.,
1993) consideram avaliar a qualidade do DNA extraido submetendo o mesmo a
reacao de PCR. Se o DNA extraido for amplificado, considera-se que o mesmo
possui qualidade suficiente para ser submetido as analises subsequentes. Para
estimar a pureza das amostras de DNA é comum medir a absor¢cdo da amostra em
um espectrofotdbmetro nos comprimentos de onda de 260 nm (comprimento de onda
que é absorvido pelo DNA) e 280 nm (comprimento de onda que é absorvido pelas
proteinas). A razdo entre 260/280 nm ¢é utilizada para estimar a pureza do DNA
extraido. Uma amostra de DNA é considerada pura quando apresenta razao entre
1,8 e 2,0. Se esta razdo for menor do que estes valores possivelmente ha

contaminagao com proteinas, ou outros contaminantes que absorvem fortemente em
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280 nm. (LEHNINGER et al., 2004). Para tanto, foi utilizado o espectrémetro
NanoDrop® 2000 (Thermo Scientific) que é capaz de medir volumes pequenos como
2 uL de solugcado, sem a necessidade de cubetas ou outros porta-amostras, e
fornecer a concentragao de DNA na amostra, bem como sua pureza.

Primeiramente, para avaliar a qualidade do DNA nas fragdes eluidas durante
a extragdo em microchip foi realizada a eletroforese em gel referente as 16 fragdes
coletadas durante a extragdo de DNA da bactéria E. coli em microchip de PT (Figura
17). Pbde-se observar que em todas as fragdes eluidas em microchip o DNA
encontrava-se integro, ou seja, nao foi observado produtos de degradagéo ao longo

da eletroforese.

1 2 3 4 5 B T 3 9 M < A2 3 1 a6 iE
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Figura 17 — Gel de eletroforese mostrando as bandas referentes a extracdo de DNA da bactéria E.
coli em microchip de PT. Linha 1 — 1kb DNA Ladder; Linhas 2 a 17 — Dezesseis fra¢des coletadas.

Outro parametro utilizado para avaliar a qualidade do DNA extraido em
microchip de PT foi desenvolver a PCR nas fracbes eluidas na extracdo. Desta
forma, avaliou-se a qualidade do DNA extraido a partir da bactéria A. brasilense no
microchip de PT por meio da amplificagcdo do fragmento de 1500 pb, provenientes
das cinco primeiras fracdes de DNA eluidas no microchip de PT. A PCR neste caso
foi desenvolvida em termociclador de bancada. O DNA extraido em microchip de PT
mostrou ser um DNA de qualidade, uma vez que pode ser amplificado. O gel de
eletroforese, contendo as bandas referentes a amplificacdo do fragmento de 1500
pb, provenientes de cinco primeiras fragcdes coletadas apds agitagao das particulas
magnéticas durante a extracdo de DNA em microchip de PT, esta representado na
Figura 18.
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Figura 18 — Gel de eletroforese mostrando as bandas referentes a amplificacdo do fragmento de
1500 pb do DNA extraido da bactéria A. brasilense em microchip de PT. Linha 1 — 1kb DNA Ladder;
Linha 2 — Controle negativo de amplificagao; Linhas 3 a 7— Cinco fragdes coletadas.

A qualidade do DNA extraido no microchip de PT da bactéria E.coli também
foi avaliada por meio da amplificacdo em termociclador do fragmento de 1150 pb. O
DNA extraido em microchip de PT mostrou ser um DNA de qualidade, podendo ser
amplificado. A Figura 19 mostra a foto de um gel de eletroforese contendo cinco
bandas referentes a amplificacdo do fragmento de 1150 pb provenientes de cinco
primeiras fragdes coletadas apods agitacdo das particulas magnéticas durante a

