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1. Introdução 

Consideradas como patógenos emergentes, as bactérias do gênero Bartonella são 
adaptadas para infectar mamíferos e estabelece infecções intraeritrocitárias de longa 
duração em reservatórios preferencias como o ser humanos e os gatos. São bactérias 
bacilares gram-negativas, intracelulares facultativas, tendo como uma importante forma de 
transmissão os vetores hematófagos (1). 

Na literatura são propostas pelo menos 47 espécies e subespécies do gênero 
Bartonella. Três espécies são responsáveis pela maior parte dos sintomas clínicos em 
humanos: Bartonella bacilliformis, Bartonella quintana e Bartonella henselae. Em pacientes 
imunodeficientes a infeção poder ser mais grave, causando manifestações potencialmente 
fatais (2). 

As bartonelas são bactérias fastidiosas e, mesmo atendendo às suas exigências, 
raramente são isoladas. A definição de sua infecção é complexa, pois não existe um 
diagnóstico padrão ouro com sensibilidade e especificidade adequadas (3). 

A B. henselae é a espécie causadora da doença da arranhadura do gato (DAG), 
comumente encontrada nos humanos. Sabe-se que uma das características dessa espécie 
é a invasão de eritrócitos humanos (4). 

Foram realizados dois projetos com o objetivo de investigar a presença dessa bactéria 
em diferentes tecidos. O primeiro projeto “Pesquisa de Bartonella henselae no sistema 
nervos central e coração de camundongos infectados experimentalmente”, feito no ano de 
2018, apresentou resultados pouco compreensíveis, pois houve positividade em animal 
controle. Desta forma, buscando resultados mais claros, foi feito um novo experimento 
translacional em camundongos imunodeficientes a fim de investigar a proliferação da 
bactéria em oito tecidos diferentes: sangue, cérebro, coração, fígado, baço, rim, pele, olho e 
cérebro. 

2. Metodologia 
 

 Projeto de 2018-19 

Os tecidos utilizados nesse trabalho foram provenientes de um projeto de doutorado 
anterior (Silva. M.N., 2016). Foram utilizadas amostras de coração e cérebro provenientes 
de 16 fêmeas de camundongos isogênicos imunocompetentes BALB/c, com oito semanas 
de idade e peso entre 20 e 22 gramas. Os camundongos foram separados em dois grupos 
de oito animais: o grupo controle (GC) no qual foi realizado inoculação intraperitoneal de 
solução salina e o grupo infectado (GI) no qual inoculou-se suspensão bacteriana (10⁴ UFC 
de B. henselae /mL). A suspensão foi preparada com cepa padrão de B. henselae (Houston 
1, American Type Culture Collection, Rockeville, MD, ATCC 49882T). Metade dos animais 
de cada grupo foi eutanasiado para coleta de amostras 4 dias após a inoculação e o restante 



 

após 21 dias.As amostras estavam armazenadas no freezer -80ºC, garantindo sua 
preservação (5).  

Para extração do DNA dos tecidos foi utilizado um protocolo adaptado que se baseia-se 
na lise por SDS e proteinase K e na precipitação NaCl e álcool (6). O DNA foi quantificado 
no Multiskan GO, Thermo scientific. Todas as amostras foram submetidas para reação de 
PCR controle para região GAPDH, PCR convencional para Bartonella sp. baseado na região 
ITS e PCR nested (de dupla amplificação) espécie-específica para B. henselae para a região 
ftsZ. Todas as amostras que apresentaram amplificação foram levadas a sequenciamento 
por uma empresa terceirizada.  

 Projeto de 2019-20 

Nesse estudo foram utilizados 20 camundongos imunodeficientes da linhagem 
NOD.CB17-Prkdcscid/JUnib. Os animais foram separados em dois grupos de 10 animais: 
no grupo controle (GC) foi inoculado intraperitonealmente 30μL de solução salina e no grupo 
infectado (GI) foi inoculado uma  suspensão bacteriana (10⁴ UFC de B. henselae /mL), 
suspensão preparada com cepa padrão de B.henselae (3715 IAL) em solução salina 0,9%.  
Metade dos animais de cada grupo foi eutanasiado para coleta de amostras 4 dias após a 
inoculação e o restante após 21 dias. A eutanásia foi realizada com os devidos cuidados, 
em cabine de segurança biológica, iniciando-se pelo grupo controle e seguindo para o 
infectado.  

Após a coleta dos tecidos foi realizado a extração do DNA utilizando o Kit de extração 

Omega (Extração de DNA de Cultura Celular e Tecido, Kit E.Z.N.A.® #D3396), seguindo o 

protocolo.Todas amostras foram quantificadas em NanoDrop a fim de se verificar a 

quantidade e qualidade do DNA extraído. Após a extração, foram realizadas as mesmas 

reações de PCR já descritas no projeto anterior, além de PCR em tempo real para a região 

gltA. 

Na reação de PCR nested foi necessário fazer diluições do DNA em alguns dos 

tecidos, pois ao utilizar-se o DNA diretamente para a amplificação, houve a visualização de 

várias bandas inespecíficas. A mesma diluição foi utilizada nos grupos controle e infectados, 

sendo elas: coração, cérebro e olho 1:3; fígado e baço 1:4. A figura 1 resume o experimento. 

