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Resumo

Bactérias do género Bartonella sdo agentes zoondéticos, podendo causar danos
autolimitantes ou fatais aos seus hospedeiros. Essas bactérias infectam diversos
animais, e sdo transmitidas por vetores como pulgas, piolhos, moscas e carrapatos.
Além da diversidade de hospedeiros ser um desafio epidemiolégico, essas bactérias
séo fastidiosas e seu isolamento em meio de cultura € uma constante dificuldade. O
objetivo do presente estudo foi padronizar a curva de crescimento de Bartonella spp.
em meio TSB (Tryptic Soy Broth) suplementado e verificar a ocorréncia de
transmissdo transovariana e perpetuacdo transestadial em carrapatos da espécie
Amblyomma sculptum, com sangue infectado por Bartonella spp., através de
alimentacdo artificial. Para avaliar o crescimento de Bartonella spp. foi utilizado o meio
de cultura (TSB), suplementado com soro fetal bovino, sacarose e anfotericina. As
contagens de UFC para a formacgéao da curva de crescimento foram realizadas em
placas pelo método de superficie. Uma vez estabelecida a fase 6tima de crescimento
da bactéria, chegando na concentracdo 107 a mesma foi utilizada para infectar sangue
de coelho previamente testado negativo para Bartonella spp. Fémeas (49) de A.
sculptum foram alimentadas artificialmente durante duas horas com o sangue
infectado, por meio de tubos de microhematdécrito, sendo, em seguida, alimentadas
naturalmente em coelhos até o completo ingurgitamento. Ninfas (98) também foram
alimentadas artificialmente durante quatro dias, por meio de membrana natural feita
de pele de camundongo, para a avaliacdo da perpetuacao transestadial de Bartonella
spp. Apés oviposicao das fémeas adultas alimentadas e adultos mudados das ninfas
alimentadas artificialmente foram testados molecularmente deteccdo do DNA do
patdgeno. Os resultados da curva de crescimento da bactéria mostraram que no meio
TSB houve um crescimento lento, porém bem delimitado, com a fase de laténcia se
estendendo por 21 horas, fase exponencial ou log de 40 a 100 horas e fase
estacionaria se mantendo de 100 a 160 horas, e iniciando seu declinio apos esse
periodo. Ensaio de qPCR para Bartonella spp., baseado no gene nuoG dos ovos das
30 fémeas sobreviventes apoOs alimentagdo artificial, mostraram-se negativos,

evidenciando que ndo houve transmisséo transovariana. Uma fémea resultante de



uma ninfa alimentada artificialmente foi positiva, no entanto, a possibilidade de
perpetuacao transestadial de Bartonella spp. por essa espécie de carrapato ndo pode
ser confirmada, haja vista a presenca de sangue residual no referido espécime de
carrapato. Conclui-se que o meio TSB se mostrou adequado para a realizagdo da
curva de crescimento sendo que conseguiu demonstrar todas as fases necessarias
na curva. A alimentacéo artificial dos adultos demonstrou que ndo ha a transmissao
transestadial, porém, a alimentagéo artificial das ninfas nédo foi conclusiva devido a
uma fémea positiva na qPCR.

Palavras-chave: Bartonella spp., Amblyomma sculptum, alimentacéo artificial

Abstract

Bacteria of the genus Bartonella are zoonotic agents, being able cause self-damage
or fatal to their hosts. These bactéria infec many animals, and are transmitted by
vectors like fleas, lice, flies and ticks. In addition to host diversity being na
epidemiological challenge, these bactéria are fastidious and their isolation in a culture
medium is a constant difficulty. The goal of this study was standardize the growth curve
of Bartonella spp. in medium TSB (Tryptic Soy Broth) supplemented and verify the
occurrence of transovarian transmission and transstate perpetuation in ticks of the
species Amblyomma sculptum with blood infected by Bartonella spp., through artificial
feeding. To evaluate the growth of Bartonella spp. Culture medium (TSB) was used,
supplemented with fetal bovine serum, sucrose and amphotericin. ScoreS CFU for the
formation of the growth curve were performed on plates by the surface method. Once
the optimal bacterial growth phase is established, arriving at concentration 107 it was
used to infected rabbit blood previously tested negative for Bartonella spp. Females
(49) of A. sculptum were atrtificially fed for two hours with infected blood, through
microhematocrit tubes, then being naturally fed to rabbits until complete engorgement.
Nymphs (98) were also artificially fed for four days, through a natural membrane made
of mouse skin, for the assessment of the transstate perpetuation of Bartonella spp.
After oviposition of the fed adult females and changed adults from artifically fed nymphs
were tested molecularly the DNA of the pathogen. The results of the bacterial growth
curve showed that in the TSB medium there was a slow growth, however well

delimited, with the latency phase extending over 21 hours, exponential or log phase



from 40 to 100 hours and stationary phase remaining from 100 to 160 hours, and
starting its decline after that period. gPCR assay for Bartonella spp., based on the
nuoG gene in the eggs of 30 surviving females afte artificial feeding, were negative,
showing that there was no transovarian transmission. A female resulting from na
artificially fed nymph was positive, however, the possibility of transstate perpetuation
of Bartonella spp. by this species of tick cannot be confirmed, have a view the presence
of residual blood in the above tick specimen. It is concluded that the TSB medium
proved to be adequate for the realization of the growth curve being able to demonstrate
all the necessary phases in the curve. The artificial feeding of adults demonstrated that
there is no transstate transmission, however, the artificial feeding of the nymphs was
not conclusive due to a gPCR positive female.

Keywords: Bartonella spp., Amblyomma sculptum, artificial feeding
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1. INTRODUCAO

A alimentac&o in vitro ou alimentacao artificial tem sido aplicada em laboratério
para uma ampla gama de artropodes hematofagos. Hindle & Merriman (1912)
realizaram os primeiros relatos desse tipo de alimentacdo em carrapatos da espécie
Argas persicus (Oken). A partir de entdo foi possivel avaliar a biologia e interagédo
vetor-patégeno e manutencdo de colbnias desses artropodes. Algumas espécies de
carrapatos ixodideos ja foram alimentadas artificialmente, tais como Amblyomma
sculptum Berlese (citada como Amblyomma cajennense) (MOURA et al., 1997),
Ixodes ricinus (Linnaeus) (COTTE et al.,, 2008), Rhipicephalus appendiculatus
Neumann (WALADDE et al.,, 1991), Rhipicephalus microplus (Canestrini) (LEW-
TABOR et al., 2013) e Rhipicephalus sanguineus s.l. (Latreille) (OLIVIERI et al., 2018).

Cerca de 75% das doencas existentes sdo zoonoses, sendo que em sua maior
parte deriva de animais selvagens (JONES et al., 2008). O género Bartonella é
formado por diversos patégenos zoonéticos reemergentes e negligenciados, os quais
podem causar doencas humanas graves. Sdo bacilos Gram-negativos, que podem
infectar células endoteliais e hemacias, causando morte ou infeccdo crbnica. As
doencas mais conhecidas causadas por Bartonella sdo: doenca de Carrién, febre das
trincheiras, doenca da arranhadura do gato e angiomatose bacilar.

Nas ultimas décadas, os estudos de biologia molecular proporcionaram uma
grande evolucao, especialmente na caracterizacdo de novos microrganismos e suas
relacdes com possiveis vetores e hospedeiros vertebrados (HARRUS & BANETH,
2005).

2. REVISAO DE LITERATURA

Carrapatos pertencem a ordem Ixodida e superordem Parasitiformes (KRANTZ
& WALKER, 2009). Compreendem artrépodes hematdfagos que podem transmitir
patbgenos aos seus hospedeiros, causando doengas em humanos e animais
(SONENSHINE et al., 2013). A saliva desse ectoparasito € uma importante ferramenta

para que isso ocorra (SIMO et al., 2017), por facilitar a transmisséo de virus, bactérias,
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protozoarios e helmintos (JONGEJAN et al., 2004; DANTAS-TORRES et al., 2012;
OTRANTO et al., 2013).

A ordem Ixodida € formada por 957 espécies de carrapatos, sendo dividida em
trés familias viventes: Ixodidae com 737 espécies, Argasidae com 219 espécies e
Nuttalliellidae com 1 espécie (DANTAS-TORRES et al., 2019, MARTINS et al., 2019,
MUNOZ-LEAL et al., 2020).

2.1 Familia Ixodidae

Os géneros compreendidos na familia Ixodidae s&o: Amblyomma,
Anomalohimalaya, Bothriocroton, Cosmiomma, Dermacentor, Haemaphysalis,
Hyalomma, Ixodes, Margaropus, Nosomma, Rhipicentor e Rhipicephalus. Aqueles
gue pertencem a familia Argasidae sao: Argas, Antricola, Nothoaspis, Ornithodoros e
Otobius (NAVA et al., 2014). Dois outros géneros foram propostos recentemente por
Barker & Burger (2018), Robertisicus e Archaeocroton, para incluir duas espécies
consideradas enigmaticas, que estavam no género Amblyomma Koch. Esse género
estd representado por 137 espécies no mundo (MARTINS et al., 2019;
GUGLIELMONE et al., 2019), sendo que quase a metade delas ocorre na regiao
neotropical (GUGLIELMONE et al., 2014; NAVA et al., 2014; KRAWCZAK et al 2015,
MARTINS et al., 2019). J& no Brasil, esse género é representado por 32 espécies
(GUGLIELMONE et al., 2019). Uma das espécies que mais se destaca por sua grande
importancia econbmica e epidemiolégica € Amblyomma sculptum Berlese.
Infestacdes por essa espécie causam prejuizos decorrentes da hematofagia, sendo
que realizam espoliacdo sanguinea e transmitem agentes patogénicos causadores de
doencas (LABRUNA et al., 2009), algumas delas de alta letalidade, como é o caso da

Febre Maculosa.
2.2 Amblyomma sculptum Berlese, 1888
Amblyomma sculptum possui uma grande importancia na medicina veterinaria.