extragdo de DNA em microchip de PT.
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Figura 19 — Gel de eletroforese mostrando as bandas referentes a amplificacdo do fragmento de
1150 pb do DNA extraido da bactéria E. coli em microchip de PT. Linha 1 — 1kb DNA Ladder; Linhas
2 a 6 — Cinco fragbes coletadas; Linha 7 — Controle negativo de amplificagao.
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Em relagdo a pureza do DNA extraido em microchip de PT, a Tabela 1
apresenta os valores da razdo A260/280 nm para as extracbes de DNA em
microchip de PT a partir da bactéria A. brasilense e E. coli. A Tabela apresenta as
razdes A260/280 nm somente para as fragdes eluidas apds o inicio do movimento
das particulas magnéticas na etapa de eluicdo, pois estas s&o as fragbes que
efetivamente sdo coletadas e possuem o DNA purificado na etapa de extracdo.
Considerando as cinco primeiras fragdes, que sao as fragdes mais concentradas de
DNA, os valores de A260/280 nm ficaram entre 1,51-1,81. Embora algumas fracoes
tenham apresentado valores menores que 1,8, os valores obtidos foram similares a
outros métodos de extracdo de DNA (ARRIEL et al.,, 2002; ROSA, 2008). Para a
extracdo convencional de DNA realizada neste trabalho, os valores da razao
A260/280 nm foram de 1,72 para A. brasilense e 1,83 para E. coli.

Tabela 1 — Valores da razdo A260/280 nm para a extragcdo de DNA em microchip de PT a partir das
culturas das bactérias A. brasilense e E. coli.

Fracao apds o inicio do A260/280 nm
movimento das particulas A. brasilense AbV5 | E. coli BL21
1 1,56 1,81
2 1,63 1,51
3 1,53 1,53
4 1,65 1,53
5 1,75 1,56
6 1,82 1,42
7 1,73 1,36
8 1,50 1,11
9 1,56 1,25
10 1,54 1,38

A Tabela 2 compara os resultados da extracdo de DNA das bactérias A.
brasilense e E. coli. obtidos em microchip de PT com os resultados obtidos pelo

método de extracdo convencional.
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Tabela 2 — Comparagéo entre resultados obtidos em microchip e método convencional em relagéo a
extracao de DNA.

Parametros avaliados na Microchip de PT Convencional
extracao A. brasilense E. coli A. brasilense E. coli
Eficiéncia de extragao (%) 74,6 82,1 64,1 61,7

Concentragédo de DNA nas
104,0+0,24* 78,0+0,08* 41,8+0,33 46,0+0,41
fracdes eluidas (ng.uL")

A260/280 nm 1,60+0,04* 1,66+0,15* 1,72+0,16 1,83+0,02

Produto de amplificagao
pela PCR a partir do DNA
] 1500 pb 1150 pb 1500 pb 1150 pb
extraido por cada um dos

métodos

*Considerando as duas primeiras fragbes (4 pL) apos o inicio da eluigao

5.4. Amplificacdo de DNA através da PCR mediada por aquecimento IV (IV-
PCR) em microchip de PT

Com os avangos e estudos de novas técnicas moleculares voltadas a
deteccéo, identificagdo ou caracterizagdo microbiologica, a tipagem molecular tem
se difundindo amplamente e assim, metodologias baseadas em PCR para
amplificagdo de DNA alvo foram desenvolvidas com sucesso, conduzindo uma
revolugdo nas técnicas de diagnostico laboratorial. Na grande maioria dos
laboratérios, a PCR é conduzida tradicionalmente em tubos plasticos, utiliza volumes
meédios entre 20 uL e 50 pL e é realizada em termocicladores de bancada.

Este trabalho realiza a PCR em uma plataforma simples, descartavel e de
baixo custo. Enquanto os microchips de vidro necessitam de muita instrumentacao
para sua producao, os dispositivos de PT sao fabricados com equipamentos simples
e baratos, além de serem fabricados em poucos minutos (~10 minutos). Além disso,
esse trabalho demonstra que os dispositivos de PT sao compativeis com
aquecimento mediado por radiacao IV, o que proporciona redugao no tempo total da
reagao e facilita no futuro processo de integragdo da PCR com as outras etapas

analiticas.

