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RESUMO

O género Bartonella é constituido por patbgenos reemergentes e
negligenciados, associados a um amplo espectro de doencas humanas
potencialmente fatais. Nao existe um teste padrao-ouro para o diagndéstico destes
agentes. O objetivo deste trabalho foi avaliar a prevaléncia de Bartonella spp. em
500 doadores de sangue do Hemocentro de Campinas/SP. Foram utilizados
métodos moleculares (PCR convencional, PCR nestede PCR em tempo real) para o
diagndstico da infeccdo assintomatica por Bartonella spp.. Foi extraido DNA de
amostras de sangue e das culturas liquidas que foram analisadas por: (A) PCR
convencional para duas regides génicas, (A1) a /TS que tem como alvo o género
Bartonella e (A2) a gltA especifica para Bartonella henselae; (B) PCR de dupla
amplificacao (nested) paraaregiao ftisZ e (C) PCR em tempo real para a regido gl/tA,
ambas espécie-especificas para B. henselae. Considerando as quatro reagdes
realizadas obtiveram-se 30/500 (6%) positivos do DNA extraido do sangue; 77/500
(15,4%) positivos do DNA extraido de cultura liguida sendo que cinco amostras
foram positivas paraambas as amostras. No total, 102/500 (20,4%) doadores foram
positivos. A analise estatistica revelou que para este grupo: (1) a PCR convencional
para a regiao gltA é a menos sensivel; (2) a PCR em tempo real (g/tA) € o melhor
teste para cultura liquida; (3) para amostras de sangue ndo ha diferenca na
sensibilidade entre a PCR nested e a PCR em tempo real (g/tA). As amostras
utilizadas neste estudo ja haviam sido submetidas a pesquisa para este mesmo
agente utilizando apenas PCR convencional na cultura liquida. Dezesseis (3,2%)
amostras foram positivas anteriormente, e, destas, 13 foram negativas na nova
investigacdo. Conclui-se que o uso de cultura liquida combinado a diferentes testes
moleculares aumentam a possibilidade de detectar a infeccdo assintomatica por
estas bactérias, mas ndo evitam resultados falso-negativos. Considerando-se
também os resultados obtidos anteriormente, o DNA de Bartonella spp. foi
identificado ou o agente isolado em 23% dos doadores analisados. Constatou-se
alta prevaléncia de Bartonella spp. no sangue de doadores. Os resultados
apresentados estabelecem a necessidade de umareavaliacao pelas autoridades de
saude publica dos riscos e do impacto da transmiss&o de Bartonella spp. por meio
de transfusd6es sanguineas, especialmente para os pacientes imunodeficientes.

Como também demostrado, a baixa bacteremia e a caracteristica fastidiosa da



bactéria sao desafios ao diagndstico laboratorial e podem dificultar a confirmacao da
infeccdo em pacientes com bartoneloses.

Palavras-chave: Bartonella; Doadores de Sangue;Reacdo em Cadeiada
Polimerase; Diagndstico.



ABSTRACT

The Bartonella genus consists of reemerging and neglected pathogens,
associated with a broad spectrum of potentially fatal human diseases. There is no
gold standard forthe diagnosis ofthese agents. The aim of this work was to evaluate
Bartonellaspp.prevalence in 500 blood donors from Campinas/Sao Paulo. We used
molecular methods (conventional PCR, nested PCR and real time PCR) in the
diagnosis of Bartonella sp. asymptomatic infection. DNA was extracted from blood
samples and from liquid cultures. These samples were analyzed by: (A) conventional
PCR for two gene regions, (A;) the ITS targeting the genus Bartonella and (Ay) the
specific gltA Bartonella henselae; (B) nested PCR for the ftsZ region and (C) real-
time PCR for the gltA region, both species-specific for B. henselae. Considering the
four reactions performed, we got 30/500 (6%) positives from DNA extracted from the
blood; 77/500 (15.4%) positives from DNA extracted from liquid culture and five
samples were positive for both samples. In total, 102/500 (20.4%) donors were
positive. Statistical analysis revealed that: (1) conventional PCR for the gltA region is
the less sensitive; (2) real-time PCR (gltA) is the best test for liquid culture; (3) for
blood samples there is no difference in sensitivitybetween nested PCR and real-time
PCR (gltA). The samples used in this study had already been submitted for
Bartonella spp. diagnosis using only conventional PCR in the liquid culture. Sixteen
samples (3.2%) were positives previouslyand, from these samples, 13 were neg ative
in the new investigation. We concluded that the use of liquid culture combined with
different moleculartests increases the possibility of detecting asymptomatic infection
by these bacteria, but the tests do not avoid false-negative results. Considering also
the results obtained previously, the DNA of Bartonella spp. was identified or the
agent isolated in 23% of analyzed blood donors. This study revealed a high
prevalence of Bartonellaspp.inthe blood of donors. The presented results establish
the need for an evaluation by the public health authorities of the risks and impact of
the transmission of Bartonella spp. by blood transfusions, especially for
immunodeficientpatients. As demonstrated bythese results, the low bacteremia and
the fastidious characteristic of the bacterium are challenges to the laboratory
diagnosis and can make difficult the confirmation of the infection in patients with
bartonelloses.

Keywords: Bartonella;Blood Donors; Polymerase Chain Reaction; Diagnosis.
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1. Introducao

O g¢género Bartonella é composto de pequenas bactérias
cocobacilares, gram-negativas, intracelulares facultativas, pertencentes ao
subgrupo alpha-2 da classe Proteobacteria (1). Entre suas caracteristicas mais
marcantes estdo o crescimento fastidioso, com necessidade de meios
enriquecidos com sangue e de atmosfera com 5% de gas carbénico (2-5).
Também sao conhecidas porinfectarem eritrocitos, células endoteliais, células
dendriticas e macréfagos, geralmente causando bacteremia crénica e ciclica
em seus hospedeiros (4,6-8). As bactérias deste género tém sido relacionadas
a doengas descritas ha centenas de anos, visto que reliquias do império Inca
retratam caracteristicas da verruga peruana, uma das bartoneloses classicas
(9,10).

Atualmente o género Bartonella compreende pelo menos 45
espécies e subespécies descritas, sendo que pelo menos 16 delas sao
patogénicas ao homem. Destas, trés espécies de Bartonella estao associadas
ao maior numero de manifestacdes clinicas em seres humanos. Sao elas:
Bartonella bacilliformis, Bartonella quintana e Bartonella henselae (11).

A primeira espécie de Bartonella descrita foi a B. bacilliformis
identificada pelo microbiologista argentino Alberto Barton que estudava uma
doenca endémica no Peru, transmitida por um flebotomineo (Lutzomyia
verrucarum). A doenga, endémica na Regido dos Andes, € bifasica: a fase
aguda (febre de Oroya) a qual € caracterizada por uma bacteremia
intraeritrocitaria que resulta em uma anemia hemolitica fatal em 8% dos casos
atualmente,mas que chegavaa 90% dos casos na era pré-antibiotico, e a fase
cronica (verruga peruana) que consiste em tumores vasculares que se originam
de células endoteliais colonizadas. Também é conhecida por doenca de
Carrion, em homenagem ao médico peruano Daniel Carrién, que em 1885
inoculou em simesmo material proveniente de uma lesao cutanea de verruga
peruana e faleceu durante a fase aguda da infeccéo. Atingiu seu objetivo de
comprovar que as duas fases eram causadas pelo mesmo agente (12,13). A

B. bacilliformis tem como hospedeiro reservatério os humanos (13).
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Os humanostambém s&o considerados o reservatério priméariode B.
quintana, a qual é transmitida pelo piolho de corpo humano (Pediculus
humanus corporis). Esta espécie foi identificada como o agente da febre
quintana,também conhecida como febre das trincheiras, pelo microbiologista
brasileiro Enrique da Rocha Lima quando investigava o tifo para o governo
alemao durante a Primeira Guerra Mundial (14). O agente causou grandes
epidemias infectando mais de um milhdo de soldados durante a Primeira
Guerra Mundial (15). Reemergiu no final do século passado, descrita
principalmente em pacientes sem-teto e alcodlicos crénicos. Esta doencga é
caracterizada pelo aparecimento de uma febre subita acompanhada por uma
bacteremia intraeritrocitaria tipicamente de cinco dias de duracao e recorréncia
(3-5 por ano) ap6s periodos assintomaticos (16). Esta espécie também pode
causarangiomatose bacilar,lesdes em que as bactérias sao encontradas em
estreita associacdo com a proliferacao de células endoteliais e pode ser
acompanhada por doencga visceral disseminada, tanto em imunod eficientes
como em imunocompetentes (17,18), e bacteremia crénica. Napele, as lesées
sao indistinguiveis da verruga peruana. Adicionalmente trata-se da espécie
mais comumente associada a endocardite cultura negativa, que caracteriza-se
pela inflamacdo do endocardio sem etiologia definida e em que n&o ha
identificacdao do agente mesmo apdés ainoculacao de pelo menos trés amostras
de sangue independentes em hemocultura de rotina com incubacgao de cinco
dias além de subcultura (5, 14,19, 20).

A B. henselae foi assim denominada em homenagem a
microbiologista Diane Hensel que contribuiu para o seu isolamento inicial (21).
Os gatos sdo o reservatorio primario, sendo considerados os principais
responsaveis pela transmissdo aos humanos (22). Entre os gatos, este
microorganismo € transmitido por pulgas (Ctenocephalides felis) e a
transmiss&o ndo ocorre sem os ectoparasitas, mesmo que se arranhem. Os
caes também sao relacionados como reservatorios (16). A B. henselae é a
espécie mais frequentemente associada a doencas humanas (16, 18, 23).E o
agente causadorda doengada arranhadura do gato (DAG), cujatransmissao é
associada a arranhaduras de gatos infectados possivelmente possibilitando
contato dérmico com fezes infectadas das pulgas (24). Geralmente apos trés
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semanas de infeccdo ha o aparecimento de linfonodomegalia unilateral no
linfonodo mais préximo da regido da lesdo. E causa comum de
linfonodomegalia em criangcas as quais também podem apresentar dor de
cabeca, febre ou esplenomegalia. Frequentemente a DAG é autolimitada e o
tratamento com antibidéticos é questionavel uma vez que estudos
demonstraram ndo haver mudang¢a na evolugao da doenca com seu uso (1).
Em alguns casos, pode ocorrer manifestagcdes oculares, como a sindrome de
Parinaud e a neurorretinite, encefalopatias ou osteomielites (25). A B. henselae
também pode provocar outras manifestagdes sendo as mais descritas:
angiomatose bacilar; endocardite cultura negativa; peliose bacilar, que é
caracterizada por lesdes angioproliferativas associadas a dilatacdes capilares e
formacao de espacos cavernosos cheios de sangue afetando o figado, o baco
ou a medula 6ssea (18, 26, 27), e febre de origem indeterminada (FOI), que
caracteriza-se por febre recorrente de pelo menos 38,3°C persistente por mais

de trés semanas (28, 29) .

Quadro 1. Espécies de Bartonella patogénicas ao homem e suas
manifestacdes clinicas.

Bartonella spp. Reservatério Vetor Manifestagdes em humanos
B. bacilliformis Homem Lutzomia verrucarum Doenga de Carrion
(febre de Oroya e verruga peruana)
B. quintana Homem Piolho de corpo Febr.e das trincheir.as, angiomat?se
bacilar, bacteremia e endocardite
DAG, linfonodomegalia,
B. henselae Gato Pulga angiomatose bacilar, endocardite,
bacteremia e etc.
B. clarridgeiae Gato Pulga DAG, linfonodomegalia, febre e papula
B. koehlerae Gato Pulga Endoc? rdite, c?ores nas juntas,
fadiga, ansiedade e etc.
B. alsatica Coelho Desconhecido Endocardite e linfadenite
B. elizabethae Rato Desconhecido Endocardite e neurorretinite
B. grahamii Camundongo e ratazana Pulgas de roedores Neurorretinite e DAG
B. rochalimae Raposa, guaxinim e coiote Pulga Bacteremia, esplenomegalia e febre
B. tamiae Ratos (?) Acaros (?) Bacteremia e febre
B. vinsonii subsp. arupensis Camundongo Carrapatos (?) Bacteremia, febre e endocardite (?)
B. vinsonii subsp. berkhoffii Cachorro Carrapatos (?) Endocardite
B. washoensis Esquilo Desconhecido Miocardite e endocardite (?)
B. melophagi Carneiro Desconhecido Tosse seca, fadiga, fraqueza
B. mayotimonensis Desconhecido Desconhecido Endocardite
B. ancashensis Homem (?) Lutzomia verrucarum (?) Verruga peruana
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Além destas trés espécies patogénicas ao homem, outras 13 tém
sidorelacionadas a doencas em humanos. No quadro 1, adaptado e atualizado
de Kaiser et al. (16) e Chomel & Kasten (30), & possivel obter um panorama
geral dos seus reservatorios, vetores e manifestacdes descritas em humanos
(5,7, 31-33).

Diversas outras manifestacdes ja foram relacionadas a infeccao por
Bartonella spp., tais como: indisposicao, fadiga, insdnia, perda da memoéria,
esplenomegalia, hepatite, meningites, etc.. Ainfeccdo em alguns casos pode
até mesmo ser fatal (13, 18, 24, 34-36).

A diversidade das manifestagdes clinicas pode estar relacionada a
diversos fatores, entre eles: a variedade de espécies e cepas, 0 que levaria a
diferengas na sua patogenicidade e ao desenvolvimento de quadros clinicos
mais ou menos graves (37,38);diferencas na respostaimune do hospedeiro e
outros fenbmenos como coinfeccdo, imunossupressdo, doencas nao
infecciosas concomitantes e desnutricao (7).

