
RESUMO

Objetivo: Comparar e avaliar quatro diferentes métodos de extração de DNA bacteriano. Métodos: 
Foram utilizadas cepas de bactérias Gram positivas e Gram negativas para extração do DNA 
pelos seguintes métodos: fervura, lise alcalina, kit in house e kit comercial; de modo a comparar 
os resultados referentes as análises quantitativas e qualitativas, eficiência na PCR em tempo real, 
tempo, reprodutibilidade e custo. Resultados: Na análise quantitativa e qualitativa, pode-se observar 
que houve variações em relação aos resultados obtidos para cada amostra e para cada extração, 
no entanto, os métodos de fervura, lise alcalina e do kit in house apresentaram, em geral, purezas 
semelhantes. Já nos resultados obtidos pela PCR em tempo real todos os métodos se mostraram 
eficientes. Ainda, em relação ao tempo, reprodutibilidade e custo o método por fervura se destacou 
nos três comparativos. Conclusão: Pode-se perceber que o método de lise alcalina ganhou destaque 
em todos os comparativos avaliados, apresentando amplificações excelentes na PCR, boas 
quantidades de DNA, pureza satisfatória, tempo ideal e custo e reprodutibilidade consideráveis, tanto 
para bactérias Gram positivas como Gram negativas, sendo uma opção interessante para aplicação 
na rotina laboratorial. 

PALAVRAS-CHAVE: DNA bacteriano; PCR em tempo real; Bactérias Gram-negativas; Bactérias 
Gram-positivas.

ABSTRACT

Objective: To compare and evaluate four different methods of bacterial DNA extraction. Methods: 
We use control strains of Gram-negative and Gram-positive bacteria for DNA extraction by the 
following methods: boiling, alkaline lysis, in house kit and commercial kit. We compare the results 
of quantitative and qualitative analyses, real time PCR efficiency, time, reproducibility and cost. On 
quantitative and qualitative analyses we observe some variations in results obtained for each strain 
and method, however, boiling, alkaline lysis and in house kit showed similar purity. Real time PCR 
results confirmed the efficiency of all methods tested. Results: Regarding time, reproducibility and cost 
the boiling method stood out with good results. Conclusion: The alkaline lysis method achieved better 
performance presenting excellent PCR amplifications, good DNA amounts, satisfactory purity, ideal 
time and cost and reproducibility acceptable for both Gram-positive and Gram-negative bacteria, being 
a very interesting option for application on laboratory routine.
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INTRODUÇÃO

Bactérias são microrganismos unicelulares de origem procarionte que podem ser diferenciadas através de sua 

morfologia, características bioquímicas, fatores nutricionais e fontes de energias1. Inúmeras bactérias fazem parte da 

microbiota normal humana, porém, em decorrência de imunossupressão, muitas delas podem se tornar patogênicas, 

causar infecções, gerando impactos sociais e financeiros, além de serem consideradas uma ameaça à saúde 

pública2-5. Atualmente, diversas metodologias estão sendo desenvolvidas com o intuito de ajudar na detecção desses 

microrganismos, uma vez que as técnicas microbiológicas convencionais apresentam um longo tempo de resposta e 

sensibilidade limitada6-8.

Com a finalidade de diminuir o tempo de diagnóstico e aumentar a sensibilidade e especificidade dos resultados, as 

técnicas moleculares estão sendo uma escolha interessante na rotina laboratorial para identificar doenças infecciosas6,9,10. 

Para obter resultados satisfatórios nessas análises, a extração do ácido desoxirribonucleico (DNA) bacteriano é um passo 

crucial, uma vez que a qualidade e quantidade do DNA extraído da amostra influenciam diretamente na reação. Também 

deve-se levar em consideração a composição da parede celular das bactérias, a qual pode influenciar na extração do 

material genético. Além disso, o DNA não pode conter quaisquer substâncias inibitórias do produto da análise molecular, 

do mesmo modo que não deve apresentar resultados falsos-negativos11-13.

O objetivo desse estudo foi avaliar e comparar quatro diferentes métodos de extração de DNA bacteriano, conforme 

os seguintes critérios: quantidade a qualidade do DNA obtido, desempenho na Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) 

em tempo real, reprodutibilidade, tempo e custo.