Esse tdxon pertence a um complexo formado por seis espécies, dentre elas:

Amblyomma mixtum Koch — ocorre do sul dos Estados Unidos até o norte da América


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1877959X19300871?casa_token=T-wT5SuP2D4AAAAA:ddDn_f4rwo2jn_C_PeU0D18em4mk_SRvYYFkPQo0h4_E1BeKveggYoiPbFOgBw9PRFoWdPu3dGqO#bib0045
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do Sul; A. sculptum — distribui-se no norte da Argentina, Bolivia, Paraguai e na maior
parte do Brasil; Amblyomma tonelliae Nava, Beati & Labruna - presente nas partes
secas da Argentina, Bolivia e Paraguai (NAVA et al., 2014); Amblyomma interadinum
Beati, Nava & Céceres — ocorre no Peru (NAVA et al., 2014); Amblyomma patinoi
Labruna, Nava & Beati - ocorre na cordilheira oriental da Colémbia (NAVA et al., 2014)
e A. cajennense sensu stricto (Fabricius) — espécie restrita a regido amazonica (NAVA
et al., 2014; MARTINS et al., 2016).

No Brasil, A. sculptum é encontrada principalmente no bioma Cerrado e em
areas degradadas do bioma Mata Atlantica com cobertura semelhante ao bioma
Cerrado (MARTINS et al., 2016). Esse carrapato é trioxeno tendo como hospedeiros
répteis (MENDOZA-ROLDAN et al., 2020), aves (LUZ et al., 2016; ARAUJO et al.,
2019) e mamiferos (MURARO et al., 2021; MOREIRA et al., 2021), sendo que 0s
mamiferos sdo preferencialmente mais parasitados em relacdo aos outros animais, e

0 parasitismo em humanos é acidental (NAVA et al., 2014).

2.2.1 Ciclo Biolégico de Amblyomma sculptum

Em geral, os estagios imaturos (larvas e ninfas) parasitam animais de pequeno
porte, enquanto o estagio adulto tem preferéncia em parasitar mamiferos de médio e
grande portes (CASTAGNOLLI et al., 2003). Ainda, larvas e ninfas podem ser
encontradas em aves (LUZ et al., 2016). Nos mamiferos, esse carrapato apresenta
preferéncia em se fixar nas areas de peles mais finas como é o caso da regido
inguinal, axila, regido vulvar e tabua do pescoco (PINNA et al., 2004). No decorrer da
fase parasitaria de cada estagio de A. sculptum (larva, ninfa e adultos), os carrapatos
fixam-se aos seus hospedeiros para realizarem alimentacdo que compreende varios
dias (Figura 1), e no caso dos adultos, alimentacdo e copula. Quando repletos, os
carrapatos abandonam o hospedeiro, caindo no solo/ambiente para que ocorra a

ecdise e/ou a oviposicdo (no caso das fémeas) (GUGLIELMONE et al., 2006).
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Figura 1. Ciclo biolégico de Amblyomma sculptum na natureza

a) Fase de vida livre. Larvas aglomeradas na ponta do capim, ocorrendo
principalmente no inicio de abril até o final do inverno (diapausa comportamental). b)
Fase de vida livre. Ninfas aglomeradas na vegetacdo, ocorrendo no inicio da
primavera até o inicio do verdo. c) Fase parasitaria. Adultos na vegetacgéo, ocorrendo
no final da primavera até o final do outono. Padrdo para a regiao sudeste. (imagens

de Carlos Perez).
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O ciclo bioldgico desse carrapato inicia com a queda da fémea ingurgitada, que
geralmente ocorre nas horas mais amenas do dia (final da tarde ou inicio da manha).
A fémea procura um microambiente a fim de se proteger dos inimigos naturais e entéo
realiza a oviposicdo. A quantidade de ovos postos depende do peso da teledgina
(GUGLIELMONE et al., 1991). Em geral, na natureza, em condi¢des favoraveis de
temperatura e umidade, o periodo de oviposicao leva em média 10 dias, e o periodo
de incubacado dos ovos € de 25 a 30 dias. Com cerca de 15 dias apés a ecloséo, ou
quando a cuticula ja estd mais firme, as larvas sobem nas folhas e ficam agrupadas
aos milhares, a espera de um hospedeiro (LABRUNA et al., 2003; GUGLIELMONE et
al., 2006). Uma vez em contato com o hospedeiro, as larvas fixam-se a pele e
permanecem no hospedeiro até finalizar o ingurgitamento. O periodo de alimentacao
das larvas é de 5 a 7 dias, quando entdo se desprendem, caindo ao solo para
realizacdo da ecdise, que em geral leva em média 7 a 10 dias (EMBRAPA, 2015).

Aposs a muda, as ninfas permanecem no solo até o endurecimento da cuticula,
e similarmente ao que ocorre com as larvas, as ninfas com idade de 15 a 20 dias ap0s
a muda, sobem nas folhas e ficam aguardando um hospedeiro para realizar o repasto
sanguineo. O periodo de alimentacéo das ninfas leva de 5 a 7 dias, caindo novamente
ao solo para sofrer ecdise para o estagio adulto, que leva de 12 a 15 dias. Igualmente,
apos o endurecimento da cuticula, os adultos com idade de 15 a 20 dias ap6s a muda,
sobem nas folhas e procuram um novo animal para realizacdo de alimentacdo e
cOpula. Machos permanecem nos hospedeiros por longos periodos alimentando-se
intermitentemente e aguardando novas fémeas. Ja as fémeas fixam-se e alimentam-
se por 7 a 9 dias, e enquanto estéo se alimentando, elas sao copuladas pelos machos.
Apés a copula, as fémeas terminam o ingurgitamento, caindo novamente ao solo para
oviposi¢cao de milhares de ovos, reiniciando o ciclo (GUGLIELMONE et al., 2006).
Todo esse processo é permeado por feroménios (SILVERSTEIN et al., 1983).

Em condigdes de laboratério o ciclo bioldgico se completa em 93 a 95 dias mas
esse periodo varia enormemente na natureza, devido as alteragbes nas condi¢coes
climaticas, vegetacéo e disponibilidade de hospedeiro (LABRUNA et al., 2009). Além
disso, A. sculptum faz diapausa comportamental no estagio larval, apresentando
apenas uma geracéo ao ano (LABRUNA et al., 2003; CABREIRA & LABRUNA, 2009).

Nos meses mais secos e frios, de abril a agosto/setembro, na regido sudeste, as larvas
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sdo predominantes na vegetacdo, enquanto as ninfas ocorrem principalmente de
junho a outubro, e os adultos tém um pico populacional nos meses chuvosos, de
setembro a marco (GUEDES et al., 2008).

2.3 Alimentacéo Artificial de Ixodideos

A alimentacao in vitro tém se mostrado bastante Util em algumas pesquisas que
envolvem acaricidas, mostrando a resisténcia e sensibilidade dos carrapatos frente a
esses componentes presentes nos compostos quimicos. Adicionalmente, é possivel
reduzir gastos econdmicos em termos de animais infectados em biotério, tendo
apenas que ter o sangue e o isolado do patégeno de estudo para infectar os
artropodes. Essa técnica pode ser utilizada em carrapatos argasideos para estudo de
liquido coxal e excretas, e em ixodideos, tornando possivel um maior entendimento
quanto as estruturas secretadas (KROBER; GUERIN, 2007).

2.3.1 Técnicas de alimentacdao artificial de carrapatos

Existem diversas técnicas para alimentacéo artificial de carrapatos, como uso
de membranas artificiais e naturais e tubos capilares, e, em sua maioria, tém a
finalidade de manutencéo dos carrapatos em colbnia, visando reduzir ou evitar 0 uso
de animais de laboratério infectados, como cobaias (BUTLER et al., 1984). Variacdes
das técnicas de alimentacdo em membrana sdo as mais utilizadas, mas o tubo capilar

de microhematdcrito também é muito usado para infeccdo dos carrapatos in vitro.

2.3.2 Alimentacéo in vitro por meio de tubo microhematdécrito

E um método que utiliza tubos capilares tradicionais de hematdcrito. Essa
técnica foi desenvolvida e descrita pela primeira vez por Chabaud (1950), que utilizou
os tubos capilares para alimentar os carrapatos ixodideos Dermacentor reticulatus
(Fabricius) e R. sanguineus. Desde entdo, varias outras espécies foram alimentadas
através dessa técnica (BURGDORFER, 1957; PURNELL & JOYNER, 1967; WALKER
etal., 1979; LOSEL etal., 1993; GERN et al., 1990; DE LA VEGA et al., 2000; KOCAN
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et al., 2005). Ela apresenta vantagem quando comparada as demais técnicas devido
ao seu custo financeiro baixo, e também por expor os carrapatos ao patdégeno, sem a
utilizacdo do hospedeiro infectado, forcando a alimentagdo, ja que o tubo é
acomodado em seu aparelho bucal (BROADWATER et al.,, 2002). A base dessa
metodologia consiste em fixar os carrapatos em placas de Petri com a face dorsal
voltada para baixo, com auxilio de fita dupla face (BURGDORFER, 1957; KOCAN et
al., 2005). Alguns experimentos realizados no Brasil obtiveram éxito com a utilizacao
de bandeja de isopor no momento da fixacdo dos carrapatos (CUNHA et al., 2010;
TEIXEIRA et al., 2006).

2.3.3 Alimentacéao in vitro através de membrana artificial

O primeiro relato do uso das membranas artificiais servindo para alimentacao
artificial foi nos anos 50 (HADDON, 1956). Com os avanc¢os tecnoldgicos, esses
métodos foram aprimorados com a utilizagcdo de celofane (TAWFIC; GUIRGUIS,
1969), latex (KIRCH et al., 1991), e silicone (MOURA et al., 1997; FONSECA et al.,
1999). E uma técnica geralmente empregada em argasideos, pois esses carrapatos
apresentam boa adaptacédo a esse tipo de alimentacdo (DE MEILLON; GOLDBERG,
1967). Os ixodideos, por sua vez, necessitam de pré-estimulo alimentar para que
ocorra a fixacdo. Essas membranas apresentam a caracteristica de serem
semitransparentes, inodoras e flexiveis. Em geral, acrescenta-se uma fina camada de
pelo (que tem cheiro do animal) sobre a membrana onde os carrapatos serao
colocados, para estimular a alimentacdo (fagoestimulantes) (HOKAMA et al., 1987).

Embora com algumas limitacGes, ha varias vantagens, como padronizacdo de
tratamentos acaricidas em condi¢cdes controladas, manutencdo de biotérios de
carrapatos para diversos fins, como estudos da fisiologia do carrapato e interagao
carrapato-patdégeno (GONZALEZ et al., 2021).

2.3.4 Alimentacéao in vitro através de membrana natural

Uma das primeiras membranas naturais a serem utilizadas foi a membrana

corioalantéide de ovos embrionados de galinha. O uso dessa membrana obteve



23

sucesso para alimentar carrapatos O. moubata, Ornithodoros turicata (Duges) e
Ornithodoros parkeri Cooley (BURGDORFER; PICKENS, 1954).

