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RESUMO: O Whatman FTA-Card® ¢ um papel-filtro quimicamente tratado, destinado a coleta, transporte, armazenamento
de amostras para posterior extragdo de acidos nucléicos. A tecnologia FTA-Card® ¢ utilizada para manter estavel DNA e
RNA em temperatura ambiente, podendo ser utilizados para fixacdo de uma ampla variedade de material organico ou tecidos.
Foram realizados testes para certificar sua eficiéncia na conservacao do material a ser analisado com o intuito de eliminar a
cadeia fria de conservacao, agilizando o processo e diminuindo os custos da execu¢do de exames moleculares associados ao
diagnostico de patologias. Foram testadas oito amostras de felinos na forma de sangue total e soro, para a extracdo utilizou-
se o kit Magazorb RNA Total mini-prep kit (Promega®, EUA), para o diagnéstico foi utilizada a técnica de PCR em tempo
real para amplificar o gene CI2 de mamiferos, a fim de visualizar a eficacia na conservacgdo de acidos nucleicos. A utilizagdo
desse método torna possivel que o material bioldgico seja enviado por servigos de transporte postais, reduzindo os custos e
viabilizando diagnoésticos provenientes de dreas mais remotas.

PALAVRAS-CHAVE: Transporte de amostra. Material Bioldgico. Medicina Tropical.

STUDY ON THE CONSERVATION OF BIOLOGICAL MATERIAL WITH FTA-Card® TECHNOLOGY

ABSTRACT: Whatman FTA-Card® is a chemically treated filter paper intended for the collection, transport, and storage
of samples for later extraction of nucleic acids. FTA-Card® technology is used to keep DNA and RNA stable at room
temperature and can be used to fix a wide variety of organic material or tissues. Tests were carried out to certify its efficiency
in the conservation of the material to be analyzed in order to eliminate the cold conservation chain, speeding up the process
and decreasing the costs of performing molecular tests associated with the diagnosis of pathologies. By using this method,
biological material can be sent by postal transport services, reducing costs and making diagnoses from more remote areas
feasible. Samples of feline specimens were tested in the form of whole blood and serum, using the Magazorb RNA Total
mini-prep kit (Promega®, USA) for the extraction. Diagnosis was performed using real-time PCR technique to amplify the
mammalian CI2 gene in order to visualize the effectiveness in conserving nucleic acids.
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ESTUDIO DE CONSERVACION DE MATERIAL BIOLOGICO CON LA TECNOLOGIA FTA-Card®

RESUMEN: Whatman FTA-Card® es un papel de filtro tratado quimicamente, destinado a la recogida, transporte,
almacenamiento de muestras para su posterior extraccion de acidos nucleicos. La tecnologia FTA-Card® se usa para mantener
el ADN y el ARN estables a la temperatura ambiente y se puede usar para la fijacion de una amplia variedad de materiales
o tejidos organicos. Se realizaron pruebas para certificar su eficiencia en la conservacion del material a analizar con el fin
de eliminar la cadena de frio de conservacion, agilizando el proceso y reduciendo los costos de realizacion de pruebas
moleculares asociadas al diagnostico de patologias. Se analizaron ocho muestras felinas en forma de sangre total y suero,
para la extraccion se utilizé el mini-prep kit Magazorb RNA Total (Promega®, USA), para el diagnostico se utilizo la técnica
de PCR en tiempo real para amplificar el CI2 de mamifero gen, con el fin de visualizar la efectividad en la conservacion de
acidos nucleicos. El uso de ese método permite el envio de material biologico por los servicios de transporte postal, lo que
reduce los costes y permite realizar diagnosticos desde zonas mas remotas.
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Introducao

Com a crescente demanda de diagndsticos
moleculares, ¢ necessario um método de transporte facil e
seguro de amostras bioldgicas. O FTA-Card® apresenta-se
como uma alternativa para armazenamento de curto ¢ médio
prazo para o transporte de amostras bioldgicas a temperatura
ambiente, descartando a necessidade da cadeia fria de
transporte (KATO et al., 2010).

O diagnostico molecular é uma ferramenta
referéncia em analises qualitativas e quantitativas para
as mais diversas patologias. A capacidade de quantificar a
carga parasitaria de doencas torna esse tipo de analise muito
eficiente (QUARESMA, 2007).

O FTA-Card torna-se um método de transporte
interessante para as situagdes onde a coleta e armazenagem
de material bioldgico sdo de dificil execugdo (BOUE et al.,
2017).

Além disso, o processo possui custo inferior ao
transporte tradicional em cadeia fria, ¢ ¢ menos complexo
para extracdo de DNA (SANTOS et al., 2010), facilitando
a utilizacdo em diferentes areas, inclusive locais remotos,
sendo um método eficiente para amostras de sangue, células
e patdgenos, sem o uso de qualquer solvente organico ou
equipamento especializado (KATO et al., 2010).

Quando as amostras sdo colocadas no FTA-Card®,
as células sofrem a lise celular e os acidos nucleicos sdo
fixados no cartdo, evitando a degradacdo, conservando o
material fixado contra o dano oxidativo, UV, e contribuindo
para a prevencdo da contaminacdo bacteriana (KATO et
al., 2010; KRAUS ef al., 2011). Entretanto, ¢ necessario
que os cartdes permanecam secos para que se mantenha a
viabilidade das amostras alocadas (KRAUS et al., 2011).