Varias cepas regionais ja foram descritas. No Brasil, Diniz et al.
depositaram,sob o numero de acesso DQ346666, a cepa B. henselae Brazil-1,
sequenciada a partir de amostra de sangue de céo da regido de Botucatu e
que diferia das cepas até entdo presentes no GenBank® (39). Sequéncia 100%
homéloga foi encontrada em paciente de Minas Gerais atendido no Hospital
das Clinicas da Unicamp (40) e em doadores de sangue (41). Estes dados
sugerem haver,pelo menos, uma cepa brasileira da B. henselae, ainda que a
mesma ja tenha sido descrita fora do pais (42).

Apesarde serumadoenca negligenciada mesmo dentre as doencgas
negligenciadas, uma vez que as bartoneloses n&o constam na lista da
Organizacao Mundial da Saude (43), as publicagbes sobre o tema vém
crescendo ao longo dos anos (Figura 1). O levantamento foi realizado
utilizando a base Scopus com todas as publicagdes desde areclassificagcao do
género de Rochalimae para Bartonella (1993) até novembro de 2017 e que

tivesse “Bartonella” no titulo, no resumo ou nas palavras -chave.
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Figura 1. Gréfico feito pela base de dados Scopus do numero de publicagdes
com “Bartonella” desde o ano de reclassificacdo do género Bartonella (1993)

até novembro de 2017.

1.1. Transmissao

Muitos artrépodes como o piolho de corpo humano, as pulgas de
gato, mosquitos e carrapatos ja foram confirmados como vetores competentes
na transmisséo de diversas especies de Bartonella. Essa grande diversidade
de vetores sugere uma adaptacao seletiva de espécies de Bartonella com 0s
hospedeiros mamiferos e os vetores (6, 44, 45).

A estratégia dos agentes do género Bartonellade causar bacteremia
intraeritrocitaria prolongada em varios hospedeiros é provavelmente uma
adaptacao especifica a transmissao por artrépodes hematéfagos (27, 46).
Contudo, é conhecido que a B. bacilliformis pode causar uma hemdlise
massiva dos eritrocitos colonizados causando uma anemia hemolitica
potencialmente fatal (4). Intensa anemia também ja foi descrita em pacientes
com infecgéo por B. henselae (40, 47).

Alguns autores acreditam que o principal modo de transmissao de B.
henselae para humanos seria por meio de trauma cutdneo causado
principalmente pelo arranh&o de gato (22, 36). Porém, o trauma nao é

suficiente natransmissao entre gatos, sema presencade pulgas (48).Ja foram
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relatados casos de transmissao por acidente percutaneo em veterinarios (49,
50).

Outras formas de transmissao tém sido relacionadas as infecgcoes
por Bartonella sp. como o transplante de 6rgaos soélidos (rim e figado), e
transmisséo vertical (24, 51-54).

A transmissdo por transfusao sanguinea parece ser possivel. Em
relato de caso de Pons et al. é descritaa transmissao de B. bacilliformis ap6s
transfusdo de plaquetas de doador de sangue assintomatico (55). Estudo
realizado na Unicamp demonstrou que B. henselae permaneceu viavel por 35
dias em bolsas de sangue infectadas experimentalmente e estocadas a 4°C
(56). Este estudo foi utilizado para incluir a bactéria como patdégeno possivel de
ser transmitido por transfusdo sanguinea pela American Association of Blood
Banks (AABB). Outro trabalho realizado por Ruiz et al. demonstrou que a B.
bacilliformis permaneceu viavel nas amostras coletadas de pacientes com
sintomas de doenca de Carrion apds 30 meses de estocagem a 4°C (57).0
grupo de pesquisa da Unicamp realizou um experimento em que foram
infectados camundongos via intraperitoneal com 30 yL de uma suspensao a
10*unidades formadoras de colénia (UFC) de B. henselae. Apés trés dias, os
animais foram eutanaziados e quatro outros animais foram transfundidos com
sangue dos animais infectados. Metade dos animais que receberam transfusao
de sangue de animais inoculados intraperitonealmente com B. henselae
apresentaram PCR (Reagcdo em Cadeia da Polimerase) positiva no baco,
embora os testes moleculares de sangue tivessem sido negativos para B.
henselae em todos os animais transfundidos (58).

Existe o risco real de que um doador de sangue, infectado por
Bartonella spp., porém assintomatico, tenha suas hemacias contendo estes
agentes. Em 2010, foi publicado o primeiro caso de sangue doado infectado
por B. henselae (59). Estes resultados estabelecem a necessidade de
reavaliacdo da transmissao de Bartonella spp. por transfusdes de sangue,

especialmente em pacientes imunodeficientes .
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1.2. Métodos diagnosticos laboratoriais

Nao existe um diagndstico laboratorial padrdao para as infeccoes
causadas por Bartonella spp.. E cada vez mais claro que nenhum método
diagndstico disponivel atualmente confirmaré ainfecgcdo com Bartonellasp. em
todos os pacientes imunocompetentes infectados, uma vez que este grupo
apresenta baixa bacteremia, o que dificulta ainda mais a deteccao (15). Hoje é
evidente que varias técnicas precisam ser utilizadas concomitantemente para
evitar resultados falso-negativos (60). O diagnostico laboratorial € baseado
principalmente em sorologia por imunofluorescéncia indireta (IFl), cultura ou

PCR (Reacao em cadeia da polimerase) (12,13, 61).

1.2.1. Métodos diagnodsticos imunolégicos

A IFI é o método diagnoéstico mais utilizado por causa da sua
simplicidade. Entretanto, os métodos imunolégicos apresentam algumas
limitacbes como:reagao cruzada entre as espécies e com diversos patdégenos,
ja descrita em varios trabalhos, o que acarretaria falsos -positivos (por exemplo
na IFApara IgM que apresentou 80% de reatividade com o virus Epstein-Barr)
além do fato que os antigenos de kits comerciais sao restritos a poucas
espécies (62, 63). Outros fatores que devem ser considerados sdo a
heterogeneidade entre as cepas e genoétipos de Bartonellaspp., as diferengas
de parametros de analise entre laboratérios e a subjetividade das leituras dos
resultados de IFA; além da baixa sensibilidade dos testes de IgM, também
relacionados aos diferentes gendtipos distribuidos regionalmente (13, 61, 64).

E importante ressaltar que os anticorpos IgG permanecem
circulantes por periodos prolongados em gatos experimentalmente infectados e
que, em humanos, a prevaléncia de anticorpos contra Bartonella spp. varia de
acordo com a idade dos individuos investigados (adultos possuem maiores
taxas de prevaléncia do que criangas) (64, 65). Aiém disso, para uma clara
interpretacdo da soroprevaléncia de uma area geografica em particular, a
utilizacdo de antigenos regionais deve serconsiderada (64). Ja foram descritos
resultados falso-negativos em amostras japonesas ao se utilizar antigenos
americanos na realizacdo de IFA (IgM). Ao utilizar antigenos desenvolvidos a
partir de cepas locais, houve o0 aumento de deteccdo em 7% (6/85) (66).
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Trabalho realizado por Edouard et al. (67) sugere a utilizacdo de
Western blotting para o diagnéstico de endocardite causada por Bartonella sp.,
possibilitando inclusive a identificacdo da espécie. No entanto, neste trabalho a
técnica foi utilizada em amostras previamente positivas na sorologia (IFA).
Outro fator a ser considerado é que a técnica de Western blotting é muito
trabalhosa e nao é facilmente reproduzida (68).

Varios trabalhos demonstram que néo ha correlacéo entre PCR e
sorologia positiva. Em trabalho realizado por Maggi et al., apenas 30,4% das
amostras positivas na PCR apresentaram positividade na sorologia (60). No
trabalho ja citado com 500 doadores do Hemocentro, apenas trés dos doadores
reagentes na IFl tiveram PCR positiva (41).

Um dos critérios para o diagnéstico etiol6gico de endocardite cultura
negativa € a IFl para anticorpos anti-Bartonella sp. (IgG) com titulos =800.
Porém, ja foram descritos pacientes com endocardite causada por Bartonella
sp.com titulos menores de 1:100 (67).

Em geral, o teste soroldégico ndo deve ser utilizado como Unica
ferramenta diagndstica e, em caso de positividade, deve ser interpretado
apenas como uma exposicao anterior a Bartonella sp.. O teste sorologico deve
ser utilizado em conjunto com outras técnicas como cultura e a PCR para

garantir a fidelidade do diagnéstico (7).

1.2.2. Cultura microbioldgica

O isolamento da maioria das espécies de Bartonella em placas de
agar sangue requer um extenso periodo de incubacao (de 6 a 8 semanas) a
35°C, em atmosfera saturada de agua e contendo 5% de CO, (22, 65, 69). O
isolamento primario em hospedeiros nao reservatorios e/ou imunocompetentes,
assim como em humanos com DAG ou em caes com infec¢cdes causadas por
Bartonellasp.,requermeios especificos e incubacao prolongada e raramente
se obtém sucesso (5,22,69, 70). Dificiilmente hd o isolamento em cultura direta
de sangue ou outras amostras (liquor, fluidos articulares ou efusdes cavitarias)
em agar sangue (7).

A cultura liquida de Bartonella spp. aumenta a sensibilidade de
deteccdo da infeccao por estas bactérias por métodos moleculares (69-71). O

desenwvolvimento de um meio de cultura liquido denominado BAPGM® que
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permite o crescimento de, pelo menos, sete espécies de Bartonellapossibilitou
a melhora do isolamento diagnéstico. Este meio é utilizado para pré-
enriquecimento e, combinado com diagndsticos moleculares, aumentou o
sucesso e asensibilidade da cultura para diagnéstico tanto em animais como
em humanos (15,69, 72).

1.2.3. Microscopia

A histologia ndo é frequentemente utilizada como método
diagndstico, mas pode ter grande utilidade para casos de angiomatose bacilar,
verruga peruana e DAG. As duas primeiras entidades s&o histologicamente
indistinguiveis. Caracterizam-se por proliferacéo endotelial disposta em I6bulos
com vasos centrais mais diferenciados. Tanto histolégica como clinicamente
lembram o granuloma piogénico. A presencga de infiltrado inflamatério agudo e
croénico, com leucdcitos no interior dos |ébulos é achado que sugere o
diagnostico. Na DAG, os achados histolégicos sdo semelhantes na lesdo
primaria e no linfonodo acometido, constituindo-se de granulomas com area
necrotica central, circundada por linfocitos e histiécitos e com infiltrado
neutrofilico, formando microabscessos (26).

Assim, o0 exame histolégico em um estagio inicial da doenca, de fato,
mostra apenas hiperplasia linféide e proliferagdo vascular. Por outro lado,
guando ha granulomas bem formados, o diagndéstico diferencial em relacao a

tuberculose ou outras doencas infecciosas granulomatosas pode ser muito
dificil (73).

1.2.4. PCR

Assim como para os outros métodos diagnésticos, nao existe um
consenso sobre os melhores primers e condicoes a serem usadas na PCR
para deteccao de DNA de bartonela. Varios artigos descrevem as regides do
gene 16S rRNA, a regido intergénica (/TS) 16S-23S rRNA, o gene da citrato
sintase, ou da riboflavina sintase, o gene groEL , 0 gene ftsZ, 0 gene gltAou o
gene da subunidade beta da RNA polimerase como as mais eficientes e
promissoras na detecgéo e diferenciacado das diferentes espécies de Bartonella
(74, 75). Além dos primers que determinam a regido a ser amplificada e,

portanto, a sensibilidade da reacao, a técnica da PCR escolhida também
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influencia no sucesso do diagnéstico. A PCR nested (PCR de dupla
amplificagdo) pode aumentar muito a sensibilidade da deteccdo assim como a
PCR em tempo real (PCR Real Time) (12,65,71, 76).

A grande vantagem dos métodos diagndsticos moleculares como a
PCR é a rapidez do resultado quando comparado ao da cultura, que é
prolongada, além da possivel identificagdo da espécie causadora da infec¢éo
(77). A partir do desenwolvimento de testes por PCR mais sensiveis e
especificos, existe a possibilidade de diagnosticar a infecgdo rapidamente,
mesmo que a bacteremia seja baixa. Este teste poderia ser utilizado
rotineiramente para o diagndstico de pacientes ou mesmo na triagem dos
doadores de sangue, evitando assim a transmissao deste agente.

Apesar destas vantagens, existem algumas limitacées do uso da
PCR: a possibilidade de resultados falso-positivos por contaminagcao por DNA
de controle oude amostras positivas anteriormente; resultados falso-negativos
por terem quantidade de DNA inferior ao limite de detecgdo. Além disso,
encontrar o DNA do patdégeno na amostra ndo predizcom garantia total uma

infeccéo ativa (78,79).

1.3. Epidemiologia

O género Bartonella esta presente em todo o mundo, embora as
doencas nao sejam relatadas em muitos paises (80). Algumas espécies sao
endémicas de determinadas areas, como a B. bacilliformis que é restrita a
regiao dos Andes (Peru, Coldmbia e Equador). Esta distribuicao geogréfica
limitada de algumas espécies reflete a distribuicdo de seus hospedeiros e
vetores. As espécies B. quintana e B. henselae estao presentes ao redor do
mundo porque possuem hospedeiros (humanos e gatos) e vetores (piolhos de
corpo e pulgas) também com distribuicdo mundial (23, 80, 81).