Outro relato de sucesso na utilizacdo de membrana natural foi publicado por
Mango & Galum (1977). Esses autores estudaram o ciclo biolégico de Ornithodoros
moubata (Murray), utilizando membrana de asa de morcego. Entretanto, quando se
trata de ixodideos podem existir alguns entraves como deterioragcdo da membrana

pelo longo periodo de alimentacdo necessaria.

2.4 Anticoagulantes usados na alimentag&o in vitro

Willadsen et al. (1984) utilizaram a heparina como anticoagulante, relatando o
primeiro método desenvolvido para alimentar fémeas pré-ingurgitadas de R. microplus
e demonstraram que esse anticoagulante foi 0 mais eficaz para o desenvolvimento
dos carrapatos.

Waladde et al. (1993) observaram a alimentagédo in vitro de ninfas de R.
appendiculatus utilizando sangue heparinizado seguido de sangue desfibrinado.
Segundo esses autores, 0s espécimes adquiriram pesos de ingurgitamento
comparaveis aos carrapatos alimentados no hospedeiro e subsequentemente
também mudaram para o estagio adulto. Aquelas ninfas que foram alimentadas com
sangue contendo citrato acido dextrose (ACD) ou EDTA ndo consumiram sangue e
nem ganharam peso.

Lew-Tabor et al. (2014) realizaram experimentos com R. microplus usando
sangue heparinizado, mostrando resultados mais eficazes sem comprometer a
producado e a viabilidade dos ovos. Wechtaisong et al. (2020) alimentaram larvas e
ninfas de R. sanguineus (s.l.) artificialmente através de membrana com sangue

desfibrinado e houve um resultado satisfatoério no sucesso de muda.

2.5 Patdgenos transmitidos por carrapatos

Os carrapatos sao conhecidos como vetores de varias doencas causadas por
protozoarios, bactérias, virus (JONGEJAN et al., 2004) e helmintos (OTRANTO et al.,
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2013). Esses artropodes sao encontrados tanto em meio rural, como no meio urbano,
tornando-se também um problema de saude publica. Durante a alimentacdo, os
carrapatos inserem seu aparelho bucal na pele do hospedeiro causando danos ao
tecido, diminuindo entédo a lucratividade dos produtores, especialmente com a venda
do couro (ESTEVES et al., 2019). Muitas doencas infecciosas emergentes ocorrem
devido a transmissdo de agentes patogénicos que tém como reservatorios animais
selvagens (DAMIAN et al., 2020).

2.6 Bartonella spp.

O género Bartonella pertence ao Filo Proteobacteria e Ordem Rhizobiales
(Quadro 1) (CHOMEL et al., 2006). As bactérias do género Bartonella sdo de
crescimento fastidioso, Gram-negativas, intracelulares facultativas e pleomorficas,
gue parasitam eritrocitos e células endoteliais (KOSQY et al., 2010). A descricdo de
espécies de Bartonella e seus respectivos hospedeiros e vetores estd aumentando
continuadamente. J4 foram detectadas mais de 37 espécies e subespécies de
Bartonella em animais domésticos e selvagens, incluindo gatos, caes, roedores, gado,
veados e morcegos (ANDRE et al., 2019; DE SOUSA et al., 2010; HELLER et al.,
1998; MAILLARD et al., 2007; DEHIO et al., 2001).

Quadro 1. Classificagdo taxondmica do género Bartonella

Reino Bacteria
Filo Proteobacteria
Classe Alphaproteobacteria
Ordem Rhizobiales
Familia Bartonellaceae
Género Bartonella

Fonte: CHOMEL et al., 2006

As bactérias do género Bartonella causam uma doenga conhecida como
Bartonelose. Essa doenca se apresenta desde a forma autolimitante, podendo se
manifestar com febre e até um adoecimento generalizado, causando morte (KOSOY
et al., 2010).
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Essas bactérias sdo transmitidas por meio de vetores como pulgas, piolhos,
moscas e outros dipteros, além de carrapatos (DENG et al., 2012; WACHTER et al.,
2020). Bartonella henselae pode ser transmitida por arranhdes e mordeduras de gatos
(GUTIERREZ et al., 2014). Por muito tempo, esse género era conhecido por
apresentar somente uma espécie, Bartonella bacilliformis, agente causador da Febre
de Oroya ou Verruga Peruana (doenca de Carrion) (MINNICK et al., 2014).
Atualmente, o género é composto por 37 espécies reconhecidas, com algumas
contendo mais de uma subespécie. Alguns Candidatus j& foram descritos em seres
humanos, animais domeésticos e selvagens (BREITSCHWERDT et al., 2010;
KAEWMONGKOL et al., 2011; ANGELAKIS e; OKARO et al., 2017).

Diversos mamiferos domésticos e selvagens, tais como ruminantes, caes,
gatos, roedores, carnivoros, preguicas e humanos, podem atuar como reservatorios
para diferentes espécies de Bartonella (DENG et. al., 2012; SEPULVEDA-GARCIA et
al., 2020; GONCALVES et al., 2020; CALCHI, et al., 2020). Tal diversidade de
hospedeiros (Quadro 2) implica em desafios epidemiolégicos clinicos e de
diagnéstico, tanto para a medicina veterinaria quanto para a medicina humana
(BREITSCHWERDT et al., 2010), ja que cerca de 15 espécies foram relacionadas as
doencas humanas (OKARO et al., 2017).

Quadro 2. Hospedeiros e possiveis vetores associados a algumas espécies de Bartonella spp. que

estdo relacionadas as doencas humanas

Espécies de Possiveis Vetores Hospedeiro
Bartonella
B. bacilliformis Lutzomyia Homem

verrucarum
(Breitschwerdt, 2014)

B. vinsonii subsp. Desconhecido Roedores
vinsonii (Kaiser et al., 2011)
B. quintana Piolho humano Homem

(Pediculus humanus
corporis),

Ctenocephalides

felis, carrapato



B. henselae

B. elizabethae

B. grahamii

B. doshiae

B. clarridgeiae

B. vinsonii subsp.

berkhoffii

B. vinsonii subsp.

arupensis

B. chomelii

B. koehlerae

B. alsatica

(Ixodes pacificus)
(Chomel et al., 2010)
Ctenocephalides
felis e carrapatos
(Ixodes ricinus,
Ixodes pacificus e
Rhipicephalus
sanguineus)
(Breitschwerdt, 2014)
Pulga dos roedores
(Ctenophtalmus
nobilis)
(Breitschwerdt, 2014)

Pulgas dos roedores
(Ctenophtalmus
nobilis)
(Breitschwerdt, 2014)
Pulga dos ratos
(Xenopsylla cheopis)
(Kaiser et al., 2011)
Pulga dos gatos
(Ctenocephalides
felis e
Ctenophtalmus
nobilis)
(Breitschwerdt, 2014)
Carrapato (Ixodes
pacificus)
(Chang et al., 2001)
Carrapato (Ixodes
pacificus)
(Kaiser et al., 2011)
Desconhecido
(Kaiser et al., 2011)
Gato
(Chomel et al., 2010)

Pulgas?

Gato, cao, homem e

outros

Rato

Camundongo

Roedores

Gato

Cao, camundongo,

homem

Gado

Gato

Coelho
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(Breitschwerdt, 2014)
B. washoensis Carrapatos (Ixodes Roedores
pacificus) e esquilos
(S. beecheyi)
(Chomel et al., 2010)

B. tamiae Rato? Rato
(Chomel et al., 2010)
B. rochalimae Desconhecido Desconhecido

(Chomel et al., 2010)

Adaptado de Pitassi (2013)

Durante seu desenvolvimento esses patdgenos se adaptaram a Varios
hospedeiros (BUFFET et al., 2013), porém, os roedores, tém sido observados como
reservatorios de um grande numero de bactérias deste género (GONCALVES et al.,
2016; SCHOTT et al., 2020).

2.7 Principais doencas causadas por Bartonella spp.

2.7.1 Doenca de Carrion

E causada por B. bacilliformis e transmitida por dipteros (Psychodidae) da
espécie Lutzomyia verrucarum (MACO et al., 2004). E uma doenca endémica em
algumas regifes da América do Sul como sudoeste da Colémbia, do Equador, até o
centro do Peru (GARCIA-CACERES & GARCIA, 1991). As pessoas que adquirem
essa bactéria apresentam febre, que pode ser baixa e insidiosa ou abrupta e alta, mal

estar, mialgias e artralgias.
2.7.2 Verruga Peruana
E uma doenca de fase tecidual e corresponde a fase crénica da Doenca de

Carrion (NOGUCHI, 1926). Possui a caracteristica de formar erupg¢do nodular

caracteristica na pele que dura de semanas a varios meses (NOGUCHI, 1926).
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2.7.3 Febre das Trincheiras

Causada pela B. quintana e foi reconhecida como doenca durante uma
epidemia na Primeira Grande Guerra, em 1915 (MAURIN & RAOULT, 1996). Ocorre
em quase todas as regides, causando uma infeccdo de forma endémica em
populacdes com infestacdo por piolhos do corpo e com mas condi¢cbes de higiene
(MAURIN & RAOULT, 1996). Atualmente ela € vista como febre das trincheiras
urbanas dos dias modernos, sendo que a infecgdo ocorre, na sua maior parte, em
pessoas de rua (ANDERSON & NEUMAN, 1997). Pode se apresentar de forma gripal

comum e sem sintomas fortes, assim como, febre alta prolongada (RAOULT, 1999).

2.7.4 Doencga da arranhadura do gato

Causada por B. henselae (OKARO et al., 2021). O ser humano se infecta com
essa bactéria através da arranhadura ou mordida do gato parasitado por pulgas
infectadas pela Bartonella (GURU et al., 2018). Essa doenca possui um periodo de
incubacéo variavel de dias até semanas. Segundo Carithers (1985), depois de cerca
de 3 dias, iniciam-se as aparicbes de papulas eritematosas e, com cinco dias,
transformam-se em vesiculas crostosas, as quais podem permanecer por dias e,

depois disso, evoluirem para maculas.
2.7.5 Angiomatose Bacilar
E uma doenca incomum devido a uma infecgdo por B. henselae ou B. quintana.
Caracteriza-se por apresentar proliferacdo neovascular nos 6rgaos ou na pele e,
geralmente ocorre em pacientes imunocomprometidos (AKRAM, 2021).
3. Cultivo de Bartonella spp.

