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Introdução 

 

O Staphylococus aureus é considerado um dos grandes causadores de várias doenças associadas às 

infecções de pele, mucosa e ainda do trato urinário, em razão disso, este trabalho tem o intuito de 

padronizar uma técnica para a extração de DNA dessa bactéria. A partir disso busca-se uma 

adaptação de protocolos com métodos in house, utilizando amostras de urina, para melhor detecção 

do DNA durante a extração dessa bactéria que se classifica como gram-positiva. Considerando as 

dificuldades dessa padronização como tais os inibidores de reação que podem ser produtos da urina 

ou até mesmo algum fator do protocolo. Com a padronização dum protocolo para extração dessa 

bactéria especificamente em amostras de urina facilita o melhor diagnóstico de doenças causadas 

através dessa bactéria. 

Metodologia 

Para detectar Staphylococcus aureus será padronizado um  método de extração de DNA in house 

diretamente de amostras de urina, onde serão seguidas várias etapas até a obtenção de um DNA 

purificado e livre de inibidores para PCR, sem a utilização de etapas de cultura bacteriana. 

 

As amostras de urina a serem analisadas serão contaminadas em diferentes concentrações de acordo 

com a escala McFarland. Serão utilizadas as concentrações de 108, 107 ,  106 , 105 , 104 , 103 , 102 

, 10¹ unidades formadoras de colônias (UFC)/mL para conhecer o intervalo de detecção por PCR 

convencional do DNA de Staphylococcus aureus neste protocolo. A PCR convencional será 

revelada por eletroforese em gel de agarose. 
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O protocolo de extração de DNA para esta bactéria consiste em centrifugar 1 mL de urina em um 

eppendorf a 10.000xg por 10 minutos, descartar o sobrenadante por inversão, lavar com tampão 

fosfato salino, adicionar 1 mL do tampão de extração (100mM Tris-HCl pH 8, 100mM EDTA pH 

8, 1,5M de NaCl, 40µg/mL de proteinase K), misturar por inversão durante 10 minutos, adicionar 

100µL de SDS 20%, incubar a 65&#8304;C por 1 hora, centrifugar a 6.000xg por 10 minutos, 

transferir o sobrenadante para um novo eppendorf contendo metade do volume de polietileno glicol 

30% e cloreto de sódio 1,6M, incubar a temperatura ambiente por 2 horas, centrifugar a 10.000xg 

por 20 minutos, ressuspender o pellet em 200µL de tampão TE (10mM Tris-HCl, 1mM EDTA 

sódico pH 8), adicionar acetato de potássio (7,5M) para uma concentração final de 0,5M, transferir 

as amostras para o gelo por 5 minutos, centrifugar a 16.000xg por 30 minutos a 4&#8304;C, extrair 

a fase aquosa com fenol/clorofórmio e clorofórmio/álcool isoamílico, precipitar o DNA com a 

adição de 0,6 volume de isopropanol, incubar por 2 horas em temperatura ambiente, centrifugar a 

16.000xg por 30 minutos, ressuspender com tampão TE e armazenar as amostras a -20&#8304;C. 

 

 
Placa da bactéria cultivava Staphylococcus aureus. 
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Contaminação da urina com a bactéria Staphylococcus aureus. 

 

 

Resultados e Discussões  

 

O Staphylococcus aureus ou Estafilococos aureus, em português, é uma bactéria esférica, do grupo 

dos cocos gram positivos, pertencente a família Staphylococcaceae,  

 

é uma das bactérias  mais comuns na prática clínica uma vez que costuma colonizar a pele de até 

15% dos seres humanos. Chamamos de colonização quando uma bactéria se adere a uma tecido e 

começa a multiplicar-se, criando literalmente colônias. A colonização não significa que haja 

infecção e não é necessariamente uma coisa ruim. (PINHEIRO, 2013).  

