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OCQRRENCIA DE Bartonella spp. NO SANGUE E UNHAS DE FELINOS
DOMESTICOS DA REGIAO SUL DA BAHIA — AVALIACAO DOS FATORES
DE RISCO, PERFIL HEMATOLOGICO E CARACTERIZACAO MOLECULAR

RESUMO

Os gatos domésticos sdo 0s hospedeiros naturais de diversas espécies de
Bartonella, dentre elas Bartonella henselae, B. koehlerae e B. clarridgeiae, que
sao descritas como causadoras da Doencga da Arranhadura do Gato (DAG). Os
felinos s&o infectados através das fezes das pulgas da espécie
Ctenocephalides felis. A transmissao aos seres humanos ocorre atraves das
arranhaduras ou mordeduras de gatos infetados pela bactéria. Com o objetivo
de determinar a prevaléncia da infec¢cdo por B. henselae, B. koehlerae e B.
clarridgeia, bem como determinar a presenca do agente das unhas dos animais
infectados, foram coletados amostras de sangue e raspados de unhas de 188
gatos. As amostras de sangue foram submetidas a realizagdo de hemograma,
teste sorolégico para diagndstico de infec¢do pelo Virus da Imunodeficiéncia
Felina (FIV) e Virus da Leucemia Felina (FELV) e analise molecular para
deteccdo do DNA de Bartonella spp. As amostras dos raspados das unhas
foram submetidas a avaliacdo molecular para deteccdo do DNA de Bartonella
spp. Dos 188 animais incluidos no estudo, em 39 (20,7%) houve detec¢édo do
DNA de Bartonella sp. nas amostras de sangue. Nao houve presenca de co-
infeccao com FIV-FELV. Com relacdo a analise hematoldgica, os animais
positivos apresentaram hiperproteinemia e linfopenia. Os fatores de risco
associados a infeccao foram idade (<1 ano), acesso a rua e ndo ser castrado.
Quanto a caracterizacdo das espécies, foi detectado DNA de B. henselae, B.
koehlerae e B. clarridgeiae. Nos animais positivos foi detectado DNA de
Bartonella spp. em 35,9% (14/39) amostras. Conclui-se que a regido estudada
apresenta significa prevaléncia de Bartonella spp. na populacdo de gatos
domésticos e que os fatores de riso associados a sua infeccdo sao idade,

acesso a rua, presenca de pulgas e ndo ser castrado

Palavras chaves: hemoparasitas, gatos, bartonelose, B. henselae, B.

koehlerae e B. clarridgeiae.



OCCURRENCE OF Bartonella spp. IN THE BLOOD AND BONES OF
DOMESTICIANS OF THE SOUTHERN REGION OF BAHIA - EVALUATION
OF RISK FACTORS, HEMATOLOGICAL PROFILE AND MOLECULAR
CHARACTERIZATION

ABSTRACT

Domestic cats are the natural hosts of several species of Bartonella, among
them Bartonella henselae, B. koehlerae and Bartonella clarridgeiae, which are
described as causing cat scratch disease (DAG). Felines are infected through
the feces of the fleas of the species Ctenocephalides felis. Transmission to
humans occurs through the scratches or bites of cats infected by the bacteria.
In order to determine the prevalence of infection by B. henselae, B. koehlerae
and B. clarridgeia, as well as to determine the presence of the nail agent of the
infected animals. blood samples were collected and nail scraped from 188 cats.
The blood samples were submitted to a blood count, serological test for Feline
Immunodeficiency Virus (FIV) and Feline Leukemia Virus (FeLV) and molecular
analysis for the detection of Bartonella spp. Samples of nail scrapings will
subsequently be used for culture and molecular evaluation. Of the 188 animals
included in the study, 39 (20.7%) had DNA detection of Bartonella sp. in blood
samples. There was no co-infection with FIV-FeLV. Regarding the
hematological analysis, the positive animals presented hyperproteinemia and
lymphopenia. The risk factors associated with infection were age (<1 year),
street access and not castration. Regarding the species characterization, B.
henselae, B. koehlerae and B. clarridgeiae DNA were detected. Bartonella spp.
DNA was detected in positive animals. in 35.9% (14/39) samples. It is
concluded that the region studied shows the prevalence of Bartonella spp. in
the population of domestic cats and that the laughter factors associated with
their infection are age, access to the street, presence of fleas and not being
castrated.

