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INTRODUCAO:

As bartoneloses sdo doengas
negligenciadas causadas por bactérias gram-
negativas, fastidiosas e pertencentes ao género
Bartonella. Estas bactérias tém uma ampla
capacidade de infectar mamiferos e sua
transmissdo muitas vezes estd relacionada a
vetores. Atualmente este género apresenta 45
espécies e subespécies das quais 16 estdo
relacionadas a doencas em humanos. Varios
artropodes hematofagos como pulgas, piolhos,
mosquitos e carrapatos ja foram confirmados como
vetores.

As bactérias do género Bartonella tém sido
relacionadas a doencas descritas ha centenas de
anos (1). Apesar do esfor¢co e dos avangos nas
pesquisas nas ualtimas duas décadas, o
conhecimento sobre a sua transmissdo e patologia
ainda é muito limitado (2). As bactérias também
sdo conhecidas por infectarem eritrocitos, células

endoteliais, células dendriticas e macrofagos,

geralmente causando bacteremia persistente em
seus hospedeiros (3, 4).

A infeccdo pelas Bartonellas spp. tém
uma ampla diversidade de manifestacdes clinicas
que esta relacionada a varios fatores, entre eles: a
variedade de espécies e cepas, o que leva a
diferencas na sua patogenicidade e ao
desenvolvimento de quadros clinicos mais ou
menos graves (5, 6); diferengas na resposta imune
do hospedeiro e de outros fendomenos como
coinfec¢do, imunossupressdo, doencas nao
infecciosas concomitantes e desnutricdo (7). A
responsabilidade dos vetores na manifestacdo
clinica das bartoneloses ndo ¢ conhecida.

Estudo realizado com  pacientes
chagasicos demonstrou que a infeccdo por
Bartonella spp. foi 40 vezes maior em pacientes
com cardiomiopatia pela doengca de Chagas
quando comparado ao grupo controle (8).

A doenga de Chagas é uma doenga tropical
infecciosa negligenciada causada pelo protozoario
Trypanosoma cruzi e transmitida pelas fezes dos

vetores triatomineos. Segundo a Organizagdo

XXIX Congresso de Iniciagdo Cientifica da UNICAMP - 2021 1



Mundial de Saude, sdo responsaveis por mais de
um bilhdo de casos e causam mais de um milhao de
mortes. A entrada do parasita no corpo do
hospedeiro se da pelo contato direto das fezes dos
barbeiros com a lesdo causada pela picada. A
transmissdo vetorial ocorre majoritariamente em
areas rurais, devido as condi¢des ambientais que
permitem uma maior concentragdo destes
percevejos, além do convivio e a proximidade com
os animais silvestres que sdo reservatorios da
doenga tais como o tatu, gamba, tamanduds entre
outros. A doenca de Chagas pode causar
manifestagdes no coragdo, eséfago e intestino
grosso ndo havendo justificativa para a predilecdo
por uma ou outra forma da doenga. A coinfecgdo
com outros agentes poderia ser uma justificativa
9).

Tendo em vista que as bartonelas sdo
transmitidas por varios vetores hematofagos, que o
vetor da doenga de Chagas é um hemiptero e que a
prevaléncia da infeccdo por Bartonella sp. entre 0s
pacientes com cardiomiopatia pela doenca de
Chagas foi maior que o grupo controle, sugere-se
investigar se o triatomineo também poderia agir
como um vetor para a transmissdo de Bartonella
sp..

Este projeto de iniciacdo cientifica é parte
de um maior e teve como objetivo a padronizacao
e a realizagdo de PCR de gene enddogeno de
barbeiro para o controle de qualidade do DNA

extraido dos barbeiros envolvidos no projeto.

METODOLOGIA:

e Preparacio dos barbeiros para

extracao de DNA

Barbeiros (Rhodnius prolixus)

provenientes de colonias de triatomineos mantidas

no Insetdrio de Triatominae da Faculdade de
Ciéncias de Araraquara — Unesp de Araraquara
utilizados nos experimentos foram preparados para
a extracdo de DNA. Para isso, foram manipulados
conforme fluxograma a seguir (Figura 1). Este
procedimento foi realizado para minimizar a
possibilidade de contaminagdo pelo ambiente
externo e diminuir a quantidade de proteina na

extragdo de DNA.
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Figura 1- Fluxograma da lavagem dos barbeiros
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o Extracido do DNA

Foi realizado a extragio de DNA dos
barbeiros inteiros com o kit (Qiagen) conforme

instrucdo do fabricante para a extracdo de tecidos.
e PCR do gene endégeno

Estas reagOes sdo utilizadas para verificar a
presenca de DNA e a auséncia de inibidores de
amplificagdo.