O principal desafio no momento de realizar detecc¢éo, isolamento e padréo de

crescimento de Bartonella em meio de cultura é o periodo de incubacéo, ou seja, € 0

periodo de espera até que seja possivel a visualizacédo da bactéria na placa de agar
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(WONG et al., 1994). Meios de cultura (liquidos ou so6lidos) tém sido empregados com
sucesso para isolamento e crescimento de Bartonella, como por exemplo, 0 meio
Leptospira suplementado com glicose, maltose e inulina (NOGUCHI et al., 1926) e o
meio Schneider’s, desenvolvido por Riess et al. (2008). Atualmente, 0 meio mais
utilizado para isolar e obter crescimento satisfatério € o Bartonella Alphaproteobacteria
(BAPGM) recomendado por Maggi et al. (2005) e Cadenas et al. (2007).

Os primeiros relatos de cultivo de Bartonella spp. foram na década de 20,
guando Noguchi et al. (1926) relataram a febre de Oroya ou verruga peruana. A partir
de entdo, mais estudos foram realizados com essa bactéria, a fim de entender a
relacdo vetor-patdgeno, incluindo seu isolamento (MARMORSTON-GOTTESMAN et
al., 1932; GUTIERREZ et al., 2017). A alta diversidade genética entre as espécies de
Bartonella torna a identificacdo dos possiveis vetores uma tarefa desafiante. Como
novas espécies e subespécies dessa bactéria estdo sendo descritas constantemente,
a sua relevancia na saude animal e publica também aumenta cada vez mais
(GUTIERREZ et al., 2017).

3.1 Meio de cultivo - Tryptic Soy Broth

Para realizar o padrdo de crescimento de bactérias, € recomendado o meio
Tryptic Soy Broth (TSB), que é formado por peptona de caseina e peptona de soja
(LIM, 2003). Esse meio possui propriedades que maximizam a atividade antifingica,
evitando contaminantes no cultivo liquido (SA-UTH et al., 2018), além de fornecer
vitaminas e minerais. Os acucares da peptona promovem o0 crescimento do

microorganismo (LIM, 2003).

4. JUSTIFICATIVA

A participacdo dos carrapatos na transmissdo da Bartonella spp. ainda é
controversa, apesar de algumas espécies terem sido encontradas naturalmente
infectadas, e duas espécies terem sido comprovadamente capazes de adquirir e
transmitir o patégeno in vitro. Devido a falta de informacdes sobre possiveis vetores

de Bartonella spp. no Brasil e auséncia de evidéncias de perpetuacédo transestadial e
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transmissdo transovariana da bactéria em carrapatos brasileiros, a espécie A.
sculptum foi escolhida para ser avaliada no presente estudo, quanto ao seu papel na
transmissdo desses patdégenos, por meio de alimentacao artificial. Além disso, essa
espécie tem ampla distribuicdo geogréfica no pais, é altamente antropofilica e suas

formas imaturas possuem baixa especificidade, e podem parasitar roedores

5. OBJETIVOS

5.1 Geral

Padronizar a curva de crescimento de Bartonella spp. em meio TSB
suplementado e verificar a ocorréncia de transmisséo transovariana e perpetuacéo
transestadial em carrapatos da espécie A. sculptum, com sangue infectado por

Bartonella spp., através de alimentacao artificial.

5.2 Especificos

e Avaliar o padréao de crescimento de Bartonella spp., obtida de um roedor da
espécie Thrichomys fosteri amostrado no Pantanal Sul-Matogrossense, centro-oeste
do Brasil, em meio suplementado Tryptic Soy Broth (TSB);

e Submeter fémeas de A. sculptum a alimentacao artificial, testando o potencial
desse carrapato em adquirir e transmitir Bartonella spp., transovarianamente;

¢ Infectar ninfas de A. sculptum por meio de alimentacao artificial testando o

potencial deste estagio em adquirir e perpetuar Bartonella spp., transestadialmente.

6. MATERIAL E METODOS

6.1Cultura e obtencéo de isolado de Bartonella spp.

Foram amostrados 129 roedores em duas expedicdes ao Pantanal Sul-

matogrossense, entre dezembro de 2018 e fevereiro de 2019. Dentre os 129 roedores

amostrados, 79 (61,2%) animais pertenciam a espécie Thrichomys fosteri, quatro
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(3,1%) a espécie Clyomys laticeps e 46 (35,7%) a espécie Oecomys mamorae. As
amostras de sangue dos roedores foram submetidas a cultura liquida e sélida para
deteccédo e isolamento de Bartonella spp, respectivamente. O meio de crescimento
liquido utilizado foi o Bartonella Alphaproteobacteria (BAPGM), o qual foi formulado
com base na composic¢ao bioquimica do meio de crescimento de insetos IPL-41 Insect

Medium (Sigma).

6.2 Meio liquido de crescimento

O meio a base de TSB suplementado (Tabela 1) foi o escolhido para testar o
isolamento de Bartonella spp. Inicialmente o caldo foi preparado com 6 g de meio TSB
dissolvidos em 200 mL de &gua destilada. Em seguida, o meio foi suplementado com
20 mL de Soro Fetal Bovino (SFB) e 10 g de sacarose. Posteriormente foi esterilizado
por filtracdo através em filtro com tamanho de 0,2 um (Corning, NY), e depois disso

adicionado a 55 pL de anfotericina B.

6.2.1 Plagueamento em superficie

O método utilizado foi o plagueamento em superficie conforme recomendado
por da Silva et al. (2017), para aumentar a exposi¢cdo ao oxigénio. Com o indculo ja
preparado foram retiradas 5 alcadas de bactérias ja crescidas de uma placa de agar
chocolate e depositadas nesse mesmo caldo TSB para crescimento, deixando o
indculo pronto para uso, armazenado a 37°C com 5% de CO2 em incubadora de
cultura com CO2/O2 (Water Jacketed, NuAire). O in6culo passou por diluicdo seriada
(uma série de diluicbes simples que amplificam o fator de diluicdo) na presenca de
agua peptonada 0,1% a cada nova hora de leitura. A primeira diluicao foi executada
na proporcéo de 9/1, ou seja, 4,5 mL de agua peptonada juntamente com 0,5 mL de
inéculo, totalizando 101, cujo contelido foi armazenado em tubo plastico conico de 15
mL. O mesmo conteudo do tubo foi utilizado para a segunda diluicdo, e assim
sucessivamente até chegar a 10°°. Foram retirados 100 pL de cada tubo contendo as

diluicdes, os quais em seguida foram plaqueados, sendo dispersos na placa de agar
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chocolate enriquecido com auxilio de alca de Drigalski. Cada placa representou uma

diluicdo, sendo que em cada leitura foram realizadas seis dilui¢des.

Tabela 1. Composicdo do meio Tryptic Soy Broth

Composicdo Meio TSB Suplemento a cada 200 ml de

Meio

Peptona de caseina (pancreética), 17 g/L 55 g de Sacarose
Hidrogenofosfato dipostassico , 2.5 g/L 20 mL de Soro Fetal Bovino
Glicose, 2.5 g/L 55 pL de Anfotericina 100 mg/L
Cloreto de sddio, 5 g/L

Peptona de soja (digestdo da papaina), 3

g/L

Sigma aldrich

6.2.2 Quantificacdo de Bartonella spp.

A quantificacdo das bactérias foi realizada pelo método de contagem padréo
em placas, determinando-se o nimero de unidades formadoras de coldnias (UFC/mL).
Foram realizadas coletas das amostras a cada 3 horas durante 7 dias, totalizando 52
coletas. Cada placa foi armazenada a 37°C com 5% de CO2 em incubadora de cultura
com CO2/0O2 (Water Jacketed, NuAire). O periodo de incubacéo das placas foi de 72
horas e, ap0ds esse periodo, foi possivel visualizar as unidades formadoras de colbnias
por mL (UFCs/mL).

6.3 Origem da colénia de Amblyomma sculptum

Espécimes de A. sculptum foram coletados em 2018 nas areas verdes da
ESALq /USP, Piracicaba, SP (22° 43' 30" S, 47° 38' 51" W), utilizando armadilha de
CO2, e enviados ao Departamento de Patologia, Reproducdo e Saude Unica da
Universidade Estadual Paulista, pelo Dr. Carlos Perez. Os exemplares foram
colocados em frascos de plastico, etiquetados e, subsequentemente, mantidos em
estufa bioldgica, com demanda de oxigénio (B.O.D.) a 27°C e 90% + 10% de umidade.

Para a manutencao da colonia, os carrapatos foram alimentados em coelhos (livres
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de infeccdo) da raca Nova Zelandia, provenientes do biotério da UNESP — Botucatu.
Dois carrapatos foram submetidos a extracdo de DNA e posterior gPCR para

comprovar a auséncia de Bartonella spp.

6.4 Lavagem do indculo de Bartonella spp.

A infeccdo do sangue foi realizada apés a lavagem do in6culo, para que as
bactérias estivessem concentradas. Em cada nova troca de sangue, sendo na
alimentacdo artificial dos adultos ou das ninfas, a lavagem foi realizada da mesma
maneira. Quando o inéculo em meio TSB atingiu sua maior concentracdo (107), que
ocorreu entre 0 5°. e 0 7°. dia, 14 mL do inéculo contendo Bartonella spp., que estava
na concentracdo de 10’ UFCs/ml foram lavados 3 vezes com meio SPG (Glutamato
de Sacarose de Fosfato, composto por 75 g de sacarose,0,6 g de Fosfato
monopotassico, 2,83 g de fosfato dipotassico e 4gua destilada para completar 1 litro)
e centrifugados a 2500 rpm por 5 minutos. Apés a Ultima lavagem, o sobrenadante foi
descartado, e o pellet foi ressuspendido em 1 mL de SPG,adicionado a 2 mL de
sangue e, entdo, o conteudo foi homogeneizado.

6.5 Alimentacao artificial de fémeas adultas de Amblyomma sculptum utilizando
sangue infectado com Bartonella spp.

Inicialmente as fémeas de A. sculptum (49) foram pré-alimentadas por 3 dias
em coelho (Figura 2), para receber estimulo alimentar, seguindo as orientacdes de
Lew-Tabor et al. (2014). Apos os trés dias, as fémeas parcialmente alimentadas foram
retiradas do coelho com auxilio de uma pin¢a e uma gota de alcool sobre o espécime
para o0 relaxamento, evitando lesionar o hipostdmio. Uma vez removidas do
hospedeiro, as fémeas foram pesadas e entdo encaminhadas para a alimentagao
artificial.