MÉTODOS

Cultivo bacteriano

Para a realização dos quatro protocolos de extração do DNA bacteriano foram utilizadas cepas padrão da 

American Type Culture Collection (ATCC) de bactérias Gram positivas (Staphylococcus aureus ATCC 29213) e Gram 

negativas (Escherichia coli ATCC 25922 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853). As cepas foram inoculadas em caldo 

Brain Heart Infusion (BHI) e incubadas por 24 horas a 35 ± 2°C. Em sequência, foram semeadas em ágar Muller-Hinton 

e novamente incubadas por 24 horas a 35 ± 2ºC.

Extração de DNA

Foram comparados diferentes métodos para extração de DNA de bactérias a fim de avaliar e comparar as 

metodologias em relação aos objetivos propostos. As técnicas foram realizadas em duplicata, utilizando 10 colônias 

bacterianas em cada extração, conforme descritas a seguir. 
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Fervura

Em microtubo contendo 500 µL de TE (Tris-EDTA) 1X adicionou-se as colônias bacterianas. Em seguida, as 

amostras foram centrifugadas a 13000 rpm (rotações por minuto) durante 5 minutos. Após, o sobrenadante foi descartado 

e adicionou-se 500 µL de TE 1X. As amostras foram novamente centrifugadas nas mesmas condições. Repetiu-se o 

último processo. Posteriormente, o pellet formado foi ressuspendido em 100 µL de TE 1X e incubou-se a 100ºC durante 

10 minutos. Por fim, foram centrifugadas a 5000 rpm por 5 minutos e submetidas a um banho de gelo durante mais 5 

minutos. O sobrenadante contendo o DNA foi transferido para um novo microtubo e armazenado a -20ºC.

Lise Alcalina

A técnica por lise alcalina foi realizada com modificações14. Inicialmente, foram adicionadas as colônias bacterianas 

em microtubo contendo 500 μL de TE 1X. Em seguida acrescentou-se 1 mL da solução de Lise Alcalina (0,5 M NaOH 

e 0,05 M Na3C6H5O7), misturou-se no vórtex por alguns segundos e, posteriormente, em agitador por 10 minutos. Na 

sequência foram centrifugadas a 14000 rpm durante 5 minutos. Descartou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o 

sedimento celular em 500 μL de Tris-HCl (pH 8). Misturou-se as amostras em vórtex, por alguns segundos, e centrifugou-

se a 14000 rpm durante 5 minutos. O sobrenadante foi novamente descartado e adicionou-se 100 μL de Tris-EDTA (10 

mM Tris-HCl pH 8 e 1 mM EDTA). Logo, as amostras foram incubadas a 100°C durante 1 hora. Após esse período, 

realizou-se o ciclo congela/descongela duas vezes, que consiste em um banho de gelo por 10 minutos e aquecimento 

em bloco de aquecimento a 100ºC por 5 minutos. Por fim, foram centrifugadas a 14500 rpm durante 15 minutos. O 

sobrenadante, contendo o DNA, foi transferido para um novo microtubo e então armazenado a -20°C. 

Kit in house (CPTBio DNA Extraction II)

Essa técnica foi realizada utilizando um kit in house, conforme protocolo elaborado pelo grupo de pesquisa. Em 

um microtubo contendo 500 μL de TE 1X, adicionou-se as colônias bacterianas e em seguida 500 μL de Lise Celular, 

homogeneizando em vórtex por alguns segundos. Posteriormente, as amostras foram incubadas por uma hora a 96ºC e 

em seguida, adicionou-se 400 μL da solução de Clorofórmio-Fenol (1:1). Centrifugou-se a 8000 rpm durante 10 minutos. 

Após esse processo houve a formação de duas fases, sendo descartada somente a fase superior. Seguindo, foram 

adicionados 600 μL da Solução Purificadora I e então centrifugadas 10000 rpm por 5 minutos. Adicionou-se 600 μL 

da Solução Purificadora II, sendo centrifugadas nas mesmas condições anteriores. As amostras foram mantidas em 

aquecimento a 45ºC durante duas horas. Na sequência, foram adicionados 50 μL da Solução de Reidratação, na qual 

foram novamente incubados a 35 ± 2ºC, durante três horas. O sobrenadante contendo o DNA foi transferido para um 

novo microtubo e armazenado a -20ºC. 
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Kit comercial (Purelink® Genomic DNA)