43



5.4.1. Perfil dos ciclos de aquecimento mediado por radiagcao IV na PCR

realizada em microchip de PT

O aquecimento sem contato da solugao foi realizado no microchip através da
radiacao IV que provoca a excitagao vibracional das moléculas de agua, por
consequéncia aquecendo a solugao. A maior vantagem deste tipo de aquecimento é
que a solucao é aquecida sem a necessidade de aquecer o recipiente em que se
encontra. Desta forma, o aquecimento e o resfriamento da solugdo ocorrem mais
rapidamente. Uma vez que o filme de transparéncia ndo absorve significantemente a
radiacao IV, a maior parte da radiacao eletromagnética é transmitida através da
camara da PCR e seletivamente aquece a solugdo. Em contraste, o toner preto
absorve significantemente a radiacao IV, tornando-se um problema quando o chip de
PT é colocado no sistema IV-PCR. Para solucionar este problema, uma mascara de
papel aluminio foi utilizada para recobrir a parte do chip que é recoberta com toner,
deixando apenas a camara reacional e a camara de referéncia expostas a radiagao
IV. O uso da mascara de papel aluminio permitiu o aquecimento uniforme da
solugdo e que a temperatura desejada fosse atingida sem que houvesse um
superaquecimento causado pela absor¢cdo da radiacao IV pelo toner. Desta forma,
foi possivel obter ciclos de aquecimentos com temperaturas razoavelmente estaveis
em cada um dos patamares. Na Figura 20 esta representado o perfil dos ciclos de
aquecimento gerados na amplificacdo do fragmento de 1500 pb da bactéria A.

brasilense.
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Figura 20 — Perfil dos ciclos de aquecimento para a IV-PCR realizada nos microchips de PT (a) para
o fragmentos de 1500 pb da bactéria A. brasilense e (b) para o fragmento de 1150 pb da bactéria E.
coli.

A taxa média de aquecimento de 10,1 + 0.7 °C/s e de resfriamento de 12,1
0.9 °C/s apresentada pelos microchips de PT foram similares as taxas apresentadas
pelos microchips de vidro e poliméricos (GIORDANO et al., 2001; LOUNSBURY et
al., 2013) demonstrando assim que é possivel ciclos de aquecimentos mais rapidos
em comparacao a PCR convencional realizada em tubos, que apresenta uma taxa
de aquecimento de 0,9 °C/s e uma taxa de resfriamento de 3,9 °C/s. A variacédo da
temperatura observada em cada uma das temperaturas do ciclo de aquecimento foi
em média de 1,2 °C, o que representa uma estabilidade razoavel da temperatura

para a realizacao da PCR.

5.4.2. Passivagao dinamica da superficie

A razao area/volume da camara reacional no microchip utilizado neste
trabalho € de 9 mm?2.uL-' sendo que 95% dessa area é composta apenas pelo filme
de poliéster. Em contraste, a razado area/volume em um tubo plastico de 25 uL é de
1,6 mm2.uL". A elevada raz&o area/volume da camara reacional no microchip pode

provocar uma adsor¢ao indesejada da enzima Taq polimerase na superficie da
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camara, e desta forma a PCR pode nao ocorrer devido a menor quantidade de
enzima disponivel. Desta forma, a passivacdo da superficie para a realizagdo da
PCR é essencial no microchip, ndo s6 para o chip de PT, mas também para
dispositivos fabricados em outros materiais (ROPER et al., 2007). Para minimizar o
efeito da adsorcdo da enzima na superficie da camara reacional e consequente
inibicdo da PCR, este trabalho utilizou a facilidade do recobrimento dindmico da
superficie, o que dispensa uma etapa adicional de passivagao. Alguns trabalhos
demonstram que a adigdo de BSA (albumina sérica bovina) e PEG (polietileno glicol)
na mistura reacional da PCR reduz a adsorgdo da enzima na superficie, uma vez
que estas substancias preferencialmente se ligam a parede da cadmara, prevenindo
que a maior parte da enzima seja aderida na superficie da camara, provocando uma
melhoria da biocompatibilidade da PCR para esse tipo de dispositivo e melhorando a
eficiéncia da PCR (DUARTE, 2010; GIORDANO et al., 2001). Para os microchips de
PT a PCR nao funcionou sem adigao desses dois reagentes, porém a sua adigao foi

suficiente para permitir que a PCR apresentasse uma eficiéncia razoavel.

