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INTRODUGAO:

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 esta relacionada a vetores. Atualmente este género apresenta 45 espécies e subespécies
das quais 16 estdo relacionadas a doengas em humanos. Varios artropodes hematéfagos como pulgas, piolhos,
mosquitos e carrapatos ja foram confirmados como vetores. Um estudo mostrou que pacientes com cardiopatias
chagasicas tém 40 vezes mais chances de estarem infectados com Bartonella sp. em relagdo ao grupo controle
saudavel. Diante destes dados, sugere-se que os percevejos hematdfagos da familia dos triatomineos e vetores
da doenca de Chagas (Rhodnius neglectus), possam ser potenciais vetores de Bartonella spp.. O resultado deste
projeto pode sugerir que os pacientes chagasicos sejam testados para este outro patégeno que também pode
causar cardiomiopatias. Este projeto de iniciacdo cientifica desenvolveu parte de um projeto maior, financiado
pela Fapesp, e teve como objetivo de avaliar a prevaléncia da infecgdo natural por Bartonella sp. em triatomineos
coletados em campo, utilizando ferramentas de detec¢do molecular como PCR convencional, PCR de dupla

amplificagdo e PCR em tempo real.

METODOLOGIA:

Preparagao dos barbeiros para a extragao

Barbeiros (Rhodnius prolixus) provenientes do municipio de Seabra-BA, coletados em peridomicilio
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 extracdo de DNA.
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Figura 1 - Fluxograma lavagem de barbeiros para extragéo de DNA

Extra¢cdo do DNA

A extracdo de DNA dos barbeiros foi realizada utilizando o kit comercial QlAamp DNA mini kit (Qiagen)
conforme instrugGes do fabricante para a extragdo de tecidos.

Quantificacdo do DNA

O DNA extraido foi analisado em NanoDrop para a verificacdo da quantidade e da qualidade do DNA.

Amplificagdo do DNA

- PCR Convencional

Para verificacdo da integridade e da presenca de DNA extraido, foi realizada PCR convencional em que
foram utilizados primers para a regido 16S rDNA especificos para a familia Reduviidae descritos por Weirauch et
al. (1). Esta PCR é utilizada como controle de qualidade e espera-se que haja amplificacdo em todas as amostras,
o que indica presencga de DNA integro e auséncia de inibidores de PCR.

Também foram realizadas outras reagGes especificas para a deteccdo de DNA de Bartonella sp. em todas
as amostras:

- PCR de dupla amplificacdo para B. henselae

PCR de dupla amplificagdo (nested) espécie-especifica para a regido alvo ftsZ da Bartonella henselae (3).
Os produtos das reacGes da PCR convencional e nested foram analisados em gel de agarose corado com

GelRed (Biotium).

- PCR em tempo real para B. henselae

PCR qualitativa em tempo real utilizando sonda de hidrélise com a enzima Master Mix for Probe-Based

Real-Time qPCR (Promega) (4) para a regido alvo gltA.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

- Extragao do DNA e quantificagdo:
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Foram extraidos o DNA de 100 barbeiros e realizada a quantificagdo em Nanodrop. A quantidade de DNA
extraido é expressa pelo equipamento em nanogramas por microlitro. Sendo assim, quanto maior este nimero,
maior é a quantidade de DNA na amostra analisada. Os valores da concentragdo ficaram entre 2,1 e 380,3ng/uL.
O resultado da razdo entre absorbancias medidas a 260nm e 280nm expressa a propor¢do entre a quantidade de
DNA e a quantidade de proteinas extraidos. A pureza 260/280 é dada de forma que, quanto mais proxima de 1,8,
maior é a pureza do acido nucleico. A razdo 260/230, pode indicar contamina¢do com diversos compostos como
carboidratos e proteinas. Os valores ideais estdo geralmente entre 1,8 e 2,2, um pouco acima de seus respectivos
valores 260/280. As relagBes 260/280 e 260/230 se mostraram abaixo do esperado. Isso pode ser atribuido a
grande quantidade de proteina que as amostras apresentaram, porém, tal fato ndo influenciou nas amplificagGes
do gene enddgeno.

- PCR Convencional — Reduviidae
PCR convencional em que foram utilizados os primers para a regido 16S rDNA especificos para a familia

Reduviidae, as amostras apresentaram amplificacdo e as extracdes foram validadas conforme imagens a seguir:
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Figura 2 - Gel de agarose 2% corado com GelRed para a visualizagdo do amplificado do gene enddgeno de Reduviidae — 1 ao 47
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Figura 3 - Gel de agarose 2% corado com GelRed para a visualizagdo do amplificado do gene enddgeno de Reduviidae — Repeti¢do dos
ndo-amplificados da Figura. 2
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Figura 4A e B - Gel de agarose 2% corado com GelRed para a visualizagdo do amplificado do gene enddgeno de Reduvidae — 48 ao 100

- PCR de dupla amplificagdo (nested) para B. henselae
Todas as amostras foram submetidas a PCR de dupla amplificagdo espécie-especifica para a regido alvo
ftsZ da B. henselae e dentre elas 15 amostras amplificaram o DNA da B. henselae. O tamanho esperado do

amplificado é de 218pb.

Figura 6 - Gel de agarose 2% corado com GelRed para a visualizagdo do amplificado da PCR nested espécie-especifica para B. henselae
(tamanho esperado do amplificado: 218pb)

Figura 7 - Gel de agarose 2% corado com GelRed para a visualizagdo do amplificado da PCR nested espécie-especifica para B. henselae
(tamanho esperado do amplificado: 218pb)
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Figura 8 - Gel de agarose 2% corado com GelRed para a visualizagdo do amplificado da PCR nested espécie-especifica para B. henselae
(tamanho esperado do amplificado: 218pb)
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Figura 9 - Gel de agarose 2% corado com GelRed para a visualizagdo do amplificado da PCR nested espécie-especifica para B. henselae
(tamanho esperado do amplificado: 218pb)

- PCR em tempo real qualitativa para B. henselae

Na PCR qualitativa em tempo real realizada, 52 amostras amplificaram o DNA de B. henselae.

CONCLUSOES:

Diante dos resultados, fica evidente que barbeiros (Rhodnius prolixus), provenientes de coletas em
peridomicilio no municipio de Seabra-BA, estdo contaminados com B. henselae.
Estes percevejos podem estar associados a transmissdo desta bactéria, o que reforca a necessidade de

investigacdo de B. henselae para pacientes chagdsicos com cardiomiopatias.
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