N&o existem dados suficientes para determinar a exata prevaléncia
da bacteremia causada por Bartonella spp. (80). Estimou-se que, a cada ano,
ocorram vinte e quatro mil casos de DAG nos Estados Unidos, o que resultaria
em duas mil internacées e que o custo estimado desta doenca é de,
aproximadamente, doze milhées de dolares (23). A soroprevaléncia em
humanos variade 1,5 a 77,5%,sendo a menortaxa encontrada no Reino Unido

e a maior na Peru (82). No Brasil, estudo realizado em 2001, com 437
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individuos de 5 a 92 anos da cidade de Piau-MG, revelou soroprevaléncia de
13,7% e 12,8% para B. henselae e B. quintanarespectivamente (41, 83). Outro
trabalho, realizado com pacientes cardiopatas (trés grupos: portadores de
arritmias, endocardite e pacientes com doenga de Chagas) do Brasil e grupo
controle brasileiro, mostrou positividade na PCR para Bartonella spp.de 40,5%
(60/148) nos pacientes cardiopatas versus 1,8% (1/56) do grupo controle. A
analise separada dos quatro grupos mostrou que o risco de um paciente
brasileiro com endocardite estar infectado com Bartonella sp. foi 22 vezes
maior do que nos controles. Em pacientes de arritmia, o risco da infecgao foi de
45 vezes maior quando comparado com 0os mesmos controles e 40 vezes
maior para pacientes com cardiomiopatia chagasica (84).

Ndo existem muitos trabalhos de prevaléncia de infecgdo por
Bartonella sp. em humanos assintomaticos, como é possivel observar no
quadro 2. Para o levantamento bibliografico mostrado neste quadro, buscou-se
nas bases de dados do Scholar Google, Pubmed e Scopus os artigos
publicados entre 2009 (ano de coleta das amostras deste estudo) até

novembro de 2017, com “blood donors” e “Bartonella” no titulo ou no resumo.
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Quadro 2. Levantamento nas bases de dados do Scholar Google, Pubmed e
Scopus dos artigos publicados entre 2009 até novembro de 2017, com “blood
donors” e “Bartonella” no titulo ou no resumo.

Pais p:s?t?va Imunofluorescéncia positiva Referéncia
Turquia NT 48/800 (6%) 1gG B. henselae Y”Z”(;gg gs?’-
Croacia NT 31/54 (57,4%) 1gG B. henselae Pangak (gé)a"
Grécia NT 104/481 (21,6%) 1gG B. henselae M'”zagg'g'(ss%f ar.

Brasil NT 43/125 (34%) 19G B. henselae Haas gs?l'

China NT 52/351 (14,81%) I9G B. henselae ;5*1”062233;'
Brasil 1/56 (1,8%) NT C%g?g (eéof)‘”-
Italia NT 13/122 (11,4%) 1gG B. henselae Maggrzet(%%t al.
Eg'r:‘f:;z NT 0/472 (0%) IgG B. henselae "";8?2 (eéza)’-
Namibia NT 3/319 (2,9%) 19G B. henselae Ngg$2 g;;”-
Turquia NT 3,3% (11/333) IgG B. henselae e g 45)""
Austria NT 1/100 (1%) ll%% BB&ZZ?;E%ZZMOO (22%) Mg(l)l% % g)/.
Peru 1/42 (2,38%) NT ongfee(gg;-

NT: Nao testado

Como é possivel observar no quadro 2, foram realizados apenas tés
trabalhos com PCR para deteccdo de Bartonella sp. em assintoméaticos no
periodo pesquisado, sendo que dois deles foram realizados no Brasil e
prevaléncia variou de 1,8% a 3,2%. Em ambos foi realizada apenas uma

reacao de triagem em cada amostra (41, 90).

Ao realizar levantamento semelhante, mas sem considerar
doadores de sangue, € possivel verificar que ha poucos trabalhos publicados
utilizando PCR como método diagnéstico e com numero consideravel de
pacientes. Para o levantamento bibliografico mostrado no quadro 3, buscou-se
nas bases de dados do Scholar Google, Pubmed e Scopus os artigos
publicados entre 2009 e novembro de 2017, com “PCR” e “Bartonella” no titulo.

Foram excluidos os trabalhos que nao foram realizados com humanos e com
menos de 30 individuos.
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Quadro 3. Levantamento nas bases de dados do Scholar Google, Pubmed e
Scopus dos artigos publicados entre 2009 (ano de coleta das amostras deste

estudo) até novembro de 2017, com “PCR” e “Bartonella” no titulo.

, N2 de pacientes/ PCR positiva Manifestagoes a .
Pais . . Referéncia
Populagdo estudada (amostra) clinicas
192 Fadiga, ins6nia,
EUA Pacientes com 46 (23,9%) Bartonella spp. dor nas Maggietal.
o . | (sangue, soro e cultura liquida) | articulages e dor 2011 (60)
exposi¢do a animais
muscular
40 (13,5%) B. henselae
296 54 (18,2%) B. koehlerae Artralgia/artrite, Maggi et al
EUA Pacientes 10 (3,4%) B. vinsonii subsp. Fadiga crbnica e 2012 (97)'
reumatoldgicos Berk hoffii fibromialgia
(sangue, soro e cultura liquida)
48/52 (92,0%) Bartonella spp.
106 (valvas cardiacas)
Franca Pacientes com 20/60 (33,0%) Bartonella spp. Endocardite Edouard et al.
endocardite (sangue) 2014 (67)
25/70 (36,0%) Bartonella spp.
(soro)
2 (2,25%) B. henselae
89 3(3,37%) B. vinso'r'rii subsp. ' - Oteo et al.
Espanha Veterinarios berkhoffii Assintomatico 2017 (98)
2 (2,25%) B. quintana
(sangue e cultura liquida)
Franca 83 28 (33,73%) Bartonella spp. DAG Hobson et al.

Pacientes com DAG

(aspirado de linfonodo)

2017 (99)

Praticamente todos os trabalhos citados no quadro 3 utilizaram PCR

para amplificacdo de apenas uma regido. Os dois trabalhos do Maggi et al.

foram realizados com os mesmos primerspara PCR convencional (regido /TS).

O trabalho de Hobson et al. também utilizou apenas PCR convencional, mas

paraa regido ribC.Ja o trabalho de Oteo et al. utilizou PCR convencional e em

tempo real, mas as duas com os mesmos primers utilizados nos trabalhos de

Maggi et al. (ITS). Apenas o trabalho de Edouard et al. realizou PCR para

regides distintas, mas sé nas amostras previamente positivas na PCR em

tempo real para a regidao /TS, ou seja, as outras reacdes, para as regioes

pap31e YOP foram utilizadas apenas para confirmacéao do primeiro resultado.
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1.4. Diagnéstico desafiador

Além do amplo expectro de manifestacdes clinicas, pode haver
ainda bacteremia assintomatica, bem reconhecido no periodo intercrise da
febre das trincheiras (41). O crescimento lento, mesmo em meio de cultura
especifico, a necessidade de meios enriquecidos e atmosfera rica em CO,,
além da bacteremia ciclica e baixa tornam o diagnéstico laboratorial das
bartoneloses um desafio, como pode ser exemplificado pelo relato de caso a
segquir (4,8, 18).

Homem, 62 anos, hipertenso e diabético, com antecedentes de
tabagismo e etilismo, contato com caes e historico de picada por carrapatos
apresentou-se no Hospital das Clinicas da Unicamp referindo, havia dois
meses, febre, tosse e perda de 13 kg. Nao apresentava linfonodo ou
visceromegalias indicativas de bartonelose. Apresentava-se anémico
(hemoglobina 6,1g/dL). A pesquisa de bacilos alcool-acidos resistentes no
escarro e o teste tuberculinico foram negativos. A broncoscopia apresentou
resultados microbiol6gicos e citolégicos normais. Quinze hemoculturas de
rotina, além de culturas para micobactérias, ndo apresentaram crescimento
bacteriano. Exames soroldgicos foram negativos para bartonelose, coxielose,
erliquiose, riquetisioses, brucelose, paracoccidioidomicose, sifilis,
toxoplasmose, hepattes B e C e infeccdo pelo HIV. A tomografia
computadorizada (TC) de térax mostrou um nédulo de 0,8 cm no segmento
posteriordo |6bulo pulmonar superior esquerdo e um pequeno derrame pleural
bilateral. Além disso, a TC de abdomen mostrou esplenomegalia e a
cintilografia com gélio 67 sugeriu uma inflamagéao infecciosa nos pulmaes,
hepatoesplenomegalia e artrite nos joelhos. Durante 40 dias o paciente foi
tratado empiricamente com amoxicilina + acido clavulanico, piperacilina de
sodio e tazobactam sédico. Durantes este periodo o paciente apresentou piora
do quadro. Dois dias antes de sua morte por choque séptico, foram solicitados
testes microbioldgicos e moleculares para bartonelose e iniciado tratamento
com imipenem, cloranfenicol, gentamicina e ceftriaxona por suspeita de choque
séptico. Todas as doses antimicrobianas utilizadas foram as preconizadas
internacionalmente (100).

Os testes moleculares realizados com o DNA extraido do sangue

foram negativos. A PCR de uma amostra de cultura liquida foi positiva apenas
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para a reacao de dupla amplificagdo. Foi possivel isolar colénias, apesar da
antibioterapiaem uso, e estas foram positivas em todos os testes moleculares
realizados (Quadro 4).

Quadro 4. Resultados de PCR para Bartfonellasp.do paciente descrito no
relato de caso.

Amostra de DNA
PCR Cultura Cultura
Sangue  |ouida  Solida
PCR convencional (/T7S)(39) Negativo  Negativo  Positivo
PCR de duplaamplificacao (fts2)(101) Negativo  Positivo Positivo
Resultado final Negativo  Positivo  Positivo

Os resultados deste paciente ilustram a ineficiéncia do tratamento
antibiético utilizado, além da dificuldade do diagnéstico laboratorial com
resultado falso-negativo na sorologia para B. henselae. Também é notavel a
diferencga entre as diferentes técnicas de PCR e como a realizacao de cultura
liqguida de enriquecimento e subculturaem meio sélido e ambientes especificos
permitiu o isolamento do agente. Todas estas dificuldades ja foram descritas
anteriormente na literatura (35,40, 102). Como é possivel observar, apesar dos
esforcos, o diagndstico de bartonelose ainda é muito dificil e demorado.

Em trabalho com gatos realizado pelo grupo de pesquisa da
Unicamp observou-se que 27,7% (31/112) dos animais estudados em
Campinas foram positivos na PCR convencional realizada a partir do DNA
extraido das culturas liquidas. Quando o mesmo material foi examinado com a
PCR de dupla amplificacdo 45,5% (51/112) dos gatos puderam ter DNA de
Bartonella spp. detectado. O DNA extraido diretamente do sangue também foi
testado por PCR de dupla amplificacdo, sendo que 76,8% (86/112) foram
positivos. Ao levar em consideragao todos os testes realizados nas amostras
de sangue e cultura liquida 90,2% (101/112) dos gatos tiveram DNA de
Bartonella spp. detectado (103).
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1.5.Projeto anterior com doadores de sangue

Sem financiamento nacional, 0 mesmo grupo de pesquisa, em
parceriacom pesquisadores da Universidade Johns Hopkins (EUA), investigou
a prevaléncia das espécies de Bartonellaem uma populagdo de doadores de
sangue de Campinas, sudeste do Brasil. As amostras de sangue de 500
doadores voluntarios foram incubadas em meio de crescimento liquido
BAPGM® (Bartonella Alpha-Proteobacteria Growth Liquid Medium) e cultivadas
a 37°C em 5% CO, durante 14 dias. Subsequentemente, amostras foram sub-
inoculadas em meio agar contendo 30% de sangue de carneiro por mais 42
dias. O recurso obtido permitia a realizacdo de uma unica reacédo de PCR de
todas as amostras e o DNA foi extraido da cultura liquida e foi testado por PCR
convencional especifico para o género Bartonella, que amplifica a regido ITS.
Os produtos amplificados foram sequenciados para a identificacao de espécies.
Os isolados gram-negativos obtidos da cultura sélida foram também testados
pela mesma técnica. Anticorpos IgG contra B. henselae e B. quintana foram
detectados por imunofluorescéncia indireta. Dezesseis doadores de sangue
(3,2%) foram positivos para Bartonella sp. na PCR apdés cultura em meios
liqguidos e sdlidos. O sequenciamento do DNA indicou que 15 amostras
mostraram identidade para B. henselae e uma amostra a B. clarridgeiae. Os
anticorpos contra B. henselae e B. quintanaforam detectados em 16,2% e 32%
dos 500 doadores, respectivamente (41, 104).

Ao considerar doadores de sangue assintomaticos, mas infectados com
Bartonella spp., existe a real possibilidade de transmissao desta bactéria por
transfusdo sanguinea. O receptor desta transfusdo pode manifestar os
sintomas da bartonelose, sem que este seja um diagndstico aventado pela
equipe médica,umavez que estadoenca é negligenciada, pouco conhecida e
o expectro de manifestacdes a elas associadas cresce rapidamente. Como a
infeccdo assintomatica pode ser crdnica, ndo existe necessariamente relacao
temporal entre infeccdo e a manifestacao clinica.

Como foi demonstrado no trabalho realizado anteriormente com
gatos (103), a combinacao de PCR diferentes e de amostras diferentes
aumentam as chances de detec¢ao do patégeno. Assim, foi proposto analisar
novamente as mesmas 500 amostras de doadores de sangue, coletando

aliquotas do sangue total e da cultura liquida para realizacdo de diferentes
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reacées moleculares.Isso porque com o desenvolvimento e a identificacdo de
uma metodologia diagndéstica melhor, seria possivel detectar a infeccao
causada por Bartonella sp., mesmo que subclinica, e no futuro utilizar como
ferramenta diagndstica ou mesmo de triagem dos doadores de sangue ou

orgaos solidos.
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2. Objetivos

2.1.Geral
. Avaliar a prevaléncia de Bartonellaspp.no sangue de 500 doadores

de sangue do Hemocentro de Campinas/SP utilizando quatro PCR distintas.