Essa técnica foi realizada conforme os protocolos do fabricante, o qual varia conforme a classificação da bactéria, 

com modificações. Para bactérias Gram negativas, primeiramente adicionou-se as colônias em um microtubo já contendo 

180 μL de PureLink® Genomic Digestion Buffer. Em seguida, acrescentou-se 80 μL de Proteinase K e misturou-se em 

vórtex por alguns segundos, seguindo para incubação a 55ºC durante uma hora. Após esse período foram adicionados 20 

μL de RNAse, 200 μL de PureLink® Genomic Lysis/Binding Buffer e 200 μL de etanol absoluto, misturando-se em vórtex 

entre um reagente e outro. Já para bactérias Gram positivas, as amostras foram acrescidas em 200 μL do Lysozime 

Digestion Buffer (25 mM Tris-HCl, pH 8.0, 2.5 mM EDTA, 1% Triton X-100 e 20 mg/mL de Lisozima) e após incubadas a 

35 ± 2ºC durante 30 minutos. Na sequência, foram adicionados 20 μL de Proteinase K e 200 μL de PureLink® Genomic 

Lysis/Binding Buffer, sendo estão novamente incubadas a 55ºC por mais 30 minutos. Por fim, acrescentou-se 200 μL 

de etanol absoluto. A segunda parte da extração foi em comum para as bactérias Gram positivas e negativas, em 

que prosseguiu da seguinte maneira: todo o conteúdo da amostra foi transferido para um tubo contendo spin coluna, 

na qual foi centrifugado a 11000 rpm por 1 minuto e após, transferiu-se somente a coluna para um novo tubo, em 

que foram adicionados 500 μL de Wash Buffer I e foi centrifugado novamente nas mesmas condições. O processo 

foi repetido usando o Wash Buffer II. Por último, foram acrescentados 100 μL de PureLink® Genomic Elution Buffer 

seguido de centrifugação a 14500 rpm por 3 minutos. A coluna foi descartada e o sobrenadante contendo o DNA foi 

armazenado a -20ºC. 

Análise quantitativa e qualitativa

O DNA obtido a partir das extrações foi quantificado tanto por espectrofotometria pelo NanoDrop® 2000c 

Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, EUA), como por fluorescência utilizando o kit High Sensitivity dsDNA 

(Invitrogen, EUA) no Qubit® Fluorometer 2.0 (Life Technologies, EUA). O NanoDrop® também foi empregado na análise 

de pureza das amostras. Ainda, as amostras foram analisadas quanto a sua integridade em um gel de agarose 1% com 

brometo de etídio e visualizado sob luz UV no transluminador L-Pix Image EX (Loccus Biotecnologia, BR).

Eficiência na PCR em tempo real 

A fim de testar a eficiência do DNA extraído, as amostras foram amplificadas por PCR em tempo real através 

do sistema TaqMan, em que foram utilizados primers universais para identificação do gene 16s bacteriano, além de 

sondas específicas para cada Gram (Tabela 1)15. A reação foi composta nas seguintes concentrações: 10 μL de TaqMan 

Universal PCR Master Mix II (Applied Biosystems®), 0,25 μM de cada primer, sonda, 2 μL de amostra (padronizadas em 
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aproximadamente 1 ng/μL) e água estéril isenta de DNase/RNase, para um volume final de 20 μL. Para a identificação 

de bactérias Gram negativas, utilizou-se 0,15 μM da sonda VIC (Probe Gram negativa, tabela 1) e para as Gram 

positivas, utilizou-se 0,05 μM da sonda FAM (Probe Gram positiva, tabela 1). A amplificação foi realizada no equipamento 

StepOnePlus (Applied Biosystems®) nas seguintes condições: 50 °C durante 2 minutos e 95 °C durante 10 minutos, 

seguido por 40 ciclos de 95 °C durante 15 segundos e 60 °C durante 1 minuto. 

