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INTRODUGAO:

Bartonella sp. e bartoneloses

Bartonella é um género de bactérias
gram-negativas, bacilares curvadas, 0,6 um
de comprimento, pleomorficas e
microaerofilas. S&o intracelulares facultativas
e infectam eritrécitos e células endoteliais.
Possuem distribuicdo global e as infecgbes
por elas causadas sdo consideradas
negligenciadas, reemergentes, costumam ser

cronicas e podem ser fatais (1).

Ja foram identificadas quarenta e cinco
espécies e subespécies do género Bartonella,
sendo 17 delas patogénicas aos seres
humanos. Trés espécies sdo responsaveis
pela maior parte das enfermidades humanas:
Bartonella bacilliformis, Bartonella quintana e

Bartonella henselae (1).

As principais formas de transmisséo das
Bartonella spp. sdo por vetores artropodes
hematéfagos de hospedeiros animais ou

humanos infectados para novos hospedeiros.

A infeccdo pode causar bacteremia
assintomética, como demostrado em estudo
com 500 doadores de sangue do Hemocentro
da Unicamp (2). Entre as causas de risco para
a infeccdo nestes doadores encontrou-se
picadas por carrapatos (3). As bartoneloses
sdo doencas na maioria das vezes zoonGticas
e podem apresentar-se com quadros auto-
limitados como a doenca da arranhadura do
gato (DAG), mas podem também ter
manifestacdes graves, incluindo condi¢cbes
potencialmente fatais como a endocardite. A
DAG é a doenga mais conhecida em humanos
(1). E causada pela B. henselae, cujo
reservatorio principal é o gato doméstico e a
pulga (Ctenocephalides felis) seu principal
vetor. A doenga é caracterizada por linfadenite
autolimitada associada a febre, além de
manifestacdes hepaticas, 6sseas e oculares,

entre outras (4).

Outra manifestacao clinica € a doenga
de Carridn, causada pela B. bacilliformis. Ela

€ transmitida pela fémea do flebétomo
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Lutzomyia verrucarum e endémica das
regides de altitudes elevadas dos Andes
peruanos e regibes do Equador e Colémbia
(5). E uma doenca bifasica: a fase aguda,
denominada de febre de Oroya, que cursa
com febre, anemia hemolitica e
imunodeficiéncia transitoria, e a fase cronica,
a verruga peruana, caracterizada por lesbes
cutdneas vasoproliferativas (6). JA a B.
quintana é transmitida pelo piolho de corpo
Pediculus humanus humanus, responsavel
pela febre das trincheiras, doenga
caracterizada por quadros febris recorrentes.
A angiomatose bacilar € uma doenca causada
pela B. henselae e pela B. quintana e
apresenta proliferagdo neovascular nos
orgdos, predominantemente na pele e no

figado (7).

A infeccdo por Bartonella spp. pode
causar comumente febre, exantemas e
vasculites que sdo expressdes clinicas da
febre maculosa, uma riquetsiose
potencialmente fatal e endémica na regido de

Campinas (7).
Vetores, entre eles os carrapatos

Sendo as Bartonella spp. amplamente
distribuidas na natureza, sabe-se que néo s6
0S gatos, mas 0s cachorros sdo reservatorios
das bactérias. Animais hematéfagos como
como pulgas, piolhos do corpo, mosquitos e
morcegos sao responsaveis pela transmissao,

através do repasto sanguineo.

Além dos vetores citados, o carrapato
tem sido considerado um transmissor de
Bartonella spp. (8). Ele também é responséavel

por transmitir outras doengas como a febre

maculosa, a doenca de Lyme, a doenca de
Powassan e outras enfermidades afetando
nao apenas felinos e canideos, mas também
humanos (9,10).

Apesar de algumas espécies de
carrapatos terem sido encontradas
naturalmente infectadas pela Bartonella spp.,
sua transmissdo transovariana, transestadial
e para o ser humano ainda € pouco estudada.
N&o foram encontradas Bartonella. spp. em
carrapatos da espécie Amblyomma sculptum

coletados em campo. (11)

Esta espécie, popularmente conhecida
como carrapato estrela, é o principal vetor da
Rickettsia rickettsii, causadora da febre
maculosa, na regido de Campinas como em
todo estado de Sdo Paulo (12). Sao de
extrema importancia para a saude publica e
séo encontrados em locais de mata rasteira,
possuem baixa especificidade parasitaria,
com isso podem ser encontrados em diversos
hospedeiros, 0 que justifica a sua alta

disperséo (13).

OBJETIVOS:

1. Avaliar a presenca de Bartonella sp.
nos carrapatos presentes em ambiente do
campus de Campinas da Unicamp.

2. Padronizar as técnicas de reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) para o
diagnostico de infeccdo por Bartonella sp. em

carrapatos coletados em campo.