2.2.Especificos
o Padronizar método diagnostico potencialmente mais eficiente por

meiode PCR em temporeal (real-time) para a deteccao de Bartonella spp. em
humanos.

o Avaliar a presenca do DNA de Bartonella spp. por PCR em tempo
real do DNA extraido de sangue total e do DNA extraido de cultura liquida.

o Avaliar a presencado DNAde B. henselae por PCR de amplificacéo
dupla (PCR nested) do DNA extraido de sangue total e do DNA extraido de
cultura liquida.

o Avaliar a presencado DNAde Bartonellaspp.por PCR convencional
do DNA extraido de sangue total e cultura liquida com primers para duas
regides distintas.

. Comparar a sensibilidade dos métodos moleculares (PCR
convencional, PCR nested e PCR em tempo real) para o diagnéstico de
infeccdo assintomatica por Bartonella spp. em doadores de sangue do

Hemocentro de Campinas/SP.

o Compararos resultados obtidos no projeto anterior e ja publicados
(41) com o presente projeto, uma vez que as amostras utilizadas foram as

mesmas.
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3. Metodologia

Foram utilizadas as mesmas 500 amostras de doadores de sangue
do Hemocentro de Campinas que foram coletadas aleatoriamente no periodo
de novembro de 2009 a janeiro de 2010, durante procedimento de doacéao de
sangue, para a realizacao do projeto previamente descrito (41).

O projeto havia sido submetido ao Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) da Unicamp sob on°122/2005.No ano de 2015 foi reaprovado por essa
mesma comissao sob n?1.135.941 para a realizacao dos novos exames das
amostras estocadas (Anexo 1).

Novas amostras foram obtidas dos tubos com EDTA contendo o
sangue total dos doadores e dos frascos da cultura de enriquecimento que
havia sido realizada em meio liquido BAPGM® conforme ilustrado na figura 2.
Os tubos e os frascos estavam armazenadas em freezer a -20°C e novas
extracbes de DNAforam feitas a partir de aliquotas destes materiais.

500 doadores
de sangue

o —
Tubo de EDTA
om sangue tot.

Congelamento
a-20°C
i 1mL da cultura Extracao de PCR Convencional
liquida DNA > (Bartonella sp.)
/Cultura Liqujda\ Incubagao a 37°C com

PN

(2mL de sangue + > —_— agitacdo, tensdo de
@L de BAPGM@")/ CO, por 10 dias
[ —

Crescimento e Gram T
sugestivo

Meio sélido
37°C, tensdo de CO; | mmmmdp
por até 45 dias

Coleta e Extragao de
DNA

500uL da cultura
liquida

Figura 2. Fluxogramade materiais e métodos do projeto realizado anteriormente.
A sinalizacao em vermelho mostra quais amostras foram selecionadas para coleta
de novas aliquotas para a realizacdo do presente projeto.
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3.1.Extracao do DNA a partir do sangue total
A extracdo de DNA a partir do sangue total foi realizada com
QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen®), de acordo com as recomendagdes do
fabricante. Foi realizada apenas uma alteracao: o DNAfoi eluido em 100uL ao
invés de 200 yL em agua Milli-Q e foi armazenado a -20°C até o momento de

uso.

Em cada extracdo realizada foram adicionados dois controles:

. “branco de extragdo”: tubo em que foram adicionadas todas as
solugdes da extracdo, mas sem amostra inicial;
o “controle positivo”: cepa padrao de B. henselae Houston (ATCC

49882) suspensa em sangue total.

3.2. Extracao do DNA a partir da cultura liquida
Uma aliquota de 1mL de cultura liquida foi centrifugada por 5

minutos a 6.000x g para concentrar as células na parte inferior do tubo. Apds
esta etapa foram submetidas a extracdo de DNA utilizando o QlAamp DNA Mini
Kit (Qiagen®) de acordo com as recomendagdes do fabricante. O DNA foi

eluidoem 100uL de agua Milli-Q e armazenado a -20°C até o momento de uso.

Em cada extracao realizada foram adicionados trés controles:
o “branco de extragao”: tubo com todas as solugdes da extracdo, mas
sem amostra inicial;
o “controle negativo”: meio liquido BAPGM® sem indculo e que foi
incubado nas mesmas condigdes que as amostras;

o “controle positivo”: cepa padrao de B. henselae Houston (ATCC
49882).
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3.3. Amplificacao do DNA

Em todas as reac¢des foram adicionados trés controles:

e ‘“branco de PCR”: tubo com apenas os reagentes de cada reacao e ao
inves do DNA, foi colocada a mesma agua utilizada na preparagao da
reacao

e ‘“controle positivo”: DNA extraido de cepa de B. henselae

e diluicbes seriadas de DNA de B. henselae de modo a determinar a
sensibilidade e o limite de deteccao de cada reacéao.

As diluicbes seriadas foram calculadas da seguinte maneira: a partir
do numero de pares de bases do genoma completo da B. henselae obtido
do GenBank® (Bartonella henselae strain Houston-lchromosome, complete
genome. Numero de acesso: CP020742.1) foi possivel calcular o peso
moleculardo seu genoma inteiro poruma ferramenta matematica disponivel
no site www.changbioscience.com/genetics/mw.html . Acepa padrao de B.
henselae (B. henselae Houston — | ATCC 49882) foi extraida e quantificada
por espectrofotometria (NanoDrop®). A partir destes dois dados foi possivel
calcular o numero de cépias por microlitro presente no DNA extraido da
cepa padrao. Realizaram-se diluicoes seriadas que foram testadas em 10
reacoes de PCR de cada técnica e para cada regiao. O menor numero de
copias amplificado em todas as 10 reacdes foi utilizado como a

sensibilidade analitica (Figura 3).

—> | Calculo do numero de cépias por pL
Numero de pares de bases do genoma da Dilui¢do do DNA: 103, 102, 50, 10,
Bartonella henselae 1copia

|

Calculo do peso molecular do genoma inteiro |
(ferramenta matematica)

!

Quantificacdo por espectrofotometria da
quantidade de DNA extraido da cepa padrao \l/

Realizagdo de 10 reagdes |

| Menor nimero comum de cépias |

| Limite de detecgdo da reagao |

Figura 3. Fluxogramado calculo do limite de deteccdo das PCR.
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Todas as amostras (tanto o DNA extraido do sangue total quanto o
de culturaliquida) foram testadas para todos os tipos de PCR descritos abaixo.
Em todas as reacgdes (exceto a PCR em tempo real) foi utilizada a enzima da

Promega (GoTag® Flexi).

3.3.1. PCR controle
Todas as amostras extraidas foram testadas com PCR para
amplificacdo de um gene constitutivo. Aregido escolhida foi um fragmento do
gene da gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH), o qual codifica uma
enzima relacionada com a glicélise e expressa por todas as células de
mamiferos. Esta reacdo tem como objetivo a verificacdo da qualidade do DNA
extraido, além da certificacao da inexisténcia de inibidores de amplificagéo. Os

detalhes da reacgao estdo descritos no quadro abaixo (Quadro 5).

Quadro 5. Sequénciados primerse protocolo da PCR controle.

PCR Controle (GAPDH)
GAPDH F-> 5 — CCTTCATTGACCTCAACTACAT - 3’
GAPDH R—> 5 — CCAAACTTGTCATGGATGACC — 3’
Re:,agente Volume (em pL) Ciclo
Agua 6,75
Tampao 5x incolor 3 95°C-2
MgCl,(25mM) 1,2 94° C-15"
dNTP (10uM) 0,3 57° C-15" } 35X
GADPH F (30uM) 0,3 72° C-15"
GADPH R (30uM) 0,3 72°C-2
Taq (5U/uL) 0,15 4°C—oo
Total Mix: 12 Tamanho esperado do
DNA 3 fragmento: Aprox. 350pb
3.3.2. PCR convencional

Todas as amostras de DNAforam submetidas a PCR convencional
para Bartonellasp.baseado naregido /TS, ou a regido intergénica 16S-23S do
RNAr (39). O limite de deteccao considerado para esta PCR foi de 50 copias.

Os detalhes da reacdo estédo descritos no quadro abaixo (Quadro 6).
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Quadro 6. Sequéncia dos primers e protocolo da PCR convencional ITS
baseado em um fragmento da regido intergénica 16S-23S do RNAr.

PCR Convencional (/ITS) — Para género Bartonella
ITS F> 5" — CTTCAGATGATGATCCCAAGCCTT(Y)TGGCG -3’
ITSR-> 5 — GAACCGACGACCCCCTGCTTGCAAAGCA -3’
Re:flgente Volume (em pL) Ciclo
Agua 9,875
Tampao 5x incolor 5 95°C-5%
MgCl, (25mM) 2 94° C-15"
dNTP (10uM) 0,5 66° C 15" } >>X
ITS F (10uM) 1,25 72° C-15"
ITS R (10uM) 1,25 72°C-5’
Taq (5U/uL) 0,125 4° C—oo
Total Mix: 20 Tamanho esperado do
DNA 5 fragmento: 604pb

Também foi realizada com todas as amostras outra reacdo com os
primers para a regiao gltA, ou do gene da citrato sintase, especifica para B.
henselae (105). O limite de detecgdo considerado para esta PCR foi de 50

cépias. Os detalhes da reacéo estao descritos no quadro abaixo (Quadro 7).
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Quadro 7. Sequénciados primerse protocolo da PCR convencional baseada
em um fragmento do gene gltA.

PCR Convencional (g/tA) — Para Bartonella henselae

CS F >5-ATGGGTTTTGGTCATCGAGT-3
CS R> 5-AAATCGACATTAGGGTAAAGTTTTT-3

Re?gente Volume (em pL) Ciclo
Agua 10,375
Tampao 5x incolor 5 95°C-5%
MgCl,(25mM) 2 95° C-30"
dNTP (10uM) 0,5 59°C-1’ 45X
CS F (10uM) 1 72° C-30"
CSR (10uM) 1 72°C-5%
Taq (5U/uL) 0,125 4°C—oo
Total Mix: 20 Tamanho esperado do
DNA 5 fragmento: Aprox. 191pb
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3.3.3. PCR de dupla-amplificacao (nested) para B. henselae
Todas as amostras que tiveram o DNA extraido foram testadas por
PCR nested espécie-especifica para a regidao alvo que codifica a proteina FtsZ
que atua na divisdo celular da B. henselae (primers BH) (101). O limite de
deteccdo considerado para esta PCR foi de 10 copias. O protocolo da reacéao

esta descrito no quadro abaixo (Quadro 8).

Quadro 8. Sequénciados primerse protocolo da PCR nested para B. henselae

baseadonogene ftsZ

PCR nested (ftsZ)— Para Bartonella henselae
Primeira reagao:
BH F > 5 — GCCGCAAAGTTCTTTTCATG - 3’
BH R=> 5" — AGGTGAACGCGCTTGTATTTG — 3’
Segunda reacgao:
BH S 5’ — CAAAACGGTTGGAGAGCGT- 3’
BH A—> 5 — CGCCTGTCATCTCATCAAGA -3’
Primeira Reacao
Re:ilgente Volume (em pL) Ciclo
Agua 12,875
Tampao 5x incolor 5 95°C-5%
MgCl,(25mM) 2 95°C-1
dNTP (10puM) 0,5 56°C—1’ } 40 X
BH F(10uM) 1 72°C-1
BH R (10pM) 1 72°C-5’
Taq (5U/uL) 0,125 4°C—oo
Total Mix: 22,5 Tamanho esperado
DNA: 2,5 do fragmento: 354pb
Segunda Reacgao
Re?gente Volume (em pL) Ciclo
Agua 15,175
Tampao 5x incolor 5 95°C-5%
MgCl, (25mM) 2 95°C—-1’
dNTP (10uM) 0,5 61°C— 1’} 40 X
BH S (10pM) 1 72°C-1
BH A (10uM) 1 72°C-5’
Taq (5U/uL) 0,125 4°C—oo
Total Mix: 24,8 Tamanho esperado
Produto PCR 1 0,2 do fragmento: 218pb
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3.34. PCR em tempo real para B. henselae
O DNA extraido do sangue total e da cultura liquida foi testado por
PCR Real-time utilizando os mesmos primers utilizados na PCR convencional
para amplificacdo daregido do gene da citrato sintase (g/tA) no sistema Sybr®
Green utilizando a enzima Fast SYBR™ Green Master Mix (ThermoFisher
Scientific) (105). O limite de detecg¢do considerado para esta PCR foi de 20
cépias. O protocolo da reacao segue abaixo (Quadro 9).

Quadro 9. Sequénciados primerse protocolo da PCR em tempo real

PCR em tempo real (g/tA) — Para Bartonella henselae
CS F- 5-ATGGGTTTTGGTCATCGAGT-3
CS R- 5-AAATCGACATTAGGGTAAAGTTTTT-3
Reagente Volume (em pL) Ciclo
Agua 3 95°C — 20"
Master Mix 10 95°C —3” } i5x
CS F (10uM) 1 60°C—30"
CS R (10pM) 1 95°C - 15"
Total Mix: 15 60°C-1 } 0.2°C
DNA 5 85°C-15" ] ~
Tamanho esperado do fragmento: Aprox. 191pb 4° C—oo

3.4.Sequenciamento
Os amplificados de boa qualidade foram enviados para o
sequenciamento em empresa terceirizada. Os resultados foram comparados
com banco de dados do GenBank® utilizando a ferramenta BLAST do National

Center for Biotechnology Information (NCBI).

