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A extracdo orgéanica de DNA aumenta a sensbhilidade do diagndstico molecular das
bartoneloses?

Ellen Ap. Nunes*, Amanda Roberta Almeida, Karina de Almeida Lins, Tania Cristina Benetti Soares, Paulo
Eduardo Neves Ferreira Velho

Resumo

As bartoneloses sdo doencas negligenciadas, potencialmente fatais, que cursam com baixa bacteremia e seu
diagnostico exige a realizacdo de diferentes técnicas para diminuir os falsos negativos. As analises moleculares para a
investigacdo dessas doencas dependem da quantidade de copias de bactéria na amostra estudada. A literatura aponta
a extracdo organica como alternativa para aumentar o DNA amostral. Buscando melhorias no diagndstico dessas
doencas, sera comparada a eficacia da extracdo do DNA por "kit" comercial com a obtida pela extracdo orgéanica

utilizando diferentes PCR para pacientes infeccéo.
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Introducéo

As bartoneloses sdo doengas re-emergentes e
negligenciadas, causadas por uma bactéria intra-
eritrocitaria facultativa do género Bartonella. Essas
bactérias possuem crescimento fastidioso, com baixa
bacteremia em humanos, apresentando sintomas graves
e complicagbes fatais, principalmente em individuos
imunodeficientes.

Seu diagnéstico  consiste  em  técnicas
soroldgicas, microbiol6gicas e moleculares, as quais séo
aplicadas concomitantemente para evitar os resultados
falsos negativos, sendo a sensibilidade do resultado
molecular dependente da quantidade de coépias de
bactérias. (VELHO et al, 2006)

Em situacdes onde a quantidade de bactérias &
baixa, a extragdo organica vem sendo apontada como
uma boa alternativa, pois permite aumentar o volume
inicial da extracdo, apresentando aumento significativo
de DNA por amostra, melhorando a sensibilidade
diagnostica e também mantendo a qualidade do material.
(VILTROP et al, 2010)

O uso da extragao orgéanica ndo é documentado
para as pesquisas de bartoneloses, assim sera analisada
a eficiéncia de seu uso para a deteccao dessas bactérias
fastidiosas em humanos, quando comparada com as
amostras obtida pela extragdo com kit comercial.

Resultados Parciais e Discusséo
O experimento foi realizado de acordo com o
seguinte delineamento:
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Figura 1. Resultados positivos para extragdo por kit
comercial
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Na extragdo por kit comercial, como esperado,
encontrou-se maior sensibilidade nas culturas liquidas
devido ao aumento no nimero de bactérias. Manteve-se
um alto nimero de falsos negativos, sendo que, das 25
amostras positivas analisadas, apenas 16 indicaram
presenca de Bartonella spp no ITS longo e 13 no nested.
A extrac@o organica do DNA esté sendo processada e 0os
resultados das PCR serdo comparados com o0s ja
obtidos.

Cultura solida = 4 Cultura liquida = 10 Cultura solida = 4 Cultura liquida= 7

Conclusdes

Os dados ja obtidos confirmam a baixa
sensibilidade de cada reacéo isolada, mesmo utilizando
diferentes amostras. Confirmada a maior sensibilidade da
extracdo orgéanica, preferencialmente no sangue total,
isso representaria ganho de tempo na investigacdo da
doenga em até dois meses, além da redugdo dos custos
no processo de diagnose. Espera-se também que haja
aumento na sensibilidade em ITS longo para que outras
espécies de Bartonella possam ser identificadas nas
amostras.
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