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Comparacao de métodos de extracao de DNA para deteccao de
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A tuberculose (TB) € uma doenca infeccontagiosa de problema de saude publica mundial, causada pelo Mycobacterium
oenca tratavel e prevenivel, ainda apresenta altos indices de mortalidade. Uma das
a doenca é o diagnostico precoce. Dentre as metodologias mais eficazes estao as

tuberculosis. Apesar de ser uma ¢

principais formas de contencao c
tecnicas de amplificacao de acidos nucleicos (TAAN), que sao altamente dependentes do metodo de extracao de DNA.

Dentre estas, a técnica de extracao por sonicacao promove uma ruptura intensa na parede celular, causada por ondas
sonoras de alta frequéncia. Ja a técnica de extracao de DNA utilizando cartao FTA é de simples manuseio, de facil
transporte e armazenamento e, ainda faz com que o material se mantenha intacto para analise durante anos.

Obijetivo

Avaliar a técnica de extracao de DNA de Mycobacterium tuberculosis diretamente de amostras clinicas de escarro
fixadas em papel filtro (FTA® Elute Micro card), pela comparacdo da mesma com a técnica de extracdo de DNA por
sonicacao (método ja padronizado) a partir da deteccao do DNA do patogeno por PCR em tempo real.

Materiais e Métodos

Foram utilizadas 29 amostras de escarro de pacientes com ¢
de cada amostra, totalizando 58 aliguotas), A extracao de D
al, 2020. A extracao de DNA por cartao F
o Step One real Time
ncia de insercao 6110. O sistema de deteccao L

tempo real utilizanc
genOmico da sequé

iagnostico de TB pelo GeneXpertMTB/R
NA por sonicacao utilizou protocolo adaptado de Be
‘A utilizou protocolo de Ali et al., 2017. O DNA foi amplificado por PC
PCR Systems (AB Applied), os primers uti
tilizado foi TagMan .
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o et

R em

izados corresponderam ao do alvo

Resultados
GeneXpert Cultura (padrao-ouro) Comparacao com Cultura
Positivo Negativo Positivo Negativo Sensibilidade Especificidade Kappa
B olol1 Positivo 10 0 9 1 209 89% 0,7
rotocolo
(sonicacao) Negati 4 15 2 17 (95% IC :53 96) (95% IC: 76- Jlip 1C: 0,6-
sonicacao egativo : 63-
’ 8 ¥ 102) 0,79)
S Positivo 11 0 11 0 100% 100% 1,0
rotocolo
. , (95% IC: 98- (95% IC: 98- (95% IC: 0,98-
(CartaoFTA) Negativo 3 15 0 18
101) 101) 1,01)
Positivo 11 3 100% 0,7
79%
GeneXpert _ (95% IC: 98- (95% IC: 0,6-
Negativo 0 15 (95% IC: 60-95)
101) 0,79)
Conclusao

A técnica de extracao de DNA utilizando o Cartao FTA elute a partir de amostras clinicas de escarro, mostrou-se mais
eficiente e adequada para a identificacao do M. tuberculosis por PCR em tempo real (ensaio TagMan).
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