3.5. Analise estatistica
Para verificar qual tipo de amostra (sangue ou cultura liquida) sera a

mais adequada considerando os resultados de qualquer método de PCR
utilizado, foi realizado o teste ndo-paramétrico de McNemar-Bowker, que € uma
extensao do teste de McNemar quando se tem varidveis nominais com mais do
que duas categorias de varidveis nao-independentes (também chamadas

‘pareadas”).
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Ja para analisar qual seria 0 melhor método de PCR espécie-
especifico para B. henselaeindependentemente da amostratestada e também
qual seria 0 melhor método de PCR para amostras de sangue ou para
amostras de cultura liquida foi realizada a analise bayesiana tipo Latent Class
Model (LCM). Neste teste, supde-se que nenhum dos testes € um padrao-ouro
perfeitamente preciso, portanto um modelo de “padrdo-ouro imperfeito” é
definido com base nos resultados de multiplos testes de diagndsticos oriundos
das mesmas amostras. A abordagem bayesiana pode extrair inferéncias sobre
a prevaléncia do agente estudado e as propriedades do teste ao ajustar a
possibilidade de dependéncia condicional entre os testes (106). O fator
limitante do uso da analise bayesiana LCM é a necessidade de intensa
programagao computacional. Neste estudo, uma ferramenta online foi utilizada
(Modelling of Infectious Disease Centre - Imperfect Gold Standard Model)
utilizando resultados de trés distintos métodos de PCR das mesmas amostras.
O numero de repeticbes da analise foi definido em 25.000. Medidas de
acuracia como sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo, e valor
preditivo negativo (107) foram calculados usando esse método, assim como o

intervalo de confianca de 95%.

Também foi utilizado o método da curva ROC (Receiver Operating
Characteristic). Esta analise por meio de um método grafico simples que
permite estudar a variacdo da sensibilidade e especificidade, para diferentes
valores de corte. A area abaixo da curva ROC (AUC: Area Under the Curve)
esta associada ao poder discriminante de um teste de diagnéstico (108).
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4. Resultados

4.1. Amplificacao do DNA

Todas as amostras extraidas apresentaram positividade na PCR
controle,demonstrando a presenca de DNAintegro e auséncia de inibidores da
PCR.

Para uma melhor compreensao dos resultados, os dados estao
representados em diagrama de Venn. Desta forma, é possivel visualizar
quantas amostras foram positivas em cadareacao, além de observar se houve
amostra positiva em mais de uma PCR. Cada elipse representa uma PCR
realizada e os numeros a quantidade de amostras positivas em cada reacgao.
Também é possivel observar as intersec¢des entre cada método empregado.

Na figura 4 estao representados os resultados dos ensaios de PCR
realizados a partir do DNA extraido de amostras de sangue. E possivel
visualizar que em amostras de sangue a PCR nested foi a mais eficiente,
tendo, no total, 16 amostras positivas, sendo 10 delas positivas apenas nessa
reacdo. A segundareacgado mais eficiente para deteccdo do DNA foi a PCR em
temporeal,com 14 amostras positivas, sendo que cinco delas também foram
positivas na PCR nested. APCR convencional para a regiao da citrato sintase
(gltA) foi a menos eficiente, mostrando positividade apenas em quatro
amostras,sendo que trés destas amostras também foram positivas em outras
reacoes. Apenas uma amostra foi positiva nos quatro testes realizados. No
total, considerando as quatro reagdes, 30 doadores foram positivos, 0 que
corresponde a 6% de positividade.
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PCR Conv.
(8ltA) PCR nested
Total: 4 (ftsZ)

Total: 16

PCR Conv.
(ITS)
Total: 8

PCR em tempo real

(gltA)
Total: 14

Figura 4. Resultados com PCR positivas das amostras extraidas de sangue
de 500 doadores. No total, considerando as quatro reagdes, 30 (6%) amostras
foram positivas.

Na figura 5 estdo representados os resultados dos ensaios de PCR
realizados a partir do DNA extraido da cultura liquida. E possivel visualizar que
nessas amostras a PCR em tempo real foi a reagcdo mais eficiente, tendo no
total 60 amostras positivas. Dentre estas, 41 foram positivas apenas neste
teste. A segunda reagcao mais eficiente foi a PCR nested, com 31 amostras
positivas,sendo que 18 delas também foram positivas na PCR em tempo real.
A PCR convencional para a regiao /TS foi a menos eficiente, mostrando
positividade em oito amostras, sendo que seis amostras também foram
positivas em outras reacdes. Apenas quatro amostras foram positivas nos
quatro testes. No total, considerando as quatro PCR diferentes, 77 doadores

foram positivos, o que corresponde a 15,4%.
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PCR Conv.
(gltA) PCR nested
Total: 14 (ftsZ)
Total: 31

PCR Conv.
(ITS)
Total: 8

PCR em tempo real

(gltA)
Total: 60

Figura 5. Resultados com PCR positivas das amostras extraidas de cultura
liguida de 500 doadores. No total, considerando as quatro reagdes, 77 (15,4%)

amostras foram positivas.

Na figura 6 estao representados os resultados de todos 0s ensaios
de PCR realizados a partir do DNA extraido tanto das amostras de sangue
como da cultura liquida. A reacdo mais sensivel na deteccdo de DNA de
Bartonellasp.foi a PCR em temporeal com 72 amostras positivas, sendo que
36 foram positivas apenas neste teste. Asegunda reacdo mais eficiente foi a
PCR nestedcom 54 amostras positivas, sendo que 22 foram positivas apenas
neste teste. A PCR convencional para o gene da citrato sintase (g/tA), apesar
de ter tido um maior numero de positivos quando comparado com a PCR
convencional baseado no gene /TS, ndao se mostrou mais eficiente que esta
tltima, jaque s6 uma amostra foi positiva apenas nessa reacao, enquanto que
na /TS, apesar de 16 amostras positivas, cinco s6 foram positivas nessa
reacao. Somando os resultados 102/500 (20,4%) dos doadores mostraram-se
positivos.
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PCR Conv.
(81tA) PCR nested
Total: 18 S - (ftsZ)

Total: 47

PCR Conv.
(ITS)
Total: 16
PCR em tempo real
(gltA)
Total: 72

Figura 6. Resultados de positividade nos diferentes ensaios de PCR das
amostras extraidas de sangue e cultura liquida de 500 doadores. No total,
considerando as quatro reacdes, 102 (20,4%) amostras mostraram-se positivas.

4.2.Sequenciamento

Foi possivel realizar sequenciamento em 72 amostras que
apresentaram qualidade suficiente. Outras 27 amostras também foram
encaminhadas ao sequenciamento, mas nao foi possivel obterresultado, pois o
laboratério terceirizado, responsavel pelo sequenciamento, errou o
procedimento inviabilizando os dados. Estes amplificados ndo puderam ser
recuperados.

Ao todo foram sequenciadas amostras de 66 doadores dos 102
positivos. Em seis doadores foi possivel sequenciar mais de uma regiao
(Quadro 10).

Todas as amostras foram submetidas a ferramenta BLAST do NCBI
e apresentaram 100% de similaridade com B. henselae. O nUumero de acesso
correspondente ao GenBank® para cada regido esta descrito no quadro 11.
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Identificacdo Amostra . Identificacdo Amostra .
) Regiao ) Regiao
da Amostra | Sequenciada da Amostra | Sequenciada
2 Culturaliquida| ftsZ 301 Sangue ftsz
7 Cultura liquida gltA 311 Cultura liquida| ftsZ
10 Culturaliquida ITS 316 Cultura liquida| gltA
14 Culturaliquida| ftsZ 317 Sangue ftsZ
15 Culturaliquida| gltA 324 Sangue ftsZ
17 Cultura liquida | ITS e gltA 330 Cultura liquida| ftsZ
18 Culturaliquida| gltA 332 Culturaliquida| ftsZ
27 Culturaliguida gltA 342 Culturaliquida| ftsZ
39 Culturaliquida| gltA 349 Culturaliquida| gltA
45 Cultura liquida gltA 353 Cultura liquida| gftA
62 Cultura liquida|ftsZe gltA 357 Culturaliquida| gltA
63 Cultura liquida | ITS e gltA 358 Cultura liquida| ftsZ
109 Culturaliquida| gltA 368 Cultura liquida| gltA
136 Culturaliguida ITS 369 Culturaliquida| ftsZ
159 Culturaliquida| ftsZ 373 Sangue ftsZ
187 Cultura liquida ITS 379 Sangue ftsZ
195 Sangue ftsZ 380 Culturaliquida| ftsZ
197 Sangue ftsZ 387 Cultura liquida| gftA
203 Sangue ftsZ 388 Culturaliquida| gltA
207 Sangue gltA 393 Culturaliquida| ftsZ
221 Culturaliquida| ftsZ 398 Cultura liquida| /TS e gltA
228 Sangue gltA 400 Culturaliquida| gltA
231 Culturaliquida| gltA 401 Cultura liquida|/TSe gltA
232 Cultura liquida gltA 403 Cultura liquida| gftA
263 Culturaliquida| ftsZ 404 Culturaliquida| gltA
277 Cultura liquida gltA 408 Cultura liquida| gftA
282 Culturaliquida| ftsZ 409 Culturaliquida| gltA
288 Culturaliquida| ftsZ 423 Culturaliquida| ftsZ
290 Sangue ftsz 474 Culturaliquida| ftsZ
294 Sangue ftsZ 482 Sangue ITSe gltA
295 Culturaliquida| ftsZ 485 Sangue ITS
297 Culturaliquida| ftsZ 496 Sangue ITS
299 Sangue ftsZ 498 Sangue ITS

Quadro 11. NGmero de acesso do GenBank® para cadaregiao sequenciada

Regido Definigao Acesso
gltA |Bartonella henselae strain BR_LHR human 346 citrate synthase (gltA) |KT945243.1
ftsZ |Bartonella henselae strain BM1374163 complete genome HG965802.1

ITS |Bartonella henselae strain Houston1 complete genome BX897699.1
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Foi possivel amplificar uma copia de B. henselae em pelo menos
uma das muitas reacoes realizadas em cada técnica de PCR realizada no
projeto. Apesar disso,a sensibilidade de cada ensaio, que € o padréo utilizado
paravalidar a reagao e que refere-se ao nimero de copias que foi amplificado
em todas as reacoes, foi de 50 copias de DNA nas PCR convencionais, 20
copias na PCR em tempo real e de 10 copias na PCR nested. A partir desses
dados é possivel, hipoteticamente, calcular a quantidade de cépias genémicas
de bactéria necessaria para que haja a deteccéo pelos métodos descritos neste
trabalho considerando: 1) a sensibilidade de cada reacéao, 2) a quantidade
utilizada em cada etapa do diagnéstico (extracdo/PCR) e 3) o efeito de diluigédo

(no caso da cultura liquida) (Tabela 1).

Tabela 1. Quantidade inicial de cépias de DNAde Bartonellasp.por mLde
sangue para amplificagéo

Cultura liquida Sangue
Copias/mL na amostra PCR PCR em PCR PCR PCR em PCR
inicial de sangue conv. temporeal nested | Conv. temporeal nested
abaixo de 2.000 - - - - -
de 2.001 a 4.999 - + + - + +
acima de 5.000 + + + + + +
“+”. PCR positiva “*“ PCR negative

4.3. Andlise estatistica

A primeira analise estatistica foi realizada para determinar a melhor
amostra (sangue ou cultura liquida) a ser utilizada independente do tipo de
PCR. Considerou-se como padrédo-ouro o resultado final de “qualquer PCR
positiva”. Os dados mostram que as reagoes realizadas na cultura liquida foram
significantemente mais eficazes em detectar DNA de Batonellasp.que aquelas
realizadas no sangue (p<0,0001, teste de McNemar-Bowker). A cultura liquida
também se mostrou melhorem relacao ao valor preditivo negativo e a razao de
probabilidade negativa (Tabela 2 e Figura 7).
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Tabela 2. Andlise estatistica dos resultados de amostra de sangue versus
amostra de cultura liquida (considerando “qualquer PCR positiva” como
padrao-ouro)

Sangue Cultura liquida
e 29,4% 75,5%
Sensibilidade (IC: 21,4 - 38,9) (IC: 66,3 — 82,8)
Especificidad 100,0% 700,0%
speciiicidade (1C: 99,0 — 100,0) (IC: 99,0 — 100,0)
” ” 100,0% T00,0%
Valor preditivo positivo (IC: 88,6 — 100,0)  (IC: 95,2 — 100,0)
» ) 84,7% 94,1%
Valor preditivo negativo (1C: 81,1 - 87,7) (IC: 91,4 — 96,0)
Razao de probabilidade positiva * *
0,706 0,245

Razao de probabilidade negativa (IC: 0,623 — 0,800)  (IC: 0,174 — 0,345)

* Nao pode ser calculado porque a especificidade é de 100%.
IC: Intervalo de confianca

Sangue vs. Cultura Liquida
(Padrao Ouro: qualquer PCR positivo)

1007 — — -
B Sangue
80 T 9
Cultura Liquida

60

40

Zo_j

0- T T T T

<t ™

o Q
<> ) Q Q
%? <

Porcentagem

Figura 7. Comparacao entre resultados obtidos ao analisar amostra de sangue
versus amostra de cultura liquida (considerando “qualquer PCR positiva” como
padrao-ouro) (Sens: sensibilidade; Esp: Especificidade; VPP: valor preditivo
positivo; VPN: valor preditivo negativo.).

Foi realizada anélise bayesiana LCM para determinar qual seria o
melhortipo de PCR a ser realizada em amostras de sangue, em amostras de
culturaliquida e depois combinando os resultados de sangue e cultura liquida,
todas utilizando “qualquer PCR positiva” como padrdo-ouro. Para estas

analises nao foram utilizados os resultados da PCR convencional para a regiao
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ITS por ser a Unica reagao que o alvo era o género Bartonella, em todos 0s
outros o alvo foi B. henselae. Os resultados apresentados nas tabelas 3e 4 e
nas figuras 8 e 9 referem-se a amostras de sangue.