5.4.3. Amplificagao dos fragmentos de 1150 pb e 1500 pb a partir das bactérias

Azospirillum brasilense AbV5 e Escherichia coli BL21 respectivamente

A PCR realizada em microchips de PT havia sido demonstrada anteriormente
apenas para o bacteriofago lambda, sendo amplificado o fragmento de 520 pb.
(DUARTE et al., 2011). Este trabalho demonstra pela primeira vez a amplificacdo de
longos segmentos de DNA (1150 pb e 1500 pb) provenientes de bactérias, em
microchips de PT.

O principal requisito para PCR é claro: criar um numero adequado de copias
de uma sequéncia especifica que possa se detectado na etapa de separacao
através da eletroforese. A PCR de DNA de bactérias alcangou seu objetivo como
pode ser visto nas Figuras 21 e 22, pois apresentou um pico do produto amplificado
facilmente detectavel na eletroforese.

A Figura 21 mostra a amplificacdo do fragmento de 1500 pb a partir do DNA
da bactéria A. brasilense e a Figura 22 mostra a amplificagdo do fragmento de 1150
pb a partir do DNA da bactéria E. coli. A partir da concentracdo de DNA para cada
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um dos picos obtida pelo eletroferograma (2,4 nmol.L"

e 1,50 nmol.L",

respectivamente) foi possivel calcular a eficiéncia da PCR no microchip de PT.
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Figura 21 — (a) Eletroferograma mostrando a amplificagdo do fragmento de 1500 pb da bactéria A.
brasilense em microchip de PT, (b) controle positivo em termociclador e (c) controle negativo em

termociclador.
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Figura 22 — (a) Eletroferograma mostrando a amplificagdo do fragmento de 1150 pb da bactéria E.
coli em microchip de PT, (b) controle positivo em termociclador e (c) controle negativo em

termociclador.
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Com o valor da concentracdo de DNA para cada fragmento obtido ao final da
PCR, calculou-se o numero de cépias de DNA obtidas ao final da reagdo. Sabendo-
se o numero de copias iniciais de DNA (calculado a partir da massa de DNA inserida
na mistura reacional da PCR e da massa molar do DNA de cada bactéria) foi

possivel calcular a eficiéncia da PCR através da seguinte formula:

Cr=Co(1+e)t (CHEN et al., 2007)

onde, Ct é o numero de cépias ao final da PCR, Co € o numero de cdpias iniciais, e
€ a eficiéncia da PCR e Ct € o numero de ciclos de aquecimento da PCR. A Tabela 3
mostra os numeros de copias iniciais e final e a eficiéncia da PCR no microchip para

ambas as bactérias.

Tabela 3 — Numero de copias iniciais e apés a PCR para os fragmentos de DNA amplificados a partir
das bactérias A. brasilense e E. coli e eficiéncia da PCR em microchip de PT.

_ N de copias inicial | N2 de cépias de DNA .
Bactéria . Eficiéncia da PCR (%)
de DNA ao final da PCR
A. brasilense AbV5 1,60x10° 2,89x10° 28,39
E. coli BL21 1,26x10° 1,80x10° 27,41

Uma eficiéncia da PCR de aproximadamente 28% foi encontrada para ambos
os fragmentos de DNA amplificados em microchip para um programa de 30 ciclos de
aquecimento. Os valores de eficiéncia da PCR encontrados nos microchips de PT
representam ~77% da eficiéncia da PCR realizada convencionalmente em tubo
(37%) para o fragmento de 1500 pb da bactéria A. brasilense e ~83% da eficiéncia
da PCR realizada em tubo (~33%) para o fragmento de 1150 pb da bactéria E. coli.

Em relagéo ao tempo da PCR em microchip, a amplificacdo do fragmento de
1500 pb da bactéria A. brasilense representou uma reducédo de 30% no tempo em
relacdo ao método convencional realizado em termociclador de bancada, enquanto
que para o fragmento de 1150 pb da E. coli a economia de tempo foi de 25% em
relacdo ao método convencional. O tempo de extensao utilizado nestas reacdes de
amplificagdo foi significantemente longo (ver Metodologia) devido ao comprimento
do amplicon e a limitagao da velocidade de sintese da Taq polimerase convencional

utilizada neste trabalho. O tempo de extensédo pode ser potencialmente reduzido em
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trabalhos futuros se for utilizada uma enzima com uma alta velocidade de sintese.
Entretanto, o sucesso do uso do dispositivo de PT para PCR com longos tempos de
duracdo sugere uma boa estabilidade/tolerancia do dispositivo para ciclos de
aquecimento com radiagéo IV.