34

Figura 2. Camara de alimentacao de adultos de A. sculptum em coelho. Somente as fémeas foram

encaminhadas para a alimentacgéo artificial, apos trés dias de pré-alimentacgéo.

Foram coletados 5 mL de sangue, através de puncéo venosa da veia cefalica
em um coelho da raca Nova Zelandia, o qual foi previamente testado para a infec¢ao
com Bartonella spp., utilizando gPCR baseada no gene nuoG, seguindo o protocolo
estabelecido por André et al. (2015). O sangue foi colhido em seringa esterilizada e
entdo o conteudo foi transferido para um tubo a vacuo de coleta de 5 mL contendo
heparina litica (Vacutainer®) como anticoagulante. A alimentagdo artificial foi
realizada em 59 fémeas de A. sculptum, com idade de 4 semanas apds a emergéncia.
O experimento se dividiu em 2 grupos: Grupo Controle contendo 10 fémeas e Grupo
Teste contendo 49 fémeas. As fémeas de A. sculptum pré-alimentadas foram
separadas e pesadas (em pool) para serem submetidas a alimentacao artificial. Tubos
de microhematocrito foram preenchidos com o sangue infectado com Bartonella spp.,

e acomodados ao hipostdmio de cada fémea (Figura 3).
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Figura 3. Fémeas sendo alimentadas artificialmente em capilares de microhematdcrito.

As fémeas do grupo controle foram alimentadas com sangue de coelho sem
infeccdo por Bartonella spp., ao todo foram 10 fémeas encaminhadas para o grupo
controle, o peso inicial foi de 1.6028 mg e logo depois da alimentacdo no capilar o
peso atingido foi de 1.6073, essas fémeas foram encaminhadas para a finalizacdo do
ingurgitamento no coelho e apenas 3 finalizaram a alimentacdo chegando ao peso
individual de 0.6313, 0.4933, 0.5110. As trés foram acondicionadas em estufa B.O.D.
a 27°C e 90% + 10% de umidade, para aguardar a oviposi¢ao.

A alimentacdo artificial ocorreu por duas horas tendo trés trocas de tubo
microhematdcrito. As fémeas foram novamente pesadas apos a alimentacao artificial,
sendo em seguida, recolocadas em camara de alimentacéo fixada no dorso do coelho
para finalizar o ingurgitamento que levou 4 dias. Essas fémeas foram acondicionadas
em placas de Petri (Figura 4) e mantidas em estufa B.O.D. a 27°C e 90% * 10% de
umidade, para aguardar a oviposigédo. Os ovos foram recolhidos com 5 a 7 dias de
idade, e submetidos a extracdo de DNA e gPCR para quantificar a presenca de DNA
de Bartonella spp.

6.6 Origem da membrana natural

As membranas naturais foram retiradas de camundongos com idade entre 6 a
9 semanas. Apoés eutanasia utilizando propofol na dose de 60 mg/kg os camundongos
passaram por avulsdo da pele com a utilizac&o de pinca dente de rato e tesoura ponta
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romba. A pele passou por tricotomia através de creme depilatério corporal (Veet®),
apos a retirada dos pelos a pele passou por limpeza em agua destilada aquecida, com
0 intuito de retirar todo o odor do creme depilatério, apds esse procedimento as
membranas foram encaminhadas para a confec¢do da camara de alimentacdo das

ninfas.

6.6.1 Alimentacéo artificial das ninfas de Amblyomma sculptum

Inicialmente as 120 ninfas foram pesadas e tiveram um estimulo de
alimentacao de trés dias no coelho (Figura 5) conforme a orientacdo de Wechtaisong
et al. (2020). Um desenho esquematico da alimentacao artificial de fémeas e ninfas

esta apresentado na Figura 6.

Figura 4. Fémeas de A. sculptum pré-alimentadas em coelho por 3 dias, artificialmente
alimentadas por tubos de microhematdcrito por 2 horas e posterior finalizacdo da alimentagcéo em

coelho por 4 dias.
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Figura 5. Esquema completo do experimento de alimentacéo artificial das ninfas e fémeas de A.

sculptum, com pré-alimentacgéo (3 dias) e finalizacéo da alimentagao em coelhos.

Figura 6. Camara de contencéo de tecido no coelho restringindo o espaco de alimenta¢do das ninfas.

As ninfas ap0s trés dias de alimentacdo no hospedeiro foram retiradas com

auxilio de pinga e uma gota de alcool. Logo em seguida foram pesadas e entdo foram
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submetidas a alimentacéo artificial, em camara de alimentacdo com membrana natural

de pele de camundongo (Figura 7).

Figura 7. Camara de alimentacao artificial contendo a membrana de pele de camundongo.

As ninfas foram alimentadas nesse sistema durante quatro dias (Figura 8), e
houve a troca de sangue infectado a cada seis horas. Esse conjunto de camara ficou
acomodado em estufa biologica (Eletrolab) com umidade e temperatura de 29° C com
agitacdo, e luminosidade controlada através de cobertura com papel pardo nas partes

possiveis de entrada de luz.

Figura 8. Ninfas recém colocadas na camara de alimentacéo artificial, com pelos do

hospedeiro, tentando mimetizar o ambiente de alimenta¢éo no coelho.
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Apoés as 96 de horas de alimentacdo na membrana, as ninfas ingurgitadas
foram pesadas novamente e entdo encaminhadas para a camara de alimentacéo
fixada no dorso do coelho para finalizarem o ingurgitamento, que foi concluido em trés
dias. Apés a alimentacéo, as ninfas foram acondicionadas em frascos de plastico com
tampa perfurada e subsequentemente mantidas em estufa bioldgica, com demanda
de oxigénio (B.O.D.) a 27°C e 90% + 10% de umidade, até a ecdise e posterior qPCR.

6.7 Extrac&o de DNA dos ovos das fémeas alimentadas no capilar e dos adultos

resultantes da ecdise das ninfas

Foi realizada a extragcdo de DNA das massas de ovos (0,100 mg) de A.
sculptum utilizando-se o kit DNeasy blood and tissue, seguindo o protocol para tecidos
(Qiagen, Chatsworth, CA, EUA). Os ovos resultantes da postura de 26 fémeas foram
macerados separadamente em 50 uL de PBS com o auxilio de pistilo, e a sequéncia
dos procedimentos seguiram o protocolo conforme as recomendacdes do fabricante.

Ap0s extragcdo de DNA, os ovos e adultos foram submetidos a cPCR baseada
no gene 16S rRNA (BLACK E PIESMAN, 1994) e gPCR baseada no gene nuoG,

utilizando-se o protocolo proposto por André et al. (2015).

6.8 PCR convencional (cPCR) dos ovos e adultos de A. sculptum — 16S rRNA

A identidade molecular dos ovos provenientes das posturas das fémeas e dos
adultos que emergiram das ninfas alimentadas artificialmente foi confirmada utilizando
um ensaio de PCR convencional com base no gene endégeno 16S rRNA mitocondrial
(16S-1: CCGGTCTGAACTCAGATCAAGT,
16S+1:CTGCTCAATGATTTTTTAAATTGCTGTGG) (BLACK E PIESMAN, 1994). Foi
preparada uma mistura de 5 pL do DNA extraido, 2,5 pL de tampéo de PCR 10X (Life
Technologies®, Carlsbad, CA, EUA), 200 uM de desoxinucleotideo trifosfato (ANTPS)
(Life Technologies®, Carlsbad, CA, EUA), 1.5 mM de cloreto de magnésio (MgClI2)
(Life Technologies®, Carlsbad, CA, EUA), 1 uM de cada oligonucleotideo iniciador,
0,25 U de Platinum Tag DNA Polimerase (Life Technologies®, Carlsbad, CA, EUA) e
agua ultra-pura esterilizada (Nuclease-Free Water, Promega®, Madison, WI, EUA)
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g.s.p. 25 pL. As amplificacdes foram realizadas com desnaturacéao inicial a 95°C por
5 minutos, seguido de 10 ciclos de 92°C por 1 minuto, 48°C por 1 minuto e 72°C por
1 minuto e meio, seguido de 32 ciclos 92°C por 1 minuto, 54°C por 35 segundos, 72°C
por 1 minuto e meio e extensao final de 72°C por 7 minutos.

6.8.1 Eletroforese de DNA em gel de agarose

Os produtos amplificados nos ensaios de cPCR foram submetidos a
eletroforese horizontal em gel de agarose a 1,0% (Figura 9) corado com Brometo de
Etideo (0,5 pL/mL) em tampéao de corrida TEB pH 8,0 (44,58 M Tris-base; 0,44 M &cido
bérico; 12,49 mM EDTA). A eletroforese foi realizada a 100 V/ 150mA durante 60
minutos. Para a determinacéo dos produtos amplificados foi utilizado um marcador de
peso molecular de 1000 pares de bases (Life Technologies®). Os resultados foram
entdo visibilizados e analisados por meio de um transiluminador de luz ultravioleta
(ChemiDocMP Imaging System, BIO RAD®).

6.9 PCR em tempo real quantitativa (QPCR) para Bartonella spp.

As amostras positivas na cPCR para o gene enddégeno foram submetidas a um
protocolo de PCR em tempo real (qQPCR) baseado no gene nuoG (83 pb), utilizando
os oligonucleotideos iniciadores (Integrated DNA Technologies®, Coralville, lowa,
Estados Unidos) F (5’-CAATCTTCTTTTGCTTCACC-3’) e R (5'-
TCAGGGCTTTATGTGAATAC-3’) e a sonda de hidrolise TagMan TexasRed-5'-
TTYGTCATTTGAACACG-3[BHQ2a-Q]3’ (ANDRE et al., 2015). A reagdo de
amplificacéo foi realizada utilizando volume total final de 10 uL, contendo uma mistura
de 1 pL do DNA-amostra, 0,6 uM de cada oligonucleotideo iniciador e sonda de
hidrolise, tampéo da PCR (GoTag® gPCR Master Mix, 2x, Promega® , Madison,
Wisconsin, Estados Unidos) e agua ultra-pura esterilizada (Nuclease-Free Water,
Promega® , Madison, Wisconsin, Estados Unidos) g.s.p. 10uL. A sequéncia térmica
e de tempo de amplificacdo foram de: 95°C por 3 minutos seguidos por 40 ciclos
compostos por 95°C por 10 minutos e 52,8°C por 30 segundos. As reacles de
amplificacdo foram conduzidas em aparelho termociclador CFX96 Thermal Cycler

(BioRad®, Hercules, Califérnia, Estados Unidos). Curva-padréo?
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7. RESULTADOS

A sequéncia obtida do gene 16S rRNA da bactéria utilizada no presente estudo
mostrou 99% de identidade com Bartonella vinsonii subsp. arupensis (NUumero de
acesso do GenBank: NR_104902). A sequéncia obtida do gene gItA mostrou 100%
de identidade com Bartonella sp. detectada em outros roedores do Pantanal Sul-
Matogrossense (KF021604), e 95-98% de identidade com Bartonella spp. detectada
em roedores do Rio de Janeiro (KX270242; MN613442).