Tabela 3. Andlise estatistica bayesiana comparando os resultados de trés
ensaios de PCR para B. henselae distintos a partir de amostras de sangue

PCR PCR PCR
convencional em tempo real nested
(gltA) (gltA) (fis2)

— 328 87,1 57,8
Sensibilidade (IC:7,6-79,6) (IC:34.1-100,0) (IC:21,6—96,5)
Especificidade 99.8 98.8 7.8

(IC: 99,0 —100,0) (IC: 97,2 — 100,0)  (IC: 96,2 — 99,4)

— — 777 563 33,7

Valor preditivo positivo ¢ 27,5 99,8)  (IC:19,5-99,6)  (IC: 11,3 -83,2)
98,7 99,8 99,2

Valor preditiv o negativo (IC: 95,1 -99,8) (IC:96,7—100,0) (IC: 96,3—-100,0)

IC: Intervalo de confianca

Comparacao entre diferentes ensaios de PCR para B. henselae a
partir de amostras de sangue (analise bayesiana)

100 — —
I 1 PCR Conv. (gltA)
EE PCR em tempo real (gltA)
B pCR nested (fts2)

Porcentagem

& & & &

Figura 8. Comparagao entre diferentes ensaios de PCR para B. henselae a
partir de amostras de sangue. (Sens:sensibilidade; Esp: Especificidade; VPP:
valor preditivo positivo; VPN: valor preditivo negativo.)
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PCR Convencional PCR em tempo real PCR nested
(gltA) (gltA) (fts2)
1.00 1.00
0.90 0.90
0.80 0.80
0.70 0.70
2> 0.60 S 0.60
g = 23
&% os0 83 0s0
) o
2% 040 2% o4
030 0.30
0.20 0.20
0.10 0.10
0.00 0.00
0.00 0.10 0.20 0.30 0.40 0.50 0.60 0.70 0.80 0.90 1.00 0.00 0.10 0.20 0.30 0.40 0.50 0.60 0.70 0.80 0.90 1.00 0.00 0.10 0.20 0.30 0.40 0.50 0.60 0.70 0.80 0.90 1.00
1-Specificity 1-Specificity 1-Specificity
False Positive False Positive False Positive
AUC: 0,56667 AUC: 0,73333 AUC: 0,76667

Figura 9. Grafico ROC gerado dos resultados dos diferentes ensaios de PCR
para B. henselae a partir de amostras de sangue e considerando “qualquer
PCR positiva” como padrao-ouro. AUC: Area under the curve.

Na figura 9 é possivel observar que a AUC da PCR nested € maior
que a AUC da PCR em tempo real, ou seja, a PCR nested tem um poder
diagndstico discriminante maior para amostras de sangue.

Como é possivel verificar na tabela 4, quando testadas as amostras
de sangue, ndao ha diferenga na concordancia de resultados entre a PCR
nested (ftsZ) e a PCR em tempo real (g/tA) (Teste de McNemar-Bowker, p>
0,05).

Tabela 4. Comparacao da concordancia de resultados entre cada tipo de PCR
a partir das amostras de sangue, pelo teste de McNemar-Bowker (p<0,05).

Técnica PCR convencional PCR nested tel:f::r'::al
ItA
(gltA) (fts2) oren)
PCR convencional (g/tA) - 0,0027 0,0039
PCR nested (fts2) - 0,6547

PCR em tempo real (g/tA) -

Os resultados apresentados a seguirnas tabelas 5 e 6 e nas figuras
10 e 11 referem-se a comparacao dos resultados dos ensaios de PCR em
amostras de cultura liquida (analise bayesiana LCM) considerando “qualquer

PCR positiva” como padrao-ouro.
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Tabela 5. Andlise estatistica bayesiana comparando os resultados de trés
reacoes distintas para amostras de cultura liquida

PCR PCR PCR

Convencional em tempo real nested

(gltA) (gltA) (fts2)

64,2 97,5 92,1

- -I- 7 7’ 7

Sensibilidade (IC:38,7-88,5)  (IC:76,2-100,0)  (IC: 66,8 —99,9)

o 99,5 91,2 97,0
Especificidade (IC:98,6-99,9)  (IC:88,2-93,7)  (IC:95,1-98,5)

Valor preditivo positivo 83,2 29,3 >3,7
prediiivo posttiv (IC:58,0-97,5)  (IC:17.2-43,5)  (IC:33,0-73,6)

98,7 99,9 99,7

Val diti ti
alor preditivo negativo (IC:96,9-99,7)  (IC:98,8-100,0) (IC:98,4-100,0)

Sensitivity

IC: Intervalo de confianca

Comparacao entre diferentes ensaios de PCR para B. henselae a partir de
amostras de cultura liquida (analise bayesiana)

100 —_ —

80— I 3 PCR Conv. (gltA)
L B PCR em tempo real (gitA)
.
."'E" 60 ™= pCR nested (fts2)
S 40-
[=]
a

20-

0
P & & &

Figura 10. Comparacao entre diferentes ensaios de PCR para B. henselae a partir de
amostras de cultura liquida. (Sens: sensibilidade; Esp: Especificidade; VPP: valor
preditivo positivo; VPN: valor preditivo negativo.)

PCR Convencional PCR em tempo real PCR nested
(gitA) (gitA) (fts2)
1.00 1.00 1.00
090 090 / 090
0.80 0.80 0.80
0.70 070 0.70

14
o
o

0.60

050

o
o
o
True Positive
Sensitivity

0.40

0.30 030 0.30
0.20 0.20 0.20
0.10 0.10 0.10
0.00 0.00 0.00
0.00 0.10 0.20 0.30 0.40 0.50 0.60 0.70 0.80 0.90 1.00 0.00 0.10 0.20 0.30 0.40 0.50 0.60 0.70 0.80 0.90 1.00 0.00 0.10 0.20 0.30 0.40 0.50 0.60 0.70 0.80 0.90 1.00
1-Specificity 1-Specificity 1-Specificity
False Positive False Positive False Positive
AUC: 0,59091 AUC: 0,88961 AUC: 0,70130

Figura 11. Grafico ROC gerado a partirdos resultados de amostrasde cultura
liguida e considerando “qualquer PCR positiva” como padréo-ouro. AUC: Area
underthe curve.
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Na figura 11 é possivel observar que a AUC da PCR em tempo real
€ maior que a AUC das outras PCR, ou seja, a PCR em tempo real tem um
poder diagndstico discriminantorio maior para amostras de cultura liquida.

Como é possivel verificar na tabela 6, quando testado a cultura
liquida, ndo houve concordancia dos resultados de cada técnica sugerindo que
a sensibilidade é diferente entre elas (Teste de McNemar-Bowker, p< 0,05).

Tabela 6. Comparacéo da concordancia de resultados entre cada tipo de PCR
a partir das amostras de cultura liquida, pelo teste de McNemar-Bowker (p<
0,05).

Técnica PCR convencional PCR nested tel:ri:::::al
ItA
(gltA) (fts2) (gltA)
PCR convencional (g/tA) - 0,0004 <0,0001
PCR nested (fts2) - <0,0001

PCRem tempo real (g/tA) -

Os resultados apresentados a seguirnatabela 7 e figura 12 referem-
se a comparacgao dos resultados dos ensaios de PCR combinando cultura
liquida e sangue (teste bayesiano LCM).

Tabela 7. Andlise estatistica bayesiana Latent Class Model comparando os
resultados de trés ensaios de PCR distintos para B. henseale em amostras de
sangue e cultura liquida combinadas.

PCR. PCR PCR nested
Convencional em tempo real
(gltA) (gltA) (fts2)

e 64,8 98,1 94,8
Sensibilidade (IC:41,3-90,1)  (IC:81,9-100,0)  (IC:72,3—100,0)
Especificidade 99,3 89,5 94,5

(1C: 98,2 -99,8) (1C:86,4-92.3) (1C:92,2-96,5)
Valor preditiv o positivo 80,3 30,4 44,8

(IC:57,0-95,1) (1C:18,4-43,7) (1C:27,5-61,2)
Valor preditivo negativo 98,4 93,9 99,8

(1C: 96,4 -99,6) (1C:98,9-100,0) (IC:98,3-100,0)

IC: Intervalo de confianca
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Comparacao entre métodos (analise bayesiana)

100+ — —

80 l 1 PCR Conv. (gltA)
g mm PCR em tempo real (g/tA)
E 60 Bl PCR nested (fts2)
o
© 404
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Figura 12. Representacdo grafica da comparacdo dos resultados das PCR
combinando sangue e cultura liquida. (Sens: sensibilidade; Esp: Especificidade;
VPP: valor preditivo positivo; VPN: valor preditivo negativo.)

Os resultados apresentados a seguir na tabela 8 e 9 referem-se a
comparacao dos resultados dos ensaios de PCR independente da amostra
testada (cultura liquida ou sangue).

Tabela 8. Andlise estatistica bayesiana Latent Class Model comparando os
resultados de trés ensaios de PCR distintos para B. henselae independente da

amostra testada (sangue ou cultura liquida), considerando “qualquer PCR
positiva” como padrao-ouro.

PCR PCR

. PCR nested
Convencional em tempo real (fts2)
(gltA) (gltA)

I 17,6 70,6 46,1
Sensibilidade (IC:11,5-26,2)  (IC:61,1-78,6)  (IC:36,7-55,7)
Especificidade 100,0 100,0 100,0

(1C:99,0-100,0) (1C:99,0-100,0) (1C:99,0-100,0)
Valor preditiv o positivo 100,0 100,0 100,0

(1C:82,4-100,0) (1C:94,9-100,0) (1C:92,4-100,0)
Valor preditivo negativo 82,6 93,0 87,9

(1C: 78,9 -85,7) (1C: 90,2 -95,0) (1C:94,5-90,6)

IC: Intervalo de confianca

Tabela 9. Comparacao da concordancia entre cadatipode PCR, independente
da amostratestada (sangue ou culturaliquida), pelo teste de McNemar-Bowker.

Técnica PCR convencional PCR nested tel:rf:oezal
(gltA) (fts2) (altA)
PCR convencional (g/tA) - <0,0001 <0,0001
PCR nested (ftsZ) - 0,003

PCR em tempo real (g/tA) -




52

A partir dos resultados obtidos com a analise estatistica é possivel
concluir que a PCR convencional baseada na regiao g/tA é a menos eficiente
para detectar DNA de Bartonella sp.. APCR em tempo real (g/tA) é o melhor
teste para cultura liquida enquanto que, para o sangue, ndo ha diferenga na
sensibilidade entre a PCR nested e a PCR em tempo real (g/tA). Isso se deve
ao fato de que os intervalos de confianga da sensibilidade se sobrepéem.

Utilizando os resultados da analise estatistica também foi possivel
determinar um fluxograma para a decisdo do melhor diagnoéstico molecular
usando todos os testes para B. henselae tanto para sangue quanto para

cultura. Utilizou-se como padrao-ouro “qualquer PCR positivo” (Figura 13).

|
-
|

I |

|
i
o g i o

Figura 13. Matriz geral de decis&o para o diagnostico molecular usando todos
os testes para B. henselae tanto para sangue quanto para cultura . Utilizou-se
como padrao-ouro “qualquer PCR positivo”.
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4.4.Comparacao com os resultados do projeto anterior
No projeto anterior, realizado em 2010, foram positivos 16 doadores
(41). Destes, apenas trés amostras foram novamente positivas nas PCR
realizadas no presente estudo e somente uma que foiisolada anteriormente foi
novamente positiva no PCR em tempo real (Quadro 10).

Quadro 10. Amostras positivas no estudo anterior com doadores de sangue e
resultados obtidos no estudo atual

. Resultado PCR do estudo atual
Doador ?:;‘t)j ;:)a apn(:::tiglr? Conv. | Conv. Nested Tempo em
ITS gltA tempo real
108 CL/Isolado
176 Isolado
234 Isolado
240 Isolado + CL
256 Isolado
487 Isolado
97 CL
227 CL
261 CL +CL +CL + CL
271 CL
294 CL + Sg + Sg + Sg
361 CL
378 CL
410 CL
417 CL
426 CL

(CL: Cultura liquida; Sg: sangue total)
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5. Discussao

O caso clinico apresentado na Introducao mostra que as variaveis
estudas a partirdas amostras de doadores de sangue tém nitida repercussao
na pratica clinica. Ainfeccao por agentes fastidiosos torna dificil o isolamento
dos mesmos. A baixa bacteremia tipica de bactérias gram-negativas e a
caracteristica de infeccao ciclica das Bartonella spp. sdo elementos que
dificultam ainda mais o diagnoéstico das bartoneloses. Somam-se a isto,
caracteristicas metodolégicas ora estudadas.

Considerando os resultados de todas as PCR deste projeto, foram
positivos 20,4% dos doadores (102/500). Ao confrontar estes dados com a
literatura cientifica, nota-se que a prevaléncia encontrada neste estudo é alta.
Como é possivel verificar no quadro 2, apresentado na pagina 24, ndo existiam
muitos estudos com humanos assintomaticos, ainda mais com a utilizacao de
varios testes moleculares combinados e com um numero tdo grande de

amostras.

Como é possivel observar no quadro 3, apresentado na pagina 25,
sao poucos os estudos moleculares para a deteccao de Bartonella spp.com
um namero consideravel de amostras em humanos. Arealizacao sistematica
de diferentes técnicas de PCR com alvo em diferentes regides génicas era
inexistente.

