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Bendito sejas, 6 Senhor, Deus de Israel, nosso pai, de eternidade a eternidade.

Teus, 6 Senhor, sdo a grandeza, o poder, a gloria, a majestade e o esplendor, pois tudo o
que ha nos céus e na terra é teu.

Teu, 0 Senhor, € o reino, tu estdas acima de tudo.

A riqueza e a honra vém de ti; tu dominas sobre todas as coisas.

Nas tuas mdos estdo a forca e o poder para exaltar e dar forca a todos.

Agora, nosso Deus, damos-te gragas, e louvamos o teu glorioso nome.

Tudo vem de ti, e nos apenas te damos o que vem das tuas mdaos.

1 Croénicas 29:10-14
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RESUMO

A técnica de genotipagem Variable Number of Tandem Repeats of Mycobacterial
Intersperced Repetitive Units (MIRU-VNTR) ¢ promissora em estudos de epidemiologia. O
objetivo deste trabalho ¢ realizar a padronizagdo da técnica MIRU-VNTR para caracterizagdo
genotipica de cepas de M. tuberculosis, para as condi¢Oes oferecidas no laboratério da
Faculdade de Ciéncias da Saude da Universidade Federal da Grande Dourados. O protocolo
utilizado como referéncia foi o descrito por De Beer e Kremer. A cepa utilizada de M.
tuberculosis padrao de referéncia H37Rv, foi cultivada em meio de cultura Ogawa-Kudoh e
mantida em Meio de Sauton com glicerol 10%, armazenada em criotubos a -70°C. A extragao
de DNA gendmico de M. tuberculosis foi realizada com o Kit comercial QlAamp. O DNA
gendmico extraido foi utilizado na amplificacdo de regides especificas com auxilio da Reagdo
em Cadeia da Polimerase (PCR) utilizando-se 24 pares de primers. As condigdes de
amplificagdo foram constituidas de uma fase inicial a 95°C por 15 min e 30 ciclos de 95°C
por 1 min, 59°C por 1 min e 72°C por 1 min e 30s com extensdo final a 72°C por 10 min. Os
fragmentos amplificados foram analisados por eletroforese em gel de agarose 2,0% corados
com Sybr Safe Dna Gel Stain. Os tamanhos dos fragmentos amplificados foram estimados por
comparagdo com marcadores de peso molecular de 50-pb e 100-pb e o nimero de cdpia
MIRU por locus foi calculada através do padrio de bandas das imagens geradas por
eletroforese. Os resultados obtidos demonstraram que objetivo do trabalho foi alcangado, pois
cada loci da cepa H37Rv apresentou o tamanho e nimero de pares de base correspondentes
aos descritos na literatura, mostrando que esta técnica reprodutivel foi padronizada para as

condigdes encontradas neste laboratorio, sem maiores dificuldades.
Palavras-chaves: Tuberculose, Epidemiologia molecular, Genotipagem

INTRODUCAO

A tuberculose ¢ uma doenga infectocontagiosa grave causada por micobactérias que