Tabela 1: Primers e sondas utilizadas na PCR em tempo real

   Sequência (5’ - 3’)      Amplificação  Pares 
             de base
Primers   
NT-341Fw GACTCCTACGGGAGGC     rDNA   192
16S-522Rv GCGGCTGCTGGCAC      rDNA   192
Sondas   
GP-Probe FAM-CTGA(T/C)(G/C)(G/C)AGCAACGCCGCG- MGB  Gram Positivo  -
GN-Probe VIC-CCTGA(T/C)(G/C)CAGC(A/C)ATGCCGCG – MGB  Gram Negativo  -

Avaliação do tempo, reprodutibilidade e custo

Por fim, as amostras ainda foram comparadas quanto ao tempo total em horas de extração, custo em reais dos 

reagentes empregados por amostra (valores calculados com base em abril de 2019) e reprodutibilidade do método – que 

consiste em avaliar quantas etapas cada protocolo apresenta, levando em consideração o grau de complexidade para a 

continuidade da extração.

RESULTADOS

Análise quantitativa e qualitativa

Na análise quantitativa pode-se observar que houve variações em relação aos resultados obtidos, conforme 

descrito na Tabela 2.  A quantificação por fluorescência obteve média de 33,2 ng/µL para o método de fervura, 28,5 

ng/µL para o kit comercial, 12,5 ng/µL para a lise alcalina e 12,4 ng/µL para o kit in house. Já nos resultados por 

espectrofotometria, o kit in house obteve média de 4.458,2 ng/µL, o método por fervura 876,9 ng/µL, a lise alcalina 138,9 

ng/µL e o kit comercial 79,0 ng/µL. 

A análise qualitativa (Tabela 2) avaliou a relação 260/280nm para a verificação dos resultados quanto a pureza 

do DNA extraído, enquanto a relação 260/230 nm indicou a presença de inibidores de PCR presentes em cada amostra. 

Ainda, na Figura 1, tem-se a resolução em gel de agarose 1% dos DNAs bacterianos extraídos, em que o kit comercial 

foi o método que apresentou um DNA mais íntegro frente a todas as bactérias testadas.
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Tabela 2: Comparação entre os quatro métodos de extração testados quanto a quantidade (ng/µL) e qualidade (absorbância) do material genético extraído. 

Método          Fervura       Lise Alcalina      Kit in house      Kit comercial
Bactéria 1 2 3  1 2 3  1 2 3  1 2 3
Quantidade
de DNA
NanoDrop 697,7 724,0 1209,1  278,6 117,2 20,8  5387,8 3077,1 4909,7  14,3 43,9 178,9
Qubit  21,3 42,2 36,1  21,6 13,8 2,1  19,3 4,8 13,1  3,0 41,2 41,3
Pureza do
DNA
260/280 nm 2,0 1,9 1,9  1,8 1,8 1,9  1,8 1,7 1,8  1,7 1,9 1,9
Presença de
Inibidores de
PCR
260/230 nm 1,4 1,2 1,4  0,8 0,9 0,6  1,8 1,9 1,8  0,5 1,3 1,8
Legenda: ¹ Staphylococcus aureus, ² Escherichia coli, ³ Pseudomonas aeruginosa

Figura 1: Análise das amostras de DNA extraídos em gel de agarose 1%.

 
Legenda: ¹ Staphylococcus aureus, ² Escherichia coli, ³ Pseudomonas aeruginosa. A: Fervura, B: Lise alcalina, C: Kit in house, D: Kit comercial



Eficiência na PCR em tempo real

Através da reação de PCR em tempo real foi possível testar a eficiência dos DNAs extraídos, em que as amostras de todos métodos de extração testados apresentaram 

amplificação e valores de Ct (Cycle Threshold) variando de 21,9 a 34,8 (Quadro 1). 

Quadro 1:  Amplificação e valores de Ct de cada amostra e seu respectivo método de extração.  
Quadro 1:  Amplificação e valores de Ct de cada amostra e seu respectivo método de extração.  

Método Staphylococcus aureus Escherichia coli Pseudomonas aeruginosa 

Fervura 
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Avaliação do tempo, reprodutibilidade e custo

Os resultados referentes ao tempo, reprodutibilidade e custo dos métodos de extração estudados foram 

detalhados na Tabela 3.

Tabela 3: Comparação entre os quatro métodos de extração estudados quanto ao tempo, reprodutibilidade e 

custo de extração por amostra.