Ao reanalisarem-se as amostras dos 500 hemodoadores foi possivel
comparar os resultados positivos obtidos de aliquotas de sangue total e de
cultura liquida. Houve menor deteccao nas reagdes realizadas pelo DNA
extraido diretamente do sangue (6% ou 30/500), quando comparada com
cultura liquida (15,4% ou 77/500). No teste de McNemar-Bowker a cultura
liguida apresentou melhor sensibilidade e valor preditivo negativo quando
comparado ao sangue. Isto pode ser explicado pelo fato de que o diagnostico
realizado diretamente do sangue ser menos eficaz do que o realizado apds
cultura liquida de enriquecimento (69). As amostras sao provenientes de
doadores de sangue assintomaticos e que, portanto, devem possuir baixa
bacteremia, ou seja, estdo abaixo do nivel de deteccao do teste diagndstico.
Apds a cultura liquida de enriquecimento, ha possivel multiplicacdo das

bactérias cujo numero fica acima deste limite de deteccédo. Estima-se que em
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humanos imunocompetentes a bacteremia causada por Bartonella sp. seja de
1-10 copias gendémicas/uL (ou seja, 1.000-10.000 copias/mL) (13). Fica facil
reconhecer areal possibilidade de falsos negativos, como observado no relato
de caso descrito na introducdo em que todos os testes no sangue foram
negativos e a confirmagéao laboratorial s6 foi possivel na PCR nested da cultura
liquida.

Vinte e cinco amostras foram positivas no DNA extraido diretamente
do sangue, mas negativas quando testadas na cultura liquida. Isto pode ser
explicado pelo “efeito de diluigdo” (79). Nao houve aumento de quantidade de
bactérias na cultura e houve diluicdo em um grande volume de meio de cultura,
ficando a concentracdo de bactérias na amostra abaixo do nivel de detecgao
do teste indicando a amplificacdo de bactéria ndo vidvel. A caracteristica
fastidiosa da bactéria somado ao fato da presenca de inibidores de crescimento
(como o uso de antimicrobianos, mesmo que eventualmente utilizados como
anti-inflamatdrios, como acontece com a sulfona, hidroxicloroquina, etc) tornam
esta hipétese ainda mais provavel.

Vérios relatos de casos (35, 40, 102) e o trabalho realizado
anteriormente com amostras de sangue de gatos (103) mostram que a
combinagéo de PCR diferentes e de amostras diferentes aumentam a chances
de deteccao do patdgeno. Os resultados deste estudo corroboram com a
literatura ao mostrar a necessidade de combinacdo de varios testes
diagndsticos para evitar falsos negativos.

A divergéncia dos resultados dos dois estudos realizados a partir da
amostrados 500 doadores de sangue (quadro 10) demonstram a dificuldade
de diagnosticar laboratorialmente a infeccao por Bartonella spp., uma vez que
as amostras das quais foram obtidos isolados anteriormente supostamente
deveriam ter tido reacdes positivas, 0 que ndo aconteceu na maioria das
amostras. No primeiro estudo, foi realizada uma Unica reagdo de PCR
convencional para a regiao /TS, género especifica, a partir do DNA extraido da
cultura liquida. Varios fatores podem explicar esta discordancia. Entre eles, a
baixa bacteremia (1-10 cépias gendmicas/uL) particularmente por se tratar de

portadores assintomaticos. Portanto, deve existir pouca quantidade de DNA do
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patéogeno, préximo do limite de detecgdo. Na aliquota utilizada para fazer a

reacdo pode nao haver a quantidade necessaria para amplificacao (Figura 14) .

g Plolecle
~ OB _. 2%
e L) OO0 T 8

O @ O Q @ Reacdes positivas

Amostra fracionada (O Reagdes negativas
em varias reacoes

Figura 14. Representacgao grafica da variagdo da quantidade de DNAem
multiplas reacoes de PCR

Também ha o fato de uma variacdo estocastica (aleatéria) do
processo de amplificacdo por PCR na analise de baixas quantidades de DNA.
Os efeitos estocasticos sdo manifestos como uma flutuacéao de resultados entre
analisesreplicadas (79). Poristo, mesmo acombinacao de varias técnicas nao
evita resultados falso-negativos. Na pesquisa realizada anteriormente a partir
das mesmas amostras, o DNA de Bartonella spp. foi detectado em apenas
3,2% (16/500) das amostras de cultura liquida utilizando-se PCR convencional,
sendo que em seis destas foi possivel obter isolado em cultura solida (41).

Edouard et al. defendem que, para se firmar o diagndstico de
bartonelose usando apenas a técnica de PCR, deve-se considerar positivas
apenas as amostras que tiveram o DNA de Bartonella spp. detectado para,
pelo menos, duas regides gendmicas diferentes (67). Neste caso, reduz-se a
possibilidade de falsos positivos e, consequentemente, aumenta-se a
especificidade, mas perde-se em sensibilidade.

Ainda que se considere o critério acima, 35 amostras foram positivas
no presente estudo parareacdes de duas regides gendmicas distintas (7%). Se
forem somadas também as seis amostras das quais se obteve isolados no
estudo anterior, 0 que é padrao-ouro para diagnéstico microbiolégico (nenhuma
delas cumpriu o critério de duas regides distintas positivas no estudo atual),
seriam 41 amostras positivas (8,2%).



57

No caso do diagnéstico de bartonelose, por se tratar de doenca
causada por bactérias fastidiosas e responsaveis por bacteremia baixa, nao
seriaaconselhavel utilizar o critério de positividade para duas regiées génicas
distintas para confirmacao do diagnéstico. Sendo assim, somando-se todos os
positivos obtidos nos dois projetos, 115 doadores tiveram o DNA de Bartonella
sp. detectado, o que corresponde a 23%.

Ao analisar a matriz geral de decisdo diagndstica (Figura 13)
observa-se que estatisticamente a primeira amostra que deveria ser testada
seriaacultura liquida. Porém, a cultura liquida tem uma incubacéao de 10 dias
e, portanto, ndo é adequada para a decisao diagndstica de pacientes
sintomaticos. Embora a possibilidade de um positivo em amostra extraida
diretamente do sangue seja baixa, este tem sido no laboratério o primeiro teste
a ser realizado levando-se em conta o tempo do diagnéstico.

As cinco manifestagbes mais descritas relacionas a Bartonella spp.
(DAG, angiomatose bacilar, peliose bacilar, endocardite cultura negativa e
febre de origem indeterminada) (109, 110) sao inquestionaveis e por si sé ja
justificariam maiores investimentos nas pesquisas deste género.

Como se pode notar o diagnéstico laboratorial de Bartonella sp. é
um desafio por varios motivos: primeiro pela caracteristica fastidiosa da
bactéria que dificulta o seu cultivo laboratorial, segundo pelo fato de provocar
bacteremia ciclica e baixa e por ultimo a inexisténcia de testes especificos e
sensiveis para o seu diagnéstico. H4 a necessidade da combinagédo de
métodos para reduzir falso-negativos.
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6. Conclusoes

Mais de um quinto dos doadores de sangue tiveram pelo menos uma
PCR positiva entre as oito reacbes moleculares realizadas (quatro no sangue
total e quatro na cultura liquida. Sete por cento tiveram PCR positivas para

duas ou mais regides distintas.

A PCR em tempo real foi padronizada para B. henselae e se
mostrou sensivel, sendo o melhor teste a ser realizado em cultura liquida.
Neste teste obtiveram-se 14 amostras positivas no sangue e 60 na cultura

liquida.

Na PCR nested (regido ftsZ especifica para B. henselae) foram
positivas 16 amostras do DNA extraido de sangue total e 31 amostras do DNA
extraido de cultura liquida. A anélise estatistica mostrou que ndo ha diferenca
de concordancia dos resultados obtidos nesta técnica quando comparado com

os resultados da PCR em tempo real para amostras de sangue.

Na PCR convencional para a regidao /TS especifica para género
Bartonella foram positivas oito amostras tanto de sangue como de cultura
liquida, sendo este o teste com o menor numero de positivos. Os resultados
deste ensaio de PCR ndo foram inseridos na analise estatistica da anélise
bayesiana porsera unicareacao para o género Bartonella,enquanto as outras
foram especificas para B. henselae.

Ja na PCR convencional para a regiao gltA especifica para B.
henselae foram positivas quatro amostras de sangue e 14 de cultura liquida. A
analise estatistica mostrou que esta reacao foi a menos eficiente na deteccao
de DNAde Bartonella sp..

A analise estatistica realizada utilizando todos os resultados de
sangue e cultura liquida mostrou que, independente da amostra testada, a
sensibilidade € diferente entre os tipos de PCR (convencional, nested e em

tempo real) e para os diferentes alvos de regides génicas.

O usodos trés diferentes ensaios de PCR em dois tipos de amostas

(sangue e cultura liquida) aumentou a possibilidade de deteccao de Bartonella



59

sp. uma vez que no projeto anterior foram positivos 3,2% dos doadores de
sangue e neste projeto essa porcentagem subiu para 20,4%. Apesar disso, a
combinacédo de técnicas nao evitou resultados falso-negativos uma vezque 13
doadores que foram positivos no projeto anterior ndo foram positivos

novamente.

Considerando os dois estudos, em 23% dos doadores foi possivel

detectar DNA de Bartonella sp..

O uso de cultura liquida combinado a varios testes moleculares
aumentam a possibilidade de detectar o DNA da bactéria.

Esforcos devem ser feitos para a melhoria dos métodos de
diagndstico com sensibilidade suficiente para excluir a infeccao por Bartonella
spp. em doadores de sangue e para proteger os receptores de transfusdes
sanguineas. Os resultados apresentados estabelecem a necessidade de uma
reavaliagdo por autoridades de saude publica dos riscos e do impacto da
transmissdo de Bartonella spp. por meio de transfusdes sanguineas,
especialmente para os pacientes imunodeficientes. A baixa bacteremia e a

caracteristica fastidiosa da bactéria sao desafios ao diagnéstico laboratorial.
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8. Apéndice
Padronizacao das reacoes utilizadas no projeto

A padronizacéao foi necesséria,devido a troca do termociclador e de enzimas
utilizadas na PCR para a otimizacdo da técnica. Foram testados dois
termocicladores, duas diferentes enzimas (utilizada na amplificacdo de
fragmentos de DNA por meio de PCR), dois eluentes do DNA extraido e dois
corantes de DNA para realizagao da eletroforese.

Para a realizacédo dos testes foram utilizadas amostras de DNA extraido a
partir de 750uL de suspenséao de B. henselae em soro fisiolégico a 108 UFC. A
partir do eluido de DNA extraido, foram feitas diluicbes seriadas, de modo a
determinar a sensibilidade e o limite de deteccdo de cada reacdo de
amplificacao.

As diluicées foram calculadas da seguinte maneira: a partir do nimero de
pares de bases do genomacompleto da B. henselae obtido pelo GenBank® foi
possivel calcularo seu peso molecular utilizando uma ferramenta matemaética
disponivel no site www.changbioscience.com/genetics/mw.html. A cepa padrao

de B. henselae teve seu DNA extraido e quantificada por espectrofotometria
(NanoDrop®). A partir destes dois dados calculou-se o numero de cépias de
DNA de B. henselae por pL presente no eluido de DNA extraido da cepa
padréo. Realizaram-se diluicbes seriadas que foram testadas em 10 reacoes
de PCR. O menor numero de cépias amplificado em todas as 10 reacoes foi

utilizado como limite teérico.

Teste dos termocicladores

Foram testados dois termocicladores para verificar se haveria diferenca de
sensibilidade nas reacOes realizadas em dois diferentes equipamentos
disponiveis. As reagdes foram realizadas concomitantemente para evitar outras
variaveis.

Analisando-se aimagem capturada do gel depois da eletroforese realizada
do DNA amplificado nos dois termocicladores testados (Figura 1), concluiu-se
que nao houve diferenca significativa ente as maquinas. Embora o

termociclador 1 tenha amplificado o DNAde interesse a partir de apenas uma


http://www.changbioscience.com/genetics/mw.html
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cbpia, ndo amplificou a diluicdo de cinco copias. Ja o termociclador 2 nao
amplificou apenas adiluicdo de 1 cépia, 0 que ja era esperado pois se trata de
uma reacao de PCR convencional cuja sensibilidade normalmente é mais
baixa em relagdo a outras técnicas de amplificacao, tais como PCR de dupla

amplificacdo ou PCR em tempo real.
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Figura 1.Imagem capturada do gel de agarose: produtos amplificados com
diferentes concentragbes de DNAde B. henselae em dois termocicladores

Destaforma, o termociclador 2 foi escolhido para realizar todas as reagdes
do projeto pois, apesar de estar alocado em um laboratério multiusuério,
oferecia maior disponibilidade de uso.

Teste das enzimas

Com o objetivo de testar a eficiéncia de duas diferentes marcas da enzima
utilizada na PCR (Taq polimerase) foram testadas a Easy Taq DNA Polimerase
(LGC) e a GoTag® Flexi DNA Polimerase (Promega). As reagbes foram

realizadas concomitantemente para evitar outras variaveis.

A enzimada marca Promega se mostrou muito mais eficiente, amplificando
a diluicao com cinco copias de DNAde B. henselae, enquanto que a da marca
LGC amplificou apenas adiluicdo com 1.000 cépias. Essadiferenca pode estar
relacionada ao fato da enzima da Promega ser Hot Start, ou seja, sua atividade
€ eliminada ou minimizada em temperaturas inferiores a 70°C, o que a torna

mais sensivel e especifica (Figura 2).
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Figura 2. Imagem capturada do gel de agarose: produtos amplificados com
diferentes concentragcbes de DNA de B. henselae de reagbes realizadas com

duas enzimas de diferentes marcas

Desta forma, a enzima GoTaq® Flexi DNA Polimerase (Promega) foi

escolhida para a realiza¢ao do projeto.

Teste do reagente para eluicao do DNA

Na ultima etapa da extracéo, os fabricantes dos kits recomendam a eluigéao

do DNA na solucdo tampéao fornecida por cada um deles ou em agua
deionizada e esterilizada. Os tampdes de eluicdo contém EDTA e este
reagente ja foi citado como inibidor de PCR. Para testar esta variavel, as
amostras em duplicata foram ressuspendidas umaem agua e outra no tampao

do kit.