 

Esta bactéria, frequentemente encontrada na pele, boca, nariz, intestino, pode ser causadora de 

vários tipos de infecções, principalmente quando o sistema imunológico se encontrar fragilizado.  

 

Existem 33 tipos de estafilococos, alguns mais virulentos que outros. O tipo mais comum na nossa 

pele é o Staphylococcus epidermiditis, uma espécie de estafilococo bem mais branda que o 

Staphylococus aureus, o mais virulento da espécie. (PINHEIRO, 2013) 

 

Este projeto de pesquisa tem como objetivo padronizar uma técnica para extração de DNA, in 

house, do Staphylococcus aureus  utilizando amostras de urinas. 
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Até o momento foi possível se obter um controle positivo para essa extração a partir de bactérias 

cultivadas em placas e extraídas com a utilização de Kits de extração da marca Invitrogen 

(PureLink Genomic DNA Mini Kit). Esse controle positivo é utilizado na PCR da extração feita 

com o método in house, sendo um marcador da banda que o DNA genômico dessa bactéria atinge 

no gel de agarose. E após foi realizada uma contaminação de urina, e diluição dessa urina na escala 

McFarland sendo utilizada as concentrações de 108, 107 ,  106 , 105 , 104 , 103 , 102 , 10¹ unidades 

formadoras de colônias (UFC)/mL. Após esse passo é feito uma extração com o protocolo in house 

adaptado onde se obteve bons resultados, considerados positivos que foram revelados em uma 

Eletroforese com Gel de Agarose. 
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Eletroforese com gel de Agarose: PCR do nosso Controle Positivo 
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Eletroforese com gel de agarose: Extração da urina com as amostras de 10º até 108 
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A temperatura de Melt utilizada para anelamento dos primers na PCR foi de 55 ºC, obtidas a partir 

de um cálculo realizado em cima dos primers ( 4X (G + C) + 2X (A+T))  e uma consulta no BlAST 

( plataforma de informações de primers) e os primers utilizados são esses: F-5’ 

GCGATTGATGGTGATACGGTT 3’ R- 5’AGCCAAGCCTTGACGAACTAAAGC 3’. 

 

A partir de uma extração de DNA de solos (YEATES et al., 1998), foram feitas modificações no 

protocolo de extração que possibilitaram a extração de DNA de amostras de várias origens, entre 

elas, a extração direta de DNA de amostras de urina com eficiência na detecção de bactérias gram-

positivas, como Staphylococcus aureus (CHAUDHURI, PATTANAYAK, THAKUR, 2006). 

McFarland é uma escala utilizada para determinar a concentração de bactérias em suspensão em 

uma solução, quanto maior a quantidade de bactérias, maior será a turvação. Um valor de 0,5 na 

escala McFarland corresponde a 108unidades formadoras de colônias (UFC)/mL, para leituras feitas 

em absorbância utilizando espectrofotômetro, uma absorbância de 0,3 em um comprimento de onda 

de 600nm corresponde a 108 UFC/mL. 

 

A padronização ainda continua em andamento, pois estamos procurando melhores resultados na 

PCR dessa extração, que já foi realizada, mas ainda estamos fazendo repetições para se conseguir 

um resultado mais definitivo e assim finalizar a padronização de extração de DNA do 

Staphylococcus aureus com amostras de urina e métodos in house. 

Conclusões 

Por conseguinte, temos que é de extrema importância a padronização de um método in house (em 

casa) da extração de DNA da bactéria Staphylococus Aureus utilizando amostras de urina, pois 

assim facilitará a obtenção de diagnósticos de doenças causadas por essa bactéria, que vimos ao 

decorrer deste trabalho o quanto infecções causadas por staphylococus aureus é comum no nosso 

cotidiano. Além disso, obter resultados positivos nesta padronização amplia a linha de pesquisas em 

torno dessa bactéria, podendo trazer muitos benefícios para a saúde da sociendade. 
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