A amplificagdo destes dois fragmentos de DNA (1150 e 1500 pb) em
microchips de PT demonstram a potencialidade que a técnica tem para o
desenvolvimento de metodologias tanto para deteccdo de bactérias de importancia

clinica (E. coli) quanto para detecgéo de bactérias ambientais (A. brasilense).
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6. CONCLUSAO

As diversas vantagens da microfluidica, como tempo reduzido das analises,
utilizacado de pequenos volumes de reagentes e amostra, e possibilidade de executar
as analises em locais remotos sao fatores que justificam a crescente busca por
sistemas microfluidicos nos ultimos anos. Neste sentido, a fabricagdo de microchips
de PT demonstrou ser uma excelente alternativa para aplicagcbes em preparo de
amostra para analises genéticas em microescala a partir de células bacterianas, pois
se trata de um processo simples e de baixo custo.

A extracao dindmica de DNA em fase sdlida em microchip de PT mostrou ser
um meétodo rapido (~20 minutos) e eficiente (mais de 75% de recuperagao) para a
purificacdo de DNA de bactérias. As eficiéncias de extracdo de DNA de bactérias em
microchip foram superiores as encontradas no método de extracdo convencional. As
particulas de silica magnética utilizadas na dSPE possuem grande afinidade a
acidos nucleicos e, o fato de serem manipuladas por um campo magnético,
aumentam suas interagées com a amostra e facilitam a dessor¢ao do DNA na etapa
de eluicdo. Esses fatores justificam a alta eficiéncia de extragdo obtidas neste
trabalho.

As fragdes coletadas na extracdo de DNA se mostraram altamente
concentradas, pois foram recuperados nas trés primeiras fracbes apds agitagao das
particulas magnéticas cerca de 40% de todo o DNA contido nas amostras das
bactérias Azospirillum brasilense AbV5 e Escherichia coli BL21. O DNA extraido em
microchip de PT demonstrou ser um DNA com pureza adequada podendo ser
amplificado em uma etapa subsequente através da reacao da PCR.

O microchip de PT demonstrou ser capaz de amplificar longos segmentos de
DNA com aquecimento mediado por radiagdo IV, com volume reduzido (2 ulL),
economia de tempo (25% a 30% menos tempo em relagdo ao método convencional)
e uma eficiéncia de reagcdo que corresponde a cerca de 75% do método
convencional a partir de DNA de bactérias.

As etapas realizadas até o presente momento (extracdo e amplificagao de
DNA) em microchip de PT mostraram pela primeira vez o sucesso do uso destes

dispositivos para analises de DNA de bactérias. Os resultados demonstram o grande
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potencial dos microchips de PT em dire¢cao a obtencao de um dispositivo descartavel

de PT totalmente integrado para detecgao e identificagdo de bactérias.
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS

A continuagao do trabalho visa melhorar a qualidade dos resultados ja obtidos

e concluir as etapas que ainda faltam para a obtencdo de um dispositivo de PT

totalmente integrado para deteccdo e identificacdo de bactérias através da

identificacdo de genes especificos.

Para tanto, as proximas etapas envolvem:

Reducéao do tempo da PCR de longos segmentos de DNA no microchip de
PT utilizando uma enzima com maior velocidade de extensao, como por
exemplo, a SpeedSTAR™ DNA polimerase que é uma enzima capaz de
realizar a extenséo da fita de DNA a uma velocidade de 10 segundos/Kb,
em contrapartida a Tag DNA polimerase que possui uma velocidade de
extensdo da fita de DNA de 60 segundo/Kb;

Realizacdo da separagao/identificacdgo de DNA em dispositivo
microfluidico de PT com detecg¢ao de Fluorescéncia Induzida a laser;
Integracdo das etapas de extragéo, amplificagdo por IV-PCR e separagao
de DNA de modo a obter um dispositivo microfluidico totalmente integrado
para detecgdo de genes de bactérias, com capacidade de “sample-in-
answer-out’;

Desenvolvimento de metodologias para detecgao de bactérias resistentes

a antibidticos em microchip de PT totalmente integrado.
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9. ANEXO