7.1 Meio TSB

O meio liquido de crescimento TSB resultou em uma resposta excelente, ja que
as bactérias apresentaram crescimento (Figura 9).

Os resultados da curva de crescimento (Figura 10) demonstraram que 0 meio
TSB para padronizar o crescimento da Bartonella spp. foi uma boa escolha, visto que
a bactéria apresentou um desenvolvimento lento, porém bem delimitado. A
suplementacao desse meio, com soro fetal bovino, sacarose e anfotericina B, forneceu
Otimas condi¢cBes para promover o crescimento bacteriano.

A populacéo de Bartonella spp. na primeira hora de coleta foi de 102, e logo em
seguida a curva de crescimento entrou em fase lag, que se estendeu por 21 horas.
Logo depois o crescimento bacteriano entrou em fase exponencial ou log
permanecendo nessa fase de 40 a 100 horas. Depois desse intervalo entrou na fase
estacionaria se mantendo de 100 a 160 horas, e iniciando seu declinio ap6s esse

periodo (Tabela 2).

Tabela 2. Concentracdo de UFCs/mL de Bartonella spp. por hora de leitura

Hora de Leitura Populagéo (UFC/mI)

0 2,0x10?
1,0x103
6 2,2x103



12
15
18
21
24
27
30
33
36
39
42
45
48
51
54
57
60
63
66
69
72
75
78
81
84
87
90
93
96
99

102

105

108

111

114

117

120

8,0x108
2,0x103
6,0x103
4,0x103
4,0x103
4,2x104
2,0x104
6,0x104
3,0x104
7,0x104
6,0x10*
2,0x10%
5,0x104
3,0x10*
4,0x10*
1,2x10°
2,5x10°
3,8x10°
4,5x106
3,7x10°5
3,7x10°5
4,8x107
2,7x107
4,8x107
2,1x107
2,1x107
4,2x107
4,2x107
4,2x107
3,3x107
3,6x107
3,6x107
1,7x107
1,7x107
2,0x107
2,3x107
2,2x107
1,5x107
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Figura 9. Grafico em colunas representando as horas de coleta relacionadas com o padrédo

de crescimento bacteriano (concentracéo de UFC /ml) o da Bartonella spp. em meio liquido TSB.
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Figura 10. Grafico em curva representando as horas de coleta relacionadas com o padréo de

crescimento (densidade celular) de Bartonella spp.

O tempo de incubacdo da bactéria nas placas de &gar chocolate enriquecido
foi de 72 horas nas condi¢des descritas anteriormente, e cada contagem foi realizada

a olho nu através da visualizacdo das UFCs/mL (Figura 11).

Figura 11. Placa de agar chocolate enriquecido apés 72 horas de incubag¢do com Bartonella

spp.

A presenca de Bartonella spp. nas placas foi confirmada pelo teste de gPCR
para o agente.

7.2 Alimentacéo artificial das fémeas de A. sculptum
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Foram realizados trés experimentos de alimentacéo in vitro das fémeas de A.
sculptum pré-alimentadas no hospedeiro por trés dias, totalizando 49 fémeas. Antes
da alimentacao artificial em cada experimento, as fémeas pré-alimentadas no coelho
pesaram em pools na média 0,2049 mg, 0,4060 mg e 0,2482 mg, respectivamente.
ApoOs a alimentacdao artificial, o peso médio dessas fémeas foi de 0,8037 mg, 0,4250
mg e 0,5776 mg, respectivamente, evidenciando um ganho médio de peso de 0,0598
mg, 0,0190 mg e 0,3294 mg, respectivamente (Tabela 3). Essa ingestdo sanguinea
durante a alimentacdo no capilar também pode ser vista na Figura 12. As fémeas
excretaram substancia avermelhada pela abertura anal logo apés o inicio da
alimentacao artificial. Apds a finalizacdo da alimentacdo em coelho e a fixacdo em
placa de Petri, as 30 fémeas sobreviventes iniciaram as posturas dos ovos com uma
meédia de 7 a 9 dias. ApGs esse periodo foi realizada a cPCR baseado no gene 16 S
rRNA (Figura 13).

Tabela 3. Peso médio (em mg) das fémeas de Amblyomma sculptum, antes e apés a alimentagéo

artificial.
Condicdo das fémeas 1° Grupo 2° Grupo 3° Grupo

Ndmero inicial de fémeas 10 20 19

Peso médio antes da alimentacao artificial 0,2049 0,4060 0,2482

Peso médio apés a alimentacéo artificial 0,8037 0,4250 0,5776
Numero de fémeas que morreram antes da finalizacao 8 4 7

da alimentacg&o no hospedeiro

Numero de fémeas que finalizaram a alimentacdo no 2 16 12

hospedeiro
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Figura 12. O circulo vermelho evidencia a excrecdo pela abertura anal das fémeas alimentadas
artificialmente com auxilio de microhematrdcrito, indicando que houve ingestdo de sangue pelo

capilar.

Houve perdas de fémeas durante os experimentos, porém no periodo de
alimentacdo nos capilares ndo houve nenhuma morte (Tabela 4). A etapa apos a
alimentacao artificial com a mudanca do capilar para o hospedeiro foi a fase mais
critica nos trés experimentos, seguida por perda na estufa B.O.D. apos a finalizagédo

da alimentagéo em coelho.

6 7 8 9 10 11 12 13 14 1518 47 18 cics o 19
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Figura 13. Eletroforese em gel de agarose 1,0% corado com brometo de etideo para protocolo de
PCR convencional baseada no gene 16S rRNA. Observou-se positividade de todas as amostras
testadas dos ovos de A. sculptum.

Controle negativo — agua ultra-pura

Controle positivo — DNA de

7.3 Alimentacéo artificial das ninfas de Amblyomma sculptum

Das 120 ninfas encaminhadas para pré-alimentacao no hospedeiro, apenas 98
foram retiradas sem lesionar o hipostdmio. Os espécimes foram pesados apoés a preé-
alimentacéo, antes e ap0s a alimentacao artificial, e também apds a finalizacdo da
alimentacédo no hospedeiro. As ninfas pré-alimentadas pesaram em média 0,001735
mg, e apos a alimentagéo artificial na membrana, o peso médio foi de 0,00275 mg
(Tabela 4).

Houve alta mortalidade das ninfas durante a alimentacéo artificial (Tabela 5).
Apenas 8 das 98 ninfas conseguiram se fixar e se alimentar na membrana de pele de

camundongo (Figura 14).

Tabela 4. Mortalidade das fémeas submetidas & alimentacao artificial

Mortalidade das fémeas 1° Experimento  2° Experimento 3° Experimento

Morte no coelho apés a 8 fémeas 2 fémeas 5 fémeas
alimentacdo artificial
Morte durante a alimentacao - - -
artificial
Morte na estufa B.O.D. apés - 2 fémeas 2 fémeas
finalizacdo do ingurgitamento

no coelho
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Tabela 5. Peso médio (em pool) antes da pré-alimentacéo no coelho e peso médio (em pool) apds a

alimentacdo artificial das ninfas de Amblyomma sculptum.

Condicdo das ninfas 1° Repeticao
Numero de ninfas pré-alimentadas no coelho 98
Peso médio das ninfas pré-alimentadas no coelho e 0,0017

antes da alimentag&o artificial
Numero de ninfas que morreram durante a alimentagéo 90
na membrana
Ndmero de ninfas alimentadas na membrana 8

Peso médio das ninfas apés a alimentacéo artificial 0,0027

Tabela 6. Mortalidade das ninfas de Amblyomma sculptum antes e ap0s alimentacgéo artificial.

Condigéo da perda das ninfas Numero de ninfas perdidas
Morte no hospedeiro durante o estimulo da 22 ninfas

glandula salivar (pré-alimentacéo)

Morte durante a alimentac&o artificial 90 ninfas
Morte no hospedeiro apés a alimentagéo 4 ninfas
artificial

Morte na estufa B.O.D ap06s ingurgitamento 0
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Figura 14. Ninfas de A. sculptum na cAmara de alimentacao artificial com pele de camundongo.

Resultado apos quatro dias de alimentagdo tendo a troca de sangue de 6 em 6 horas.

Depois de quatro dias de alimentacao artificial, as ninfas que sobreviveram (4)
foram encaminhadas para finalizar o ingurgitamento no coelho. Somente quatro ninfas
concluiram a alimentacdo no coelho, e todas mudaram para 2 fémeas e 2 machos,
depois de 10 a 12 dias. As outras (4) morreram fixadas no hospedeiro. O ganho de
peso das ninfas que sobreviveram apods o término de alimentacdo no coelho esta

demonstrado na Tabela 7.

Tabela 7. Peso médio (em pool) das ninfas de Amblyomma sculptum em jejum, apds pré-alimentagéo
no coelho, peso médio (em pool), apds a alimentacao artificial,

e peso individual das ninfas, apés finalizacao da alimentacdo em coelho.

Condicao das ninfas 1° Repeticéo

Pesos em mg

Peso médio em pool das ninfas em jejum (N=120) 0,0014

Peso médio das ninfas pré-alimentadas no coelho 0,0017
(N=98)

Peso médio das ninfas apds alimentacao artificial (N=8) 0,0027

Peso individual das ninfas apés a finalizacao no coelho 0,0069

(N=4) 0,0093

0,0073

0,0071

O grupo controle das ninfas se baseou em uma ninfa que foi deixada alimentar
naturalmente no coelho ndo passando pela alimentacdo na membrana. Essa ninfa

alcancou o peso de 0,0190 mg e mudou para fémea apos 12 dias.
7.4 gPCR dos ovos das fémeas de A. sculptum alimentadas artificialmente
Das 26 fémeas que finalizaram o ingurgitamento, cada uma gerou dois pools

de massas de ovos, que foram divididos da seguinte forma: inicio da oviposi¢édo até o

sexto dia e outro do sexto dia até a finalizacao da oviposi¢céao. Esses ovos ficaram em



50

estufa B.O.D. a 27°C e 90% + 10% de umidade por 14 dias até serem submetidos a
extracdo de DNA e posterior gPCR para Bartonella spp. Na totalidade, os ovos
mostraram-se negativos na referida gPCR, evidenciando que ndo houve transmissao

transovariana.