O DNA eluido em agua apresentou resultado um pouco melhor do que o
eluido no tampao do kit, amplificando até 50 cépias enquanto que, o DNA

eluido com tampao amplificou apenas até 100 cépias de B. henselae.

Além disso, quando se utilizou agua, as bandas observadas no gel de
eletroforese se mostraram mais nitidas em relagdo as bandas formadas pelo

DNA eluido em solugao tampao (Figura 3).
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Figura 3. Imagem capturada do gel de agarose: produtos amplificados com
diferentes concentragcbes de DNA de B. henselae a partir de DNA eluido com
solucdes diferentes (Tampao do kit X Agua esterilizada ultrapura)

Assim, optou-se por eluir o DNA em &gua estéril, para evitar possivel
inibicdo da PCR.

Teste de coloracéao de acidos nucleicos

A visualizacédo dos amplificados gerados na PCR é feita por eletroforese em
gelde agarose a 2% corado com corantes de acidos nucleicos. Estes corantes
se intercalam no DNA e imitem fluorescéncia na presenca de luz UV,
permitindo a visualizagdo do amplificado.

O brometo de etidio é o corante mais frequentemente usado, porém, ele é
altamente toxico e mutagénico. Na tentativa de reduzir a exposicao a este
agente, testou-se GelRed™ (Biotium Inc.), que também é um corante
fluorescente de acidos nucleicos ultrassensivel, exremamente estavel e
ambientalmente seguro projetado para substituir o brometo de etideo na
coloracdo de acidos nucleicos em géis de agarose. Como ambos tém
praticamente 0 mesmo espectro, sao visualizados no mesmo comprimento de
onda, permitindo o uso do fotodocumentador ja disponivel em nosso

laboratério.

Para testar os corantes foi realizada uma reacdo de PCR e a mesma
amostra foi aplicada em dois géis:um corado com brometo de etideo e o outro

com GelRed™.

No gel corado com GelRed™ as bandas visualizadas foram mais nitidas.

Adicionalmente, este corante mostrar-se mais sensivel, pois permitiu a
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visualizacdo nitida de 50 copias. No gel corado com brometo de etideo, ha a
presencadestabanda, mas muito mais clara. Isto geraria duvida da presenca
do DNAde interesse na analise final do teste por PCR.
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Figura 4. Imagem capturada do gel de agarose: produtos amplificados com
diferentes concentracoes de DNA de B. henselae, corados com corantes
diferentes

dTM

Assim, optou-se por utilizar o GelRe como corante.

Apds a definicao desses quatro parametros (termociclador,enzima, eluentes
e corante), foi necessaria a padronizacdo de cada uma das reac¢des de PCR
que seriam utilizadas no projeto.

Padronizacao da PCR convencional para Bartonella spp. baseada na

regiao intergénica ITS

A primeira etapa para a padronizacao da PCR é ajustar a temperatura de
anelamento do DNA. Paraisso, foirealizado um ensaio de PCR com gradiente
de temperatura. Foi utilizado DNA extraido de suspensé&o de B. henselae em

soro fisiolégico a 102 UFC. Os resultados s&o mostrados na figura 5.
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Figura 5. Imagem capturada do gel de agarose: produtos amplificados a partir
de DNA de B. henselae, em reacgéo realizada com gradiente de temperatura
com primers ITS

A partir deste resultado foi escolhida a temperatura de 66°C por apresentar
menos bandas inespecificas, mas ao mesmo tempo nao restringir a
amplificacdo além do aceitavel, ja que se sabe que quanto maior a
temperatura, maior a especificidade, porém menor a sensibilidade. Como a
bactéria em estudo causa baixa bacteremia, é importante que a reacao seja

especifica, mas também muito sensivel.

Apéds a escolha da temperatura, era necessario investigar se esta nova
reagao era tdo sensivel quanto a anteriormente utilizada. Paraisso foi realizada
umareacgao com as diluicdes da cepa padrao. Os resultados sédo apresentados
na Figura 6.

Figura 6. Imagem capturada do gel de agarose: produtos amplificados por
PCR convencional para a regido /TS, a partir de diferentes diluicdes do DNA
extraido de cepa padréao de B. henselae Houston-| (ATCC 49882)

A reacao se mostrou muito sensivel,amplificando até a diluicdo com apenas

uma copia de DNAde B. henselae.
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A préxima etapa era testar se estes primers nao produziriam bandas
inespecificas em amostras de DNA extraido de sangue. Para testar também
outras fontes de DNA utilizadas no projeto (como cultura liquida e soro) foi
realizada uma reagéao piloto com cinco amostras de cada tipo provenientes de

outros projetos do laboratério que ja tinham DNA extraido.

Figura 7. Imagem capturada do gel de agarose: produtos amplificados a partir
de DNAextraido de diferentes amostras biolégicas com primers ITS

Como pode servisto na Figura 7, as amostras de DNA extraidas de sangue
total, assim como as de outras fontes (cultura liquida e soro), apresentaram
excelente resultado, sem a presenca de bandas inespecificas e com
sensibilidade de uma cépia de DNAde B. henselae.

Padronizacao da PCR convencional para B. henselae baseada no gene

gltA

Foram realizadas as mesmas etapas ja descritas para a padronizacao da
PCR convencional /TS: ajuste datemperatura de anelamento (Figura 8) e teste
de sensibilidade dareacao com 0,25uL (1,25 unidades) e com 0,125uL (0,625
unidades) de taq (enzima) (Figura 9). Foi utilizado DNA extraido de suspenséo

de B. henselae em soro fisiolégico a 10® UFC.
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Figura 8. Imagem capturada do gel de agarose:produtos amplificados a partirde DNA
de B. henselae,em reacéao realizada com gradiente de temperatura com primersque
flanqueiam um fragmento do gene g/tA

(7] (2]

Figura 9. Imagem capturada do gel de agarose: produtos amplificados com diferentes
concentracdes de DNAde B. henselae,com primersque flanqueiam um fragmento do
gene gltA, com duas concentragdes de enzima (Taq). A: 0,25uL (1,25 unidades) e B:

0,125uL (0,625 unidades)
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A partir destes resultados foi escolhida a temperatura de 59°C por
apresentar mais sensibilidade e a condicao “B” de concentracdo de enzima,
umavez que apresentou melhordesempenho amplificando 20 copias quando

comparado com o dobro de enzima.

Padronizacao da PCR de dupla amplificacao (PCR nested) para B.

henselae baseadas no gene ftsZ

Foram realizadas as mesmas etapas ja descritas para a padronizacao das
PCR convencionais: ajuste da temperatura de anelamento e teste de
sensibilidade da reacdo. Foi utilizado DNA extraido de suspensdo de B.
henselae em soro fisiolégico a 10 UFC. Também foi analisado se haveria
alteracao nareacao com duas concentracdes diferentes de magnésio, que atua
como cofator na reacao (variaveis denominadas “A’ e “B”, sendo “A’ 1,5mMe
“‘B” 2mM). Como sao duas reacbes em sequéncia, todas as variaveis precisam

ser testadas em ambas as reagbes (Figura 10).

22 reagao

Figura 10. Imagem capturada do gel de agarose: o resultado da primeira
reacao pode ser visualizado na imagem “A’. Na imagem “B”, em amarelo a

temperatura referente a primeira reagcao e em azul a segunda

A melhorcondicéo para a 12 reacao foi 56°C “B”. Na segunda reacéo houve
0 aparecimento de duas bandas, necessitando de uma segunda padronizagéo.
Apesar disto, este teste permitiu a escolha da temperatura de anelamento:
61°C.

Na segunda padronizagao, testou-se aumentar a concentragdo de magnésio

e diminuir o volume do produto amplificado na primeira PCR que era
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adicionado a segunda reacdo. Na PCR nested ha a utilizagdo do produto da
primeira reacao, nele ha, além do DNA de interesse amplificado, sobras de
reagentes provenientes da primeira reacdo que podem interferir na reacao
subsequente, levando até mesmo a formacao de bandas inespecificas, como
no caso mostrado anteriormente (Figura 10). As amostras foram testadas em
duplicata. O resultado deste teste pode ser visto na Figura 11.

Figura 11. Imagem capturada do gel de agarose: “A’: 0,2uL do produto da
PCR 1 e 2mM de MgCly; “B”: 0,2uL do produto da PCR 1 e 2,5mM de MgCly;
“C”: 1uL do produto da PCR 1 e 3mMde MgCl,

A condigao “A” se mostrou melhor, pois houve a diminuicdo da formacgéo da
segundabanda. Esta condicao foi escolhida para a realizacao das reacdes do
projeto.

Padronizacao da PCR em tempo real (Real-time) para B. henselae
baseada no gene gl/tA

A principio foram realizados testes com primers para a mesma regiao
utilizada na PCR convencional (/ITS) para género Bartonella. Apds varias
tentativas, com diferentes pares de primers e diferentes condi¢cdes de reacao,
nao foi possivel padronizar a reacao para esta regido. O produto amplificado
apresentou bandas inespecificas, além de varios “arrastes” visualizado em gel
de agarose. Ao analisar os resultados dos graficos gerados pelo equipamento
de PCRem temporeal, estes “arrastes” foram observados como diversos picos

na curva de melting, o que impossibilitaria 0 seu uso na rotina diagnéstica.

Também foram realizados testes com primers para a regiao ftsZ, mesma
regiao utilizada nas PCR de dupla amplificagado. Areacgéao funcionou e nao foi
detectado amplificado inespecifico, porém a reacdo nado foi sensivel,

amplificando apenas diluicbes de DNAde B. henselae acima de 100 copias.
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Na tentativa de padronizar uma reacédo para género e sensivel, foram
realizados testes com primerspara aregidao ssrA. Apesar da boa sensibilidade
da reacgdo, ao testar com o DNA extraido de sangue apareceram amplificados
inespecificos, o que impossibilitou o uso destes primers.

Ao buscar na literatura cientifica trabalhos similares que utilizaram Sybr®

Green para a realizacdo de PCR em tempo real para o diagnostico de
Bartonella sp., encontramos o artigo “Multiplex Sybr® Green-Real time PCR
(gPCR) assay for the detection and differentiation of Bartonella henselae and
Bartonella clarridgeiae in cats” (Rev. Inst. Med. Trop. S. Paulo 56(2): 93-95,
2014). Neste artigo utilizaram-se primers para a regidao do gene da citrato
sintase. A reacdo foi muito sensivel, amplificando até 10 cépias e néao
apresentou bandas inespecificas quando testadas com DNA extraido do
sangue. Apo6s ajustes na reagao, como tempo de anelamento e extensao, a
reacao foi finalmente padronizada e as amostras (tanto de sangue como de

cultura liquida) foram testadas.
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Anexo 2 — Certificado - Premiacao 92 Semana de Pesquisa da FCM (2016)
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Anexo 3 — Certificado 100 melhores trabalhos — 722 Congresso Brasileiro
de Dermatologia (2017)

7al0 de setembro de 2017 | Costa do Sauipe - BA

DERMATO

72 Congresso da Sec edade
Grasileira de Dermarolog 2

Certificamos que o trabalho: COMPARACAO DE METODOS
MOLECULARES PARA DETECCAO EM HEMODOADORES DE
AGENTE NEGLIGENCIADO DE VARIAS DERMATOSES.

Autor(es): MARINA ROVANI DRUMMOND, LUCIENE SILVA DOS
SANTOS, BRUNO GROSSELLI LANIA, AMANDA ROBERTA DE
ALMEIDA, KARINA ALMEIDA LINS, PEDRO PAULO VISSOTO DE
PAIVA DINIZ, PAULO EDUARDO NEVES FERREIRA VELHO

foi selecionado dentre os 100 melhores trabalhos cientificos e apresentado
como poster eletrénico na categoria DISSERTAGAO / TESE durante o 72°
CONGRESSO DA SOCIEDADE BRASILEIRA DE DERMATOLOGIA,
realizado de 07 a 10 de setembro de 2017 na Costa do Sauipe - BA.

Salvador, 10 de setembro de 2017
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PAULD MACHADD V|TORIA REGING REGD ARIEME PAIXAOD
Fresidente Vice-Presidents Sacretaria Geral



Anexo 4 — Certificado Prémio 22 lugar categoria dissertacao/tese — 722
Congresso Brasileiro de Dermatologia (2017)

7al0 de setembro de 2017 | Costa do Sauipe - BA

DERMATO

T2 Congresso da Sec edade
Grasileira de Dermatolog 2

Certificamos que o trabalho: COMPARACAO DE METODOS
MOLECULARES PARA DETECCAO EM HEMODOADORES DE
AGENTE NEGLIGENCIADO DE VARIAS DERMATOSES.

Autor(es): MARINA ROVANI DRUMMOND, LUCIENE SILVA DOS
SANTOS, BRUNO GROSSELLI LANIA, AMANDA ROBERTA DE
ALMEIDA, KARINA ALMEIDA LINS, PEDRO PAULO VISSOTO DE
PAIVA DINIZ, PAULO EDUARDO NEVES FERREIRA VELHO

foi agraciado com o 2° lugar na categoria DISSERTACAO / TESE para o
Prémio PROF. DR. NEWTON ALVES GUIMARAES como estimulo a sua
producéo cientifica e engrandecimento da comunidade cientifica associada
a SBD durante o 72° CONGRESSO DA SOCIEDADE BRASILEIRA DE
DERMATOLOGIA, realizado de 07 a 10 de setembro de 2017 na Costa do
Sauipe - BA.

Salvador, 10 de setembro de 2017
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PAULD MACHADD VITORIA REGINA REGD ARIENE PRIXEOD
Fresidente \ice-Presidents Secrataria Geral
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Anexo 5 — Certificado Apresentacao e-poster — XX Congresso Brasileiro

de Infectologia (2017)



