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A toxoplasmose é uma zoonose de relevancia global causada pelo protozoario
Toxoplasma gondii, cuja principal fonte de infeccdo humana é o contato com
oocistos eliminados nas fezes de gatos, os principais hospedeiros do parasita.
A resisténcia de oocistos no ambiente e a dificuldade para a obtencao eficaz do
material genético tornam o estudo e diagndstico laboratorial mais desafiadores.
Dessa forma, considerando a importancia do desenvolvimento de métodos
eficazes na extragdo de DNA, este trabalho teve como objetivo comparar
diferentes protocolos de preparagao e extragdo de DNA de oocistos de T. gondii,
avaliando o desempenho de trés métodos: Extragdo com SDS (dodecil sulfato
de sdédio) a 20%, com e sem tratamento com Proteinase K, e dois Kkits
comerciais: PureLink PCR Purtion (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) e HiPurA®
Stool DNA Purification Kit (Maharashtra, India). Foram utilizadas amostras com
oocistos previamente sonicados e nao sonicados. Inicialmente, os oocistos
foram descongelados e divididos em duas aliquotas, com e sem sonicagao,



sendo entdo preparados para a aplicagdo de trés protocolos de extragéo: (1)
extracdo com SDS a 20%, com e sem Proteinase K, incubagéo a 65 °C, adicao
de cloroférmio, precipitacdo com etanol absoluto e ressuspensdo do DNA em
tampao TE; (2) extragdo com o kit comercial PureLink Purificatin, seguindo o
protocolo do fabricante; (3) extracdo com o kit DNA HiPurA, que incluiu
ressuspensao inicial, lise com Proteinase K, também conforme recomendacdes
do fabricante. Apds a extracédo, as amostras foram submetidas a PCR (reacéo
em cadeia da polimerase) utilizando os primers B22 e B23, com controle
positivo e negativo. A amplificagdo ocorreu por meio de ciclos de desnaturagao,
anelamento e extensdo, e os produtos obtidos foram visualizados por
eletroforese em gel de agarose corado com brometo de etidio. Os resultados
indicaram que nenhuma das amostras extraidas com SDS 20%, mesmo
tratadas com Proteinase K e independentemente da sonicagdo, apresentou
bandas visiveis de DNA amplificado. No entanto, todas as amostras extraidas
pelos kits comerciais PureLink e HiPurA apresentaram amplificagcdo positiva,
tanto para oocistos sonicados quanto nao sonicados, revelando que a
sonicagao nao interferiu na eficiéncia da extragdo quando esses kits foram
utilizados. Conclui-se, portanto, que os kits comerciais sdo mais eficazes na
extracdo de DNA de oocistos de T. gondii e que a etapa de sonicagao nao
interfere na qualidade do material genético extraido. Este estudo contribui para
a padronizagdo de meétodos laboratoriais mais eficientes para diagnédstico e
pesquisas envolvendo toxoplasmose, estando alinhado com o Objetivo de
Desenvolvimento Sustentavel 3 da ONU (Saude e Bem-estar) ao colaborar
com o avang¢o do conhecimento cientifico sobre uma zoonose de relevancia
global.
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