Método    Fervura  Lise Alcalina  Kit in house  Kit comercial
Tempo (horas)   1  2,2   7   2,8
Reprodutibilidade (etapas) 12  16   18   24
Custo por amostra (R$)  0,004  0,06   0,09   13,58

DISCUSSÃO

Sabe-se que os métodos microbiológicos convencionais, considerados padrão-ouro, apresentam um tempo de 

resposta que pode levar de 48 a 72 horas, protelando assim o início da terapia antimicrobiana direcionada16. Estudos 

já mostram que os métodos moleculares, como a PCR em tempo real, vêm sendo utilizados com sucesso na detecção 

do DNA bacteriano em amostras clínicas, diminuindo o tempo de espera do diagnóstico e aumentando a sensibilidade e 

especificidade da reposta9,17,18. Por isso, buscou-se selecionar um método de extração de DNA eficiente e de qualidade, 

de modo que o mesmo possa ser empregado no ensaio de PCR.

As amostras de todas as extrações avaliadas foram quantificadas e pode-se observar que os valores encontrados 

pelo NanoDrop® foram nitidamente maiores que aqueles encontrados no Qubit®. Isso justifica-se pelo fato que a 

absorbância lida no NanoDrop® não é específica para DNA e, com isso, acaba sendo afetada por contaminantes como 

ácido húmico, polissacarídeos e até mesmo fitas simples de DNA. Já o Qubit® utiliza corantes específicos que se ligam 

nas fitas duplas de DNA e consequentemente, não permite a leitura de outras substâncias19.

O método por fervura obteve boas quantificações por fluorescências (Qubit®) para todas as três bactérias 

testadas. Já a extração por lise alcalina não permitiu uma boa extração de P. aeruginosa, porém sabe-se que essa 

bactéria possui uma rígida cápsula de polissacarídeos mucóides, o que pode ter interferido no processo de extração, 

visto que essa estrutura é mais difícil de ser lisada, prejudicando o alcance do material genético1,20. O kit in house, por 

sua vez, apresentou baixas quantificações para E. coli, o que pode ter ocorrido em virtude desta bactéria apresentar uma 

parede celular com uma camada mais fina de peptidoglicano e devido aos vários ciclos de aquecimento desse protocolo, 

resultando na degradação do DNA em alguma das etapas da extração1. Já a extração pelo kit comercial se diferenciou 

por extrair uma menor quantidade da bactéria Staphylococcus aureus, o que pode ter sido ocasionado por algum erro 



9ISSN 2236-5834                  

no preparo da solução Lysozime Digestion Buffer, único reagente não contido no kit ou ainda devido a amostra ser Gram 

positiva e consequentemente, apresentar uma camada de peptidoglicano mais espessa, dificultando a lise completa da 

parede celular1. 

Na análise de pureza das amostras pode-se verificar no presente estudo que os métodos de fervura e lise 

alcalina mostraram absorbâncias satisfatórias na relação 260/280 nm para todas as bactérias estudadas, pois sabe-

se que absorbâncias menores que 1,8 nesta relação indicam baixo teor de pureza e alto teor de proteínas, bem como 

valores acima de 2 podem sugerir presença de ácidos ribonucleicos21-22. Já na relação 260/230 nm, nenhum método 

atingiu os valores adequados e esperados, sendo o kit in house o que apresentou resultados medianos e aproximados 

com o preconizado na literatura, em que valores menores que 2 pode ser um indicativo de presença de inibidores de 

PCR, como por exemplo, compostos orgânicos e sais21,23.

Através da análise qualitativa, pode-se observar que todos os métodos, com exceção do kit comercial, 

apresentaram arraste em suas amostras, podendo ser ocasionado devido a presença de DNA concentrado e/ou 

concentrações de impurezas na amostra, como as proteínas24. Além disso, a diferença na intensidade das bandas 

evidencia diferentes quantidades de material genético extraído24. A técnica de eletroforese em gel de agarose adotada 

para análise dessa variável, é amplamente empregada nos laboratórios devido a sua fácil reprodutibilidade e baixo custo. 

Ainda, o presente estudo utilizou o brometo de etídio para coloração e visualização do DNA, no entanto, ele exige um 

maior cuidado na manipulação e infraestrutura apropriada, devido a sua ação mutagênica25. Alternativas com menor 

toxicidade e consequentemente maior segurança, já estão disponíveis no mercado, como o Sybr® Green, Sybr® Gold, 

GelRed® e o laranja de tiazol, contudo alguns desses corantes ainda apresentam maior custo e podem não ser tão 

sensíveis quanto o brometo de etídio25,26.