METODOLOGIA:

Coleta de Vetores
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A coleta foi realizada em uma é&rea de
preservacdo permanente dentro do campus
de Campinas da Unicamp. Foi utilizada como
técnica o arrasto de flanela e a inspecéo
visual. Para a realizacdo das técnicas
moleculares eram esperadas coletar um
namero amostral de no minimo 50 individuos.
Os vetores foram coletados, sendo
posteriormente acondicionados em tubos

conicos 50ml e armazenados em -20°C.

Identificacdo Taxonémica dos Carrapatos

Para a identificacdo taxondémica dos
espécimes coletados foram utilizadas chaves
dicotdmicas, contando com o auxilio da Profa.
Dra. Patricia Jacqueline Thyssen, do Instituto
de Biologia (14,15).

Preparo dos carrapatos

Os carrapatos foram descontaminados
em lavagem de imers&o por cinco minutos em
etanol 70° seguidos de trés imersdes por
cinco minutos em PBS estéril. Cada carrapato
foi colocado em nitrogénio liquido e em

seguida macerado.

Extracdo de DNA dos carrapatos

A extragdo dos carrapatos foi realiza
usando Kit E.Z.N.A.® — Tissue DNA Kit,
Omega Bio-Tek, conforme o protocolo.

Deteccao Molecular

O diagndstico das infeccdes foi feito por
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

convencional, nested e em tempo real.

PCR controle

Para garantir a qualidade da extragcéo de
DNA dos carrapatos foram feitas reacbes

especificas para um gene de eucariotos (16).

PCR convencional

Todas as amostras de DNA extraidas
dos carrapatos foram submetidas a PCR
convencional para Bartonella sp. baseado na
regido ITS, a regido intergénica 16S-23S do
RNAr (17).

PCR de dupla amplificacdo (nested)

Todos as amostras dos carrapatos
foram testadas por PCR nested espécie-
especifica para a regido alvo que codifica a
proteina FtsZ que atua na divisdo celular da B.
henselae (18). Foi utilizada a enzima da

Promega (GoTag® Flexi).

PCR em tempo real para B. henselae

Todas as amostras dos carrapatos
foram submetidas a PCR em tempo real
utilizando primers para amplificacdo da regido
do gene do citrato sintase (gItA) no sistema
Sybr® Green utilizando a enzima Fast
SYBR™ Green Master Mix (Thermo Fisher
Scientific) (19).

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Local de coleta

A coleta foi a area de preservacdo
ambiental localizada em frente ao futuro
Instituto de Otorrinolaringologia e Cirurgia de
Cabeca e Pescoco, ao lado do Banco do
Brasil e atrds do Centro Multidisciplinar para
Investigacao Bioldgica na Area da Ciéncia em

Animais de Laboratério, conforme imagem da
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figura 1. Neste local séo encontrados animais
silvestres, principalmente capivaras. Foram
coletados (figura 2) 29 carrapatos machos

adultos (figuras 3 e 4), 29 fémeas adultas.
.T‘ % : 5 7 #

Figura 1. Area de preservagdo ambiental,
Unicamp, Campinas, SP. Disponivel em:
Google Maps.

Figura 2. Carrapato adulto coletado através
da flanela de arrasto.

Identificagdo taxonémica

Todos os carrapatos coletados foram da
espécie Amblyomma sculptum, que comp&em
uma das seis espécies que pertencem ao
complexo especifico denominado
Amblyomma cajennense. E uma das espécies
mais importantes na area meédico-veterinaria
no Brasil. Costumam parasitar capivaras e

cavalos, porém também parasitam répteis,

aves e pequenos e grandes mamiferos,

incluindo humanos.

Figura 3. Vista dorsal do macho de
Amblyomma sculptum.

Figura 4. Vista ventral do macho de
Amblyomma sculptum.

Os resultados documentaram a
presenca de B. henselae em 19,6% dos
carrapatos coletados em um Unico local
dentro do campus de Campinas da
Universidade Estadual de Campinas. Das 56
amostras, sete (12,5%) foram positivas na
PCR nested espécie-especifica para a regido
alvo que codifica a proteina FtsZ de B.
henselae e quatro das 56 amostras (7,14%)
foram positivas para B. henselae utilizando a

PCR em tempo real.
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BCO PCR2
BCO PCR1

Figura 5. Reacdo em Cadeira da Polimerase
(PCR) nested 22 reacdo. Amostras CF14,
CF9, CM12, CM10 e CM9 apresentam bandas
na altura esperada para B. henselae. Sendo
CF = carrapato fémea e CM = carrapato

macho
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Figura 6. PCR nested 22 reacdo. Amostras
CM 2 CMN e CF 1 PT apresentam bandas na
altura esperada para B. henselae. Sendo
CMN = cortado e macerado em nitrogénio

liquido e PT = picotado em tampéo.

CONCLUSOES:

Todos os carrapatos coletados no
campus de Campinas da Unicamp foram da
espécie A. sculptum e em um de cada cinco
individuos foi possivel demostrar a presenga
de B. henselae. A potencial coinfeccdo destes
carrapatos com R. rickettsii e a relevancia
clinica destes achados ainda precisam ser

estudadas.
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