7.5 qPCR dos adultos de A. sculptum que emergiram das ninfas alimentadas

artificialmente

As ninfas sofreram muda para o estagio adulto 17 dias apdés a queda do
hospedeiro. Os quatro espécimes foram mantidos em estufa B.O.D. a 27°C e 90% =*
10% de umidade por 20 dias, a espera que todo o sangue ingerido fosse digerido.
Apés a extracdo de DNA (Figura 15) e qPCR para Bartonella spp., uma fémea e dois
machos foram negativos para o patdégeno, enquanto que uma fémea foi positiva
(Figura 16) podendo ser devido ao efeito Montecarlo, sendo uma inibicdo da técnica
de qPCR (MUNIESA et al., 2014).

Figura 15. Adultos resultantes das mudas das ninfas alimentadas artificialmente, preparados para
extracdo de DNA. Nota-se um escurecimento em um dos tubos sugerindo presenca residual de

sangue
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Figura 16. Curva de amplificacdo. As curvas em vermelho representam a amplificacdo de plasmideos
(10°- 107) contendo um fragmento de 83 pb do gene nuoG de Bartonella spp., as curvas e linhas em

azul representam a amplificagdo de amostras de DNA dos adultos.

8. DISCUSSAO

O meio TSB mostrou-se apropriado para avaliar o padréo de crescimento de
Bartonella spp., apesar de ser um meio de cultivo geralmente utilizado para bactérias
presentes em leite e derivados (RATIU et al., 2017; BONSAGLIA et al., 2020; SHAN
et al., 2020; DIEULEVEUX et al., 1998). Onalan et al. (2020) realizaram experimentos
gue comprovaram que esse meio suporta um bom crescimento bacteriano, sendo
indicado para bactérias patogénicas que necessitam um alto requerimento nutricional.
A maioria dos patdégenos bacterianos que se desenvolvem e se multiplicam em células
sanguineas necessitam de glicose como fonte de energia. O meio TSB contém
peptona de soja que se transforma em glicose (LIM, 2003). Desta forma, o referido
meio foi bastante adequado para o desenvolvimento de Bartonella spp.

No presente estudo observou-se um 6timo crescimento de Bartonella spp. pela
suplementacdo do meio TSB com sacarose, 0 que concorda com o trabalho de

Canback et al. (2001). Esses autores verificaram que B. henselae tem potencial
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metabdlico para catabolizar a glicose e a sacarose (que nada mais € do que um
dissacarideo que reage com a agua formando duas moléculas, glicose e frutose).
Porém, seus resultados foram contraditorios aqueles obtidos por Chenoweth et al.
(2004). Esses autores constataram que a cepa de B. henselae utilizada em seus
experimentos ndo necessitou de glicose para seu crescimento; mas trabalharam com
o meio de cultura BBH-H (Meio Brucella histidina-hemaina). Nesse meio, as UFCs/ml|
demoraram cerca de 5 a 7 dias para se apresentarem na placa, e 80 horas para
entrarem na fase estacionaria, atingindo 10°. Ainda, segundo esses autores, a
suplementacdo do meio BBH-H continha hematina dissolvida em histidina, sendo uma
suplementacdo do meio BAPGM (Meio Bartonella-Alphaproteobacteria), tida como
padrao-ouro para curva de crescimento de Bartonella spp., e NaOH para formacéo de
agua e sodio.

Quando Maggi et al. (2005) trabalharam com B. quintana, produziram um meio
de cultivo conhecido como o ideal para cultura dessas bactérias. Sua suplementacéao
incluia diversas substancias como: NAD, NADP, ATP, piruvato de sodio, extrato de
levedura, L-arginina HCI, L-cistina HCI, L-histidina, L-isoleucina, L-leucina, L-lisina, L-
fenilalanina, L-treonina, L-triptofano, L- tirosina, L-valina, e com o pH ajustado para
6,2. No entanto, para a manutencéo do inéculo, Chenoweth et al. (2004) e Maggi et
al. (2005) mantiveram as mesmas condi¢cdes descritas no presente trabalho, ou seja,
35°C com 5% de CO2. Esses ultimos autores observaram, para B. quintana, 0 mesmo
padrao de crescimento encontrado por Chenoweth et al. (2004) para B. henselae,
mesmo utilizando meios diferentes de cultivo.

Os resultados encontrados por Chenoweth et al. (2004) e por Maggi et al.
(2005) quanto as curvas de crescimento de B. henselae e B. quintana,
respectivamente, diferem da curva de crescimento observada no presente estudo. O
crescimento de Bartonella spp. neste trabalho atingiu o pico em menor tempo (100
horas), porém nao resultou em uma fase lag ou exponencial tdo longa quanto aquelas
outras espécies de Bartonella spp., atingindo valores da fase estacionaria menores.
No entanto, nossos resultados sugerem que quando se necessita de um crescimento
mais rapido de Bartonella, o meio TSB deve ser o escolhido, jA que proporcionou
menor periodo de incubacdo da bactéria do que agueles observados para 0s meios
BAPGM e BBH-H.
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O padrédo de crescimento de Bartonella spp., obtido no presente estudo foi
semelhante ao encontrado por Riess et al. (2008) para B. henselae quando
comparado as fases de desenvolvimento, sendo que a fase lag ou exponencial
apresentou 0 mesmo padréo, atingindo o pico de 107. Porém o meio utilizado por
esses autores foi o0 Schneider’s, suplementado com Soro Fetal Bovino e sacarose.

O soro fetal bovino é um suplemento nutricional utilizado para varias culturas
de células. Esse soro contém proteinas basicas, como fatores de crescimento que irdo
manter as bactérias vivas e auxiliar na divisao celular (VETSCH et al., 2015). Todas
as suas func¢des nao estdo bem elucidadas, mas tanto no experimento de Riess et al.
(2008) como no presente estudo, constatou-se que as bactérias apresentaram um
padrdo de crescimento satisfatério pela adicdo do soro fetal bovino.

Quanto as fémeas alimentadas artificialmente no tubo capilar com sangue
infectado por Bartonella spp., todas foram acasaladas previamente durante o estimulo
alimentar, uma vez que concluiram o ingurgitamento no coelho e ovipuseram
normalmente. Durante a alimentac&o no capilar, as fémeas excretaram seus dejetos
pela abertura anal. Uma maneira de se notar o sucesso da alimentacao artificial é
através da observacdo da excrecdo dos carrapatos, ja que 0S mesmos Sao
acomodados com o dorso para baixo. Alguns trabalhos apontaram o éxito da
alimentacdo in vitro utilizando apenas a excre¢cdo como parametro como foi o caso de
Fingerle et al. (2002) e Indest et al. (2002). Broadwater et al. (2002) também fizeram
a observacao da excreta e utilizaram esse resultado como confirmacao do resultado
da alimentacdo artificial.

O periodo de alimentacdo prévia se mostrou eficiente para que as fémeas
entrassem em uma fase de alimentagcdo no capilar. Segundo Howarth e Hokama
(1983), o periodo de pré-alimentacao varia de acordo com a espécie de carrapato.
Esses mesmos autores optaram por fazer um estimulo da glandula salivar em D.
andersoni por quatro dias. Broadwater et al. (2002) também pré-alimentaram Ixodes
scapularis Say por quatro a cinco dias no hospedeiro antes de oferecer alimentacao
in vitro. Essa fase de pré-alimentacdo se faz necessaria para que os carrapatos
atinjam a fase rapida de alimentagdo e a exposi¢do ao capilar seja mais eficiente.
Gregson (1973) observou que esses artrépodes ingerem o contetdo fornecido através

dos capilares por um tempo limitado. De fato, Burgdorfer (1956), ja havia comentado
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gue a exposicao ao capilar por um periodo de até seis horas permite uma ingestao
satisfatoria.

Durante a alimentagéo artificial das fémeas, no presente estudo, observou-se
um ressecamento na ponta do microhematocrito, por isso houve a necessidade de se
trocar o tubo de sangue a cada 30 minutos. Quando Purnell & Joyner (1967)
trabalharam com transmisséo de Theileria parva por R. appendiculatus alimentados
por tubo capilares, verificaram que ha producéo de cemento pelos carrapatos durante
a alimentagao artificial, provocando ressecamento.

O periodo de pré-oviposicdo em condi¢des controladas durou em média 9 dias,
ou seja, um pouco mais longo quando comparado aos obtidos em outros estudos em
qgue os carrapatos fizeram alimentacdo no hospedeiro. Pinter et al. (2002) obtiveram
6 dias de pré-oviposi¢ao para A. sculptum (citada como A. cajennense) e Abel et al.
(2008) (7 dias) em A. sculptum (citada como A. cajennense). E possivel que a
alimentacdo artificial nos tubos capilares possa ter contribuido para aumentar o
periodo de pré-oviposicdo, porém, nao houve danos aos ovos, pois todas as posturas
foram saudaveis.

Com relacdo a transmissdo de patdgenos por carrapatos ixodideos aos
hospedeiros, a transmissdo ocorre quase que essencialmente pela saliva (SIMO et
al., 2017). Saraiva et al. (2014) avaliaram o tempo minimo de alimentacdo de
carrapatos da espécie A. aureolatum infectados com R. rickettsii em cobaias ndo
infectadas e observaram o tempo minimo para que ocorresse a transmissao da
bactéria para o hospedeiro. Depois esses autores alimentaram carrapatos sem
infeccdo em cobaias infectadas e, da mesma forma, verificaram o tempo minimo para
que esses carrapatos transmitissem a bactéria. Esses autores utilizaram carrapatos
em jejum e parcialmente alimentados. Ninfas e adultos em jejum necessitaram 14
horas e 10 horas de alimentacdo nas cobaias, respectivamente, para transferirem R.
rickettsii para os hospedeiros. Igualmente, os carrapatos néo infectados levaram esse
tempo de alimentacdo em cobaias infectadas para adquirirem o patégeno. Porém,
quando carrapatos adultos infectados foram submetidos a alimentagdo parcial e
transferidos para outro hospedeiro livre de infec¢do, levaram apenas 10 minutos para
transmitirem o patégeno para esse novo hospedeiro. Por outro lado, durante a

alimentacdo artificial de carrapatos, o periodo de aquisicdo e transmissdo de
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patdgenos é variavel. Anaplasma phagocytophilum, por exemplo, foi transmitido para
o0 sangue de bovino, depois de 6 horas em que os espécimes adultos de I. ricinus
infectados se fixaram na membrana artificial (FOURIE et al., 2019).