Figura 1. Estratégia de inoculação do animal e esquema de coleta de amostra. 
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3. Resultados/Discussão 

 Projeto de 2018-19 

O método de extração in house padronizado mostrou-se eficiente e foi importante para 

o laboratório, uma vez que o custo com o método é substancialmente menor quando 

comparado ao kit comercial. 

 Nas reações realizadas tivemos os seguintes resultados: na PCR GAPDH todas as 

amostras apresentaram amplificação, demonstrando DNA íntegro e ausência de inibidores; 

nas reações convencional e nested foi necessário realizar a diluição do DNA, devido à alta 

concentração. No tecido cárdico, as duas reações apresentaram amplificação nas amostras 

(GC Camundongo 1-4 dias e GI Camundongo 4-4 dias). A amostra do grupo infectado foi 

sequenciada e confirmou se tratar de B. henselae. Nos tecidos de cérebro houve 

amplificação de DNA de B. henselae nas amostras GC Camundongo 1- 21 dias e GI 

Camundongo 1-21 dias), resultado que foi confirmado por sequenciamento. A partir da 

detecção do DNA de B. henselae no grupo controle, houve a necessidade de um novo 

experimento com o objetivo de esclarecer se houve equívoco no armazenamento das 

amostras ou se, eventualmente, mesmo animais livres de patógenos como os utilizados no 

experimento estariam infectados por essa bactéria. 

 

 Projeto de 2019-20 

A quantificação das amostras demonstrou que as extrações realizadas foram 
eficientes e de boa qualidade pois os valores médios de concentração e razão 260/280 de 
DNA foram adequados. Todas as amostras extraídas apresentaram amplificado na PCR 
controle (GAPDH), ou seja, o DNA extraído mostrou-se íntegro e com ausência de inibidores 
da PCR. O quadro 1 resume os resultados de todas as reações nos dois grupos.  

Quadro 1. Resultados PCR dos dois grupos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 Entre os resultados obtidos pelas reações, tem-se na PCR convencional para região 

ITS, gênero especifica, duas amostras amplificadas, pertencentes ao grupo dos infectados. 

Os dois animais positivos nas reações convencionais também tiveram infecção demostrada 

pela PCR nested. 

As reações de PCR nested apresentaram maior número de amplificações em relação 

às outras reações. Isso é compreensível por se tratar de uma reação de dupla amplificação, 

o que a torna mais sensível para detecção. Considerando todas as amostras houve 

amplificação em 12 animais do grupo controle e em 26 dos camundongos infectados. 

As amostras amplificadas permitem identificar a infecção da bactéria em todos os 

tecidos analisados. Os tecidos coração, fígado, baço e rim apresentaram mais amplificações, 

o que sugere que sejam mais infectados. Uma explicação para esses resultados é que, por 

se tratar de órgãos altamente vascularizados, ficam mais propensos de receber eritrócitos 

infectados permitindo a proliferação da bactéria (7). 

A PCR em tempo real apresentou amplificação em duas amostras (cérebro e olho) 

em animais pertencentes ao grupo controle. O pequeno número de amplificações nessas 

reações pode ter ocorrido por uma baixa quantidade de DNA do patógeno, o que faz com 

que o limite de detecção não seja alcançado, impossibilitando a verificação da infecção, mas 

não significa a ausência da bactéria (8). 

No trabalho realizado observa-se à amplificação em amostras do grupo controle, em 

mais de uma reação. Esses resultados podem significar que animais, a princípio 

considerados livres de patógenos específicos como os provenientes do Centro 

Multidisciplinar para Investigação Biológica (Cemib) da Unicamp, possam estar infectados 

por estas bactérias. Esse processo pode ter ocorrido por meio de uma infecção 

transplacentária, em que o camundongo inicial que deu a origem a linhagem, apresentava 

essas bactérias e que foram transmitidas através das gerações. Os animais não são 

testados para a infecção por Bartonella spp. e esse tipo de transmissão já foi verificado em 

outro estudo, corroborando para esse achado (9). 

A existência de camundongos infectados fornecidos para experimentos é 

problemática, pois a bactéria pode afetar em vários aspectos o organismo contaminado e 

consequentemente influenciar nos resultados. Na literatura não é descrito a contaminação 

de animais de experimentação por essas bactérias. 

4. Conclusão 

Nesse trabalho pode-se observar a potencialidade de infecção que a bactéria B. 

henselae possui. Dentre as reações realizadas, a PCR nested, espécie-específica, 

apresentou maior sensibilidade na detecção, apresentando amplificação em 34 amostras 

entre controles e infectados. A reação PCR em tempo real, que possui uma sensibilidade 

relevante, apresentou amplificação em duas amostras para o grupo controle, sendo 

pertencentes aos tecidos de cérebro e olho. Na PCR convencional para região ITS o DNA 

de Bartonella sp. foi detectado em uma amostra de olho e outra do coração do grupo 

infectado. 



 

Como é mencionado na literatura, no presente estudo pode-se verificar que os tecidos 

com uma maior vascularização são mais propensos em abrigar essas bactérias, como é 

visto em resultados no baço, rim, coração e fígado. 

Na investigação experimental da infecção em camundongos também houve a 

identificação de contaminação por Bartonella sp. dos animais controles, o que estabelece a 

necessidade de medidas avaliativas pelos responsáveis em fornecimento dessa linhagem 

de camundongos para que haja segurança na realização de pesquisas que utilizem esses 

organismos. 

Esforços nos métodos de diagnósticos são necessários visto que ainda não se possui 

uma sensibilidade adequada para identificar Bartonella sp. 
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