Materiais e Métodos

Foram utilizados oito cartdes FTA-Card®
(WHATMAN!, 2002) separados em: 100uL de soro de
sangue ¢ 100uL de sangue total provenientes de felinos
(Felis catus). Para a extragdo de RNA, foi utilizado o kit
Magazorb™ RNA Total mini-prep kit (Promega®, EUA)
seguindo a metodologia proposta pelo fabricante.

A viabilidade das amostras extraidas foi verificada
por meio da técnica rRT-PCR utilizando o equipamento
QuantStudio 7 Flex™ — Applied Biosystems™ — Thermo
Fisher Scientific®, para a presenca do gene alvo CI2,
baseado em uma sequéncia da subunidade ribossomal 16S,
por esse gene possuir uma regido extremamente conservada
em mamiferos.

Para verifica¢do da pureza do material, foi utilizado
o equipamento NanoDrop One UV-Vis Spectrophotometer
(Thermo Fisher Scientific®).

Resultados

A Tabela 1 apresenta os resultados da
espectrofotometria das amostras fixadas no FTA-Card®. Os
resultados demonstram que o material genético possui alto
nivel de pureza para ser utilizado nas analises posteriores
(Figura 1 e Figura 2).

Arquivos de Ciéncias Veterinarias e Zoologia da UNIPAR, Umuarama, v. 24, n. 1cont., €2403, 2021

SILVEIRA, C. V. et al.

Tabela 1: Resultado da analise por espectrofotometria (a: 1°
Semana, b: 2° Semana, c¢: 3° Semana, d: 4° Semana).

Quantidade
Temperatura Amostra de RNA 260/230nm
la 8.9 2,17
Soro
. 2a 14.8 2,05
Ambiente
Sangue 3a 15.4 2,08
total 4a 16.7 2
Sa 19.2 1,95
Soro
Ultra 6a 21 1,98
freezer Sangue Ta 22.8 1,99
total 8a 22 1,93
1b 21,3 2,12
Soro
) 2b 20 2
Ambiente
Sangue 3b 25,3 2,08
total 4b 30,2 2,19
5b 15 1,97
Soro
Ultra 6b 18,2 2,01
freezer | gangue 7b 17,7 1,96
total 8b 17,4 1,99
Ic 10,3 1,89
Soro
) 2¢ 9,4 2
Ambiente
Sangue 3¢ 10,6 1,95
total 4¢ 9,5 1,96
5¢ 14,4 2,01
Soro
Ultra 6¢ 12,5 1,93
freezer Sangue 7Tc 15,5 1,93
total 8¢ 14,1 1,95
1d 12,7 2,14
Soro
) 2d 12,2 1,95
Ambiente
Sangue | 3d 8.9 2,24
total 4d 7.8 2,28
5d 17,2 2,23
Soro
Ultra 6d 14,9 2,01
freezer Sangue 7d 15,2 1,92
total 8d 18,9 2,12

Figura 1. Comparagdo da amplificacdo do material na
primeira semana. A: amostras conservadas em temperatura
de ultrafreezer -80° C; B: Amostras conservadas em
temperatura ambiente.

A Amplification Plot B Amplification Plot
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Figura 2. Comparagdo da amplificagdo do material na ultima
semana. A: amostras conservadas em temperatura de ultra-
freezer -80° C; B: Amostras conservadas em temperatura
ambiente.

A - Amplification Plot B Amplification Plot

Discussao

Os resultados encontrados pela espectrofotometria
demonstram que o material genético esta dentro da faixa de
absorbancia A260/A230 (Tabela 1) , compreendida entre os
valores de 1.8 e 2.2 para que a amostra seja considerada pura.
(THERMO FISHER SCIENTIFIC, 2020).

Os resultados da amplificagdo por RT-PCR (Figura
1 e 2) demonstraram que as amostras permaneceram viaveis
durante a primeira semana em ambas as temperaturas de
conservacdo. Os cartdes FTA-Card® foram desenvolvidos
para simplificar a coleta, transporte, armazenamento e
extracdo de materiais genéticos, sendo efetivo na preservagao
de uma variedade de amostras biologicas (KUBO et al.,
2000).

Os resultados na (Figura 1-B) demonstraram que ¢
possivel sua utilizagdo dentro dos parametros observados em
temperatura ambiente por um periodo maximo de sete dias. O
material conservado em temperaturas abaixo de -80° C teve a
viabilidade constatada por pelo menos 30 dias (Figura 2-A),
permitindo que permanega viadvel e com um nivel aceitavel
de pureza.

O cartdo FTA-Card® foi desenvolvido para o
transporte e armazenamento de tecidos bioldgicos oriundos
de material bioldgico ou vegetal; Os spots do cartdo FTA-
Card s3o embebidos por um agente caotrdpico que faz a lise
celular e posterior conservagdo da amostra (WHATMAN?,
2021).

Segundo Crabble er al. (2003), a utilizagdo da
tecnologia FTA-Card® pode trazer grandes vantagens
quando ¢ necessario analisar amostras provenientes de
regides remotas e de dificil acesso.

A vantagem em relagdo a cadeia fria de transporte
¢ a diminuicdo dos custos relacionados ao frete, nitrogénio
liquido (NL,), gelo seco (CO,) e manutengdo de veiculos,
devido ao FTA-Card® possibilitar o envio de aliquotas de
100ul a 500ul utilizando os servigos de postagem.

Conclusao

O FTA-Card® ¢ efetivo para o transporte de
amostras bioldgicas, com seu armazenamento a temperatura
ambiente por até sete dias, e em temperatura de ultrafreezer
por no minimo 30 dias.
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