Foram padronizadas e realizadas as
seguintes reagdes:

1- PCR que amplifica o fragmento do gene
mitocondrial Citocromo Oxidase I (COI ou
COX1) de varios filos de invertebrados
(10).

2- PCR que amplifica um fragmento do gene

18S rRNA do DNA de qualquer eucarioto
(11).

3- PCR que amplifica fragmento do gene 16S
DNA  ribossdmico  especifica  para

Reduviidae (12).

RESULTADOS E DISCUSSAO:

A reacdo foi padronizada com sucesso e
estd sendo realizada em todos os barbeiros
extraidos no projeto.

- PCR que amplifica o fragmento do gene

mitocondrial Citocromo Oxidase I (COI ou

COXlde varios filos de invertebrados (10). A

reagdo foi padronizada com a seguinte condigao:

PCR — para Citocromo Oxidase | de varios filos de invertebrados
MetF = GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG
Met R - TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA
Reagente Volume {em pL) Ciclo
Agua 6,75 GAPDH
Tampdo 5x incolor 3 < el B
MgCl; (25mM) 12 94° C—
15" } 35X
dNTP (10uM) 0,3 54°C—
15"
Primer TR1 0,3 =05
15"
Primer TR2 0,3 7rc-7
Taqg (5u/pl) 0,15 4°C—oo
Total Mix: 12 Tamanho esperado do
DNA 3 fragmento: 710pb

Figura 2 - Tabela de PCR — para Citocromo Oxidase | de vdrios
filos de invertebrados

O tamanho esperado do amplificado é de

710 pb (Figura 3). Apesar de ter funcionado, ndo

se mostrou tdo sensivel uma vez que ndo

amplificou em todas as amostras.

Figura 3 - Padronizagdo PCR controle para invertebrados:
gene mitocondrial Citocromo Oxidase |

- PCR que amplifica um fragmento do gene
18S rRNA do DNA de qualquer eucarioto (4). A

reacdo foi padronizada com a seguinte condiggo:
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PCR — para eucarioto
185 EUC F=2 5’ — AGGATCCATTGGAGGGCAAGT
185 EUC R=> 5' — TCCAACTACGAGCTTTTTAACTGCA
Reagente Volume (em pL) Ciclo
Asua 12,875
Tampdo 5x incolor 5 95°C-5%
MgCl; (25mM) 2 94° C—30'
dNTP (10puM) 0,5 64° C—30' 37K
EucF (10uM) 1 P
20"
EucR (10uM) 1 72°C-%
Tag (5u/pL) 0,125 4°C—oo
Total Mix: 22,5 Tamanho esperado do
DNA 2,5 fragmento: 99ph

Figura 4 - Tabela de PCR — para eucarioto

Nesta reacdo espera-se que o fragmento
amplificado seja de 99pb (Figura 5).

Utilizamos esta reagdo para qualquer
amostra de eucarioto, mas principalmente para as
amostras provenientes de animal ndo-mamifero,
como no caso de patos utilizados como fonte
alimentar dos barbeiros no insetario. Apesar de ter
sido padronizada, como ha formacdo de uma
segunda banda logo abaixo da primeira por causa
do anelamento do primer nele mesmo, além da
grande possibilidade de contaminagdo ambiente,

esta reacdo so sera utilizada se ndo houver outra

disponivel para o agente em questdo.

Figura 5 - Padronizagéo da PCR controle para eucariotos:
gene 18S rRNA do DNA

- PCR que amplifica fragmento do gene

16S DNA ribossomico especifica para Reduviidae

(12). A reacdo foi padronizada com a seguinte

condigdo:
PCR — para reduviidae
Red F = CGCCTGTTTATCAAAAACAT
Red R=>CTCCGGTITGAACTCAGATCA
Primeira Reacdo — BH1
Reagente Volume (em pL) Ciclo
Agua 12,875 BH nested PCR1
Tamp3do 5x incolor 5 94" C-2
MgCl2(25mM) D 94° C—30"
dNTP (10uM) 0,5 X° C—30" 35X
BHF(10uM) 1 72 C-
4,5”
BHR (10uM) 1 72°C-7
Tag (5u/ul) 0,125 Tes52,1
Total Mix: 22,5 Tamanho esperado do
DNA: 2,5 fragmento: 400ph

Figura 6 - Tabela de PCR — para reduviidae

O tamanho esperado do fragmento é de

aproximadamente 400pb (Figura 7)

Figura 7 - Padronizagdo
Reduviidae

CONCLUSOES:

PCR controle para a familia

As reacdes foram padronizadas e estdo
sendo utilizadas na rotina do projeto em todas as
amostras seja de barbeiros ou de fontes alimentares

como 0s patos.

Gragas a estas padronizagdes, o DNA de

Bartonella

henselae pode

ser detectado em

barbeiros por meio de reagdes espécie-especifica.
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