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COMPARACAO DE METODOS DE EXTRACAO DE DNA DE
Mycobaterium tuberculosis POR PCR EM TEMPO REAL
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A tuberculose (TB) esta entre as 10 doengcas que mais causam mortes no
mundo. Em 2018, 10 milhdes de pessoas desenvolveram TB ativa e 1,5
milhdes vieram a Obito, sendo que 251.000 eram portadoras do virus HIV.
Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), entre 2000 e 2018, cerca de
58 milhdes de vidas foram salvas gracas ao diagndéstico e tratamento da TB.
No Brasil, em 2019, a doenca atingiu 73.864 pessoas e 2,2 obitos/100 mil
habitantes. O diagnéstico tradicional da TB € composto pelo exame
bacteriol6gico, o qual engloba a baciloscopia e cultura do microrganismo,
juntamente com exame radiolégico e achados clinicos. A baciloscopia € um
método menos laborioso, entretanto apresenta baixa especificidade e
sensibilidade. A cultura ainda é considerada padréo-ouro, apresentando alta
especificidade e sensibilidade. No entanto, a cultura € demorada (até 60 dias)
para obtencédo de resultados. O teste rapido (GeneXpertMTB/RIF) é um teste
de amplificacdo de DNA e apds a sua implantacdo em alguns laboratérios
houve um aumento na deteccdo da doenca. No entanto, € um teste de valor
elevado para utilizagdo na rotina da maioria dos laboratorios.

Diante deste panorama o desenvolvimento de testes de diagnostico que sejam
capazes de detectar a doenca precocemente, de baixo custo e com uso
descentralizado € de fundamental importancia. Os testes de amplificacdo de
acidos nucleicos (NAAT) tem potencial para cumprir essa finalidade, mas ainda
precisam ser aperfeicoados. Esses testes sao altamente dependentes da
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qualidade e quantidade de DNA extraido das amostras clinicas. Portanto, o
objetivo deste estudo foi comparar duas técnicas para extracdo de DNA para a
deteccdo por PCR em tempo real (ensaio TagMan) do alvo molecular (IS6110)
de M. tuberculosis de amostras pulmonares de pacientes com diagnéstico de
tuberculose pelo GeneXpertMTB/RIF e cultura. Foram analisadas 29 amostras
de escarro com cada uma das técnicas de extracdo. Uma delas utilizava
sonicacéo celular por ultrassom (protocolo 1) e a outra, a extracdo de DNA era
a partir de amostra fixada em cartdo FTA (protocolo 2). A sensibilidade e
especificidade foram analisadas pela comparagcdo com a cultura (padrdo de
referéncia). A concordancia entre os métodos de extracdo de DNA (detectado
por PCR em tempo real) foi k = 0,7, a concordancia do GeneXpertMTB/RIF
versus os protocolos 1 e 2, foi respectivamente k=0,7 e k=0,8. A sensibilidade e
a especificidade, quando o DNA foi extraido pelo cartdo FTA , foram ambos de
100%. Quando o DNA foi extraido por sonicacdo, a sensibilidade e
especificidade foram de 80 e 89%, respectivamente. Assim, foi possivel
observar que a extracdo de DNA a partir do cartdo FTA foi mais sensivel e
especifica que a sonicacao para a detec¢cdo de DNA por PCR em tempo real,
além de facilitar o transporte e o armazenamento das amostras.