9.1. Preparo dos meios de cultura

e Meio DYGS (NETO et al., 1986)
Glicose
Acido malico
Peptona bacterioldgica
Extrato de levedura
K2HPO4
MgS04.7H20
Acido glutamico
Agar (somente meio sélido)
Ajustar pH para 6,8

Completar com agua ultrapura

e Meio LB (SAMBROOK et al., 1989)

Triptona

Extrato de levedura

NaCl

Agar (somente meio sélido)
Ajustar pH para 7,5

Completar com agua ultrapura

9.2. Preparo das solugées

2,0 g.L"
2,0 g.L"
1,5 g.L"
2,0g.L"
0,5¢g.L"
0,5¢g.L"
1,5 g.L"
15,0 g.L"!

10,0 g.L"
5,0 g.L"
5,0 g.L"
15,0 g.L-"

e Tampéo Tris-EDTA (TE) 10X pH 8,0

Tris base
EDTA
Ajustar pH para 8,0

Completar com agua ultrapura

12,0 g.L"
3,4g.L"’
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9.3.

e Hidrocloreto de Guanidina 8M pH 7,6
Hidrocloreto de Guanidina 764,0 g.L"
Ajustar pH para 7,6

Completar com agua ultrapura

Classificagcdo dos antibiéticos quanto aos halos de inibigcao

Tabela 4 — Classificagdo dos antibidticos utilizados no antibiograma quanto aos seus respectivos
valores de halos de inibigéo.

Halos de inibicao (mm)

Antibiético
Resistente  Intermediario Sensivel
Acido Nalidixico (30 pg) <13 14-18 >19
Amoxicilina (10 pg) <13 14-16 217
Amoxicilina + Acido Clavulanico (20/10 pg) <13 14-17 >18
Ampicilina + Sulbactam (10/10 pg) <11 12-14 215
Aztreonam (30 pg) <15 16-21 222
Ceftazidima (30 pg) <14 15-17 >18

Fonte: CLSI (2007)

9.4.

Protocolo de separagcdao de DNA em Bioanalyzer

e Preparo da mistura gel-corante (Agilent, 2006):
a) Deixar o corante concentrado e a matriz de gel de DNA atingir
temperatura ambiente por 30 minutos;
b) Agitar em vértex e adicionar 25 pyL do corante concentrado ao frasco
da matriz de gel de DNA,;
c) Agitar em vértex e transferir a solugéo para o frasco com filtro;
d) Centrifugar a 1500 g + 20% por 10 minutos. Proteger a solugao da luz
e estocar a 4 °C.
e Preenchimento do chip com a mistura gel-corante (Agilent, 2006):
a) Deixar a mistura gel-corante atingir temperatura ambiente por 30
minutos antes de usar;

b) Colocar um novo chip de DNA no suporte contendo a seringa;
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Pipetar 9 uL da mistura gel-corante para o pogo marcado com G;
Certificar que o émbolo da seringa esta posicionado na marca de 1 mL
e, em seguida, fechar o suporte com o chip ja posicionado;

Pressionar o @mbolo até que este pare devido a trava do suporte;
Esperar por exatamente 30 segundos e liberar a trava do émbolo;
Esperar por 5 segundos. Vagarosamente volte o émbolo para a
posigao de 1 mL;

Abrir o suporte e pipetar 9 yL da mistura gel-corante para os dois

pocos marcados com G.

Preenchimento do chip com os marcadores (Agilent, 2006):

a)

Pipetar 5 pL do marcador para todos os 12 pocos de amostra e para o

pocgo do /adder. Nao deixar nenhum pogo vazio.

Preenchimento do chip com o Ladder e com as amostras (Agilent, 2006):

a)
b)

Pipetar 1 uL do ladder DNA para o poco referente ao ladder;

Pipetar 1 yL da amostra para cada um dos pog¢os que serao utilizados,
para 0S pog¢os que nao serao utilizados pipetar 1 pL de agua
deionizada;

Colocar o chip horizontalmente no vortex especifico que acompanha o
equipamento e agitar por 1 minuto a uma velocidade de 2400 rpm;

Posicionar o microchip no Bioanalyzer 2100 e iniciar a separacgao.
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