A eficiência dos métodos de extração foram testadas através dos resultados obtidos na PCR em tempo real.  A 

partir dos valores de Ct encontrados neste estudo, é possível assegurar que a quantidade de DNA extraído em todas 

as técnicas foram satisfatórias, uma vez que através do Ct é possível avaliar a quantidade de DNA presente na reação. 

Sabe-se que essa relação é inversamente proporcional, ou seja, valores altos de Ct indicam baixa quantidade de material 

genético, bem como valores de Ct menores indicam maior quantidade de DNA27. Ainda, a literatura indica que valores 

de Ct indeterminados ou >41 são considerados resultados negativos, assim como valores entre 35 e 40 que podem ser 

avaliados ainda como inconclusivos, o que não foi observado neste estudo, uma vez que o valor de Ct maior foi de 34,85 

para E. coli extraída pelo método de fervura27-30.

A extração por fervura, apesar de ser a mais econômica e rápida, foi a que apresentou menor eficiência na PCR 

quando comparada com os outros métodos, uma vez que, apesar dos valores de Ct serem próximos as outras técnicas 

de extração de DNA, foi a que apresentou menor fluorescência. Já o kit in house e o kit comercial, obtiveram melhores 
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resultados nesse quesito, no entanto o número de passos do primeiro e o preço do segundo os tornam menos vantajoso. 

O método de lise alcalina, por sua vez, apresentou as melhores amplificações, além de possuir um tempo relativamente 

médio e um custo bastante baixo.

Quanto a avaliação dos custos, ainda que o valor do kit in house seja baixo, é o protocolo mais extenso devido 

aos longos e repetitivos períodos de incubação, e ainda apresenta uma etapa de separação de fases orgânicas, em que 

o pellet encontra-se no meio, entre as duas fases, com isso esses dois fatores acabam atrapalhando a reprodutibilidade 

do método, fazendo com que o mesmo não seja a principal escolha em uma rotina laboratorial, principalmente em lugares 

que a demanda será maior. O kit comercial, por sua vez, apresentou o maior número de etapas, sendo este ainda o mais 

complexo em virtude dos diferentes protocolos para bactérias Gram positivas e Gram negativas. Os métodos de fervura 

e lise alcalina assemelham-se no número de etapas e são igualmente reprodutíveis, pois os protocolos são de baixa 

complexidade e consistem em basicamente adicionar e remover os reagentes.

Todos os três primeiros protocolos se tratam de métodos in house, e por isso acabam tendo um menor custo 

que os métodos comerciais, em vista de que a maioria dos reagentes utilizados são facilmente encontrados em qualquer 

laboratório de biologia molecular, na qual são comprados em grande quantidade e por um preço ainda mais acessível, 

principalmente se levar em consideração que a quantidade utilizada por amostra é bem pequena. O método de extração 

pelo kit comercial ainda utiliza tubos com spin coluna, tornando-o mais oneroso que outros kits comerciais disponíveis no 

mercado. Outro fator que interfere no custo do kit comercial é o fato dele apresentar dois protocolos diferentes dependendo 

da classificação celular da bactéria, consequentemente na prática clínica, em que a amostra é desconhecida, cada 

amostra deverá ser extraída pelos dois protocolos, aumentando ainda mais o valor, sem contar que o grande número de 

etapas e manipulações pode aumentar a chance de contaminação. 

. 

CONSIDERAÇÕES FINAIS

Em vista das análises realizadas todos os métodos testados alcançaram seu maior objetivo que era a eficiência 

na PCR em tempo real. Contudo, a quantidade e qualidade do DNA, tempo, custo e reprodutibilidade de cada extração 

também são fatores cruciais na aplicação do método em uma rotina laboratorial.  Com isso, pode-se dizer que o método 

de lise alcalina foi o que apresentou resultados satisfatórios em comparação com todas as variáveis analisadas, tanto 

para bactérias Gram positivas como Gram negativas, de forma que obteve boas amplificações na PCR, quantidades de 

DNA adequada, relações de pureza satisfatórias, tempo ideal e custo e reprodutibilidade aceitáveis.
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