Bonnet et al. (2009) realizaram a alimentacgé&o in vitro em fémeas de |I. ricinus,
alimentando-as durante 20 dias em membrana de silicone para que houvesse
transmissdo transovariana de Babesia divergens. Wechtaisong et al. (2020)
alimentaram larvas de R. sanguineus, através de alimentacdo artificial, fazendo a
utilizacdo de membranas de silicone por 5 dias, com sangue infectado com B.
henselae. Esses autores conseguiram demonstrar positividade de perpetuacao
transestadial de larvas para ninfas de B. henselae para o estagio seguinte.

A grande importdncia da alimentacdo artificial é propiciar uma resposta
patégeno/vetor sem a participacdo de um hospedeiro. Cotte et al. (2008) infectaram I.
ricinus utilizando o sistema de membranas e conseguiram obter transmissao de B.
henselae transestadialmente e também observaram a migracdo e multiplicacdo da
bactéria em glandulas salivares do carrapato e a transmissao do agente do carrapato
para 0 sangue através de gPCR. Além disso, esses autores observaram que a
inoculacdo de gatos com glandulas salivares de carrapatos infectados resultou em
bacteremia. No entanto, ha controvérsias sobre a prevaléncia de Bartonella spp. em
carrapatos e o papel potencial dos carrapatos como vetores para B. henselae ainda
nao foi bem esclarecido (KAISER et al., 2011).

Fourie et al. (2013) infectaram adultos de R. sanguineus com Ehrlichia canis
artificialmente, utilizando sangue de bovino e membrana de silicone, com taxas de
fixacdo de até 72,5% apds 24 horas, aumentando para 84,2% em 72 horas. Esses
autores observaram que os adultos transmitiram E. canis para o sangue 8 h ap6s o
inicio da alimentacdo, conforme demonstrado pelo DNA de E. canis encontrado no
sangue.

Oliver et al. (2016) utilizaram um sistema de membrana a base de silicone para
alimentar artificialmente ninfas e adultos de I. scapularis. Por meio desse tipo de
alimentacao as ninfas foram infectadas com seis cepas de quatro patégenos (Borrelia
burgdorferi, Ehrlichia muris, Anaplasma phagocytophilum e Rickettsia monacensis),
0s quais foram inoculados em sangue bovino estéril para alimentar os carrapatos. Os

patogenos foram detectados, por meio de PCR, em ninfas ingurgitadas e nos adultos
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que ingeriram as bactérias como ninfas. As bactérias B. burgdorferi e E. muris
mostraram altas taxas de transmissao transestadial enquanto A. phagocytophilum e
R. monacensis tiveram baixas taxas de transmissao.

Os tubos de microhematdcrito tém sido menos utilizados atualmente do que os
sistemas de alimentacado artificial em membrana, justamente porque é muito dificil
obter o completo ingurgitamento dos espécimes. Porém, proporcionam aos carrapatos
a ingestdo de sangue ou de culturas de células infectadas de maneira bem mais rapida
sendo uma alimentacao forgada.

Kocan et al. (2005) estudaram a interacdo entre Anaplasma marginale e
Dermacentor variabilis (Say) por meio de alimentacdo natural e artificial. No sistema
de alimentacgao artificial, esses autores utilizaram tubo capilar para alimentar machos
de D. variabilis com sangue de bezerros altamente infectados. Surpreendentemente,
nos carrapatos que se alimentaram naturalmente nos bezerros altamente
riquetsémicos, o patégeno foi detectado por PCR, tanto no intestino médio como nas
glandulas salivares. Ja nos carrapatos que foram alimentados por tubos capilares com
0 mesmo sangue infectado, o patdgeno estava presente apenas no intestino médio.
Embora a infeccdo dos carrapatos pela alimentacao artificial no sistema de tubos
capilares e pela alimentac&do natural nos bezerros ndo tenha sido igual, os autores
comentaram que 0 uso potencial deste sistema serve para identificar aspectos da
interacdo vetor/patdégenos que ndo sdo prontamente reconhecidos na alimentacao
natural.

Apesar da ingestdo de sangue infectado com Bartonella spp. pelas fémeas de
A. sculptum, através dos tubos capilares, nenhuma foi capaz de transmitir
transovarianamente Bartonella spp., mesmo estando o patdbgeno em alta
concentragdo no sangue, 107. O sucesso de alimentacao artificial das fémeas de A.
sculptum no sistema de tubos capilares com posterior finalizacdo da alimentacdo no
coelho foi de 61% (30/49). Porém as ninfas de A. sculptum que conseguiram se
alimentar no sistema de membrana natural tiveram um sucesso muito baixo, sendo
gue somente 8% alimentaram nesse sistema e 4% sobreviveram e mudaram para
adultos.

Cotté et al. (2008) conseguiram demonstrar experimentalmente que I. ricinus

pode transmitir B. henselae transestadialmente de ninfa para adultos, e



57

transovarianamente pelas fémeas, utilizando membrana de parafiime e sangue de
ovino. Esses autores testaram 200 larvas, 178 ninfas e 55 fémeas no sistema artificial
de alimentagdo com sangue infectado. O sucesso de alimentacdo e aquisicéo de B.
henselae pelas larvas foi de 23%, pelas ninfas foi de 17% e pelas fémeas que fizeram
posturas foi de 16%.

Krél et al. (2021) conseguiram boa porcentagem de sucesso entre os adultos e
as ninfas de |I. ricinus alimentados artificialmente com sangue infectado por B.
henselae, B. grahamii e B. schoenbuchensis. Esses autores expuseram a membrana
artificial a temperatura ambiente 24h antes de iniciar a alimentacdo dos carrapatos,
para que fosse polimerizado. Dentre as 1021 ninfas colocadas no sistema de
alimentacdo com membrana artificial, o sucesso foi de 57%, com 587 ninfas
alimentadas. Dentre 312 adultos expostos a alimentacéo artificial foram obtidos 156
adultos (50%) que tiveram éxito na alimentacdo. DNA de Bartonella foi encontrado em
22% dos ovos postos pelas fémeas infectadas e em 8,6% dos adultos que emergiram
das ninfas infectadas. As membranas foram deixadas polimerizando por 24 h em
temperatura ambiente antes dos experimentos. Esses autores utilizaram sangue
bovino heparinizado fresco suplementado com 2 g de glicose por litro de sangue. O
sangue foi usado por até sete dias e armazenado a 6 °C. Gentamicina (5 pg/ml) foi
adicionada ao sangue 24 horas antes da alimentacéo dos carrapatos. As espécies de
Bartonella (1 uL de 10° UFC/ml de PBS por 1ml de sangue) e ATP (51 mg/ml) foram
adicionadas pouco antes de cada uso. A troca do sangue foi de 12 em 12 horas. A
transmissao transovariana e a perpetuacao transestadial de Bartonella observada em
I. ricinus sugere que esse carrapato € um possivel vetor para as trés espécies de
Bartonella.

Com relacdo ao uso de membrana natural para alimentacdo de carrapatos,
Wechtaisong et al. (2020) utilizaram pele de camundongo com a espessura dérmica
ao redor 300 um para alimentar larvas e ninfas de R. sanguineus. As peles dos
camundongos foram dissecadas e esterilizadas em etanol 70% por 5 min, seguido de
enxague em agua destilada estéril por 5 min e, em seguida, 1x PBS por 5 min. Essas
peles foram tratadas com gentamicina (10 mg/ml), Anfotericina B (0,25 pg/ml),
Penicilina (50 U/ml) e Estreptomicina (50 pl/ml) por 10 minutos. Em seguida foram

armazenadas a -20°C até o uso. Esses autores utilizaram sangue de caprino



58

desfibrinado e sem complemento funcional, por tratamento térmico a 56°C por 30
minutos. Para prevenir contaminacao fungica e bacteriana durante a alimentacéo dos
carrapatos, o sangue foi suplementado com 20 pl/ml de fosfomicina, 0,25 pg/ml de
anfotericina B e 10 KU/ml de heparina. O sangue foi entdo infectado com B. henselae
na concentracdo de 10° e colocado no sistema de alimentagdo. Esses autores tiveram
um sucesso de alimentacao das larvas de 43% (172/400) e o sucesso de alimentacao
das ninfas foi de 56,7% (34/60) nesse sistema. Larvas e ninfas foram testadas 5 dias
apos alimentacao e B. henselae foi detectada em 57,1% dos pools de larvas e 66,7%
dos pools de fezes dessas larvas.

Embora haja trabalhos reportando a detec¢éo de Bartonella spp. em carrapatos
coletados em ambientes urbanos e rurais, o papel dos carrapatos como vetor ainda
ndo foi bem elucidado para diversas espécies de Bartonella (HALOS et al., 2005;
SKOTARCZAK et al., 2005; TSAl et al., 2011; GONCALVES et al., 2020).

A positividade para Bartonella spp. em uma fémea resultante de uma ninfa
alimentada artificialmente, no presente estudo, pode ser explicada pela extracdo de
DNA dessa fémea ainda contendo sangue no intestino, por nao ter sido totalmente
digerido. Mesmo sendo realizada em duplicada e sendo uma amostra positiva, a
guantidade de DNA néo foi quantificavel. Portanto, a transmissao transestadial ndo
pode ser confirmada, mas também néo pode ser descartada. O que se pode afirmar

€ que o DNA de Bartonella estava presente apenas nessa fémea.

9. CONCLUSAO

O presente estudo mostrou que:

e O meio TSB é adequado para o crescimento de Bartonella spp. sendo que
conseguiu apresentar todas as fases de desenvolvimento da curva.

e Ndo houve transmisséo transovariana de Bartonella spp. em Amblyomma
sculptum.

e A possibilidade de perpetuacdo transestadial de Bartonella spp. em A.
sculptum nao p6de ser comprovada, mas também nao pode ser excluida, justamente

porque um espécime foi positivo.
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