Key words: hemoparasites, cats, bartonellosis, B. henselae, B. koehlerae e B.

clarridgeiae.
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1 INTRODUCAO

As bartoneloses sdo zoonoses emergentes no mundo e podem ser
transmitidas por diferentes ectoparasitas ou ainda por arranhadura e mordidas
de felinos infectados (BRENNER et al., 1993). Os agentes causadores dessas
enfermidades sdo bactérias pertencentes ao género Bartonella, que sé&o
hemotropicas e adaptadas a diversas espécies de hospedeiros mamiferos,
causando neles bacteremia intraeritrocitaria crénica (BRENNER et al., 1993).

Os gatos domésticos, por serem os hospedeiros naturais das espécies
B. henselae, B. koehlerae e B. clarridgeiae, sdo considerados os principais
transmissores do agente para os seres humanos. As bactérias sdo transmitidas
aos felinos através das fezes das pulgas (Ctenocephalides felis) infectadas
(BOULOUIS et al., 2005). A transmissdo aos seres humanos ocorre atraves
das arranhaduras ou mordeduras de gatos infetados pelas bactérias
(EDOUARD; RAOULT, 2010).

A maioria dos felinos infectados n&o apresenta sinais clinicos
(CHOMEL; KASTEN, 2010). Em humanos, as infeccbes por Bartonella spp.
podem determinar inUmeras moléstias, dentre as quais a doenca da
arranhadura do gato (DAG), angiomatose bacilar (AB), peliose hepética (PH),
endocardite, febre de origem desconhecida, manifestacbes oculares,
encefalopatia, meningite asséptica, hemiplegia aguda, deméncia, sintomas
psiquiatricos agudos, abcessos hepatoesplénicos, bacteremia assintomatica,
osteomielite, eritema multiforme, eritema nodosum, adenopatia cronica,
sindrome da fadiga cronica, lesdes osteoliticas e neurolégicas. Bartonella
henselae é descrita como o principal agente causal dessas enfermidades
(MOGOLLON; PASAPERA, 2009).

No Brasil, as enfermidades causadas pelas diversas espécies de
Bartonella spp. ndo sdo de notificacdo compulsoéria, o que torna escassas as
informacgdes sobre a prevaléncia da infec¢cdo por esses agentes na populacdo
humana e animal. Adicionalmente, a prevaléncia dessas infeccdes
provavelmente € subestimada devido a nédo inclusdo destes agentes no
diagnéstico diferencial de varias sindromes clinicas em humanos. Devido a

isso, é dificil mensurar a real importancia das doengas causadas por essas



bactérias no nosso meio. Até o momento, ndo existem estudos relativos as
bartoneloses no estado da Bahia. Dessa forma, objetivou-se avaliar a
frequéncia de infeccdo por B. henselae, B. koehlerae e B. clarridgeiae em
felinos domeésticos dos municipios de llhéus e Itabuna, Bahia, correlacionando
a infeccdo por esses agentes com as alteracbes hematologicas presentes,
além de verificar a presenca do DNA bacteriano em material coletados das

unhas.

2 OBJETIVO GERAL

Determinar a prevaléncia de infeccdo por Bartonella spp. em felinos
naturalmente infectados e atendidos no Hospital Veterinario da UESC e no

Centro de Controle de Zoonoses de Itabuna-BA.

3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 As Bartoneloses

3.1.1 Taxonomia

As bartoneloses sdo zoonoses amplamente dispersas por todo o
mundo, causadas por alfaproteobactérias Gram negativas. O nome Bartonella
foi dado em homenagem a Alberto Leonardo Barton Thompson que, em 1905,
descreveu o0 agente da doenca de Carrion, Bartonella baciliformis, que
permaneceu como Unica espécie pertencente ao género até o ano de 1993
(BRENNER et al., 1993). O quadro 1 demonstra a classificagdo taxondmica do

género Bartonella.

Quadro 1. Classificacdo taxondmica dos agentes etiologicos causadores das

bartoneloses.

Classificacdo: Reino Bactéria
Filo Proteobacteria

Classe Alfaproteobacteria



Ordem Rhizobiales
Familia Bartonellaceae

Género Bartonella

A familia Bartonellaceae representa a unificacdo dos antigos géneros
Rochalimae e Grahamella (BRENNER et al., 1993). ApOs estudo do gene 16s
rRNA, constatou-se que B. bacilliformis era geneticamente semelhante as
espécies Rochalimaea quintana e R. henselae, tendo sido entdo espécies
incorporadas ao género Bartonella (BRENNER et al., 1993). Atualmente, o
género Bartonella € composto por aproximadamente 33 espécies e/ou
subespécies (BUFFET et al., 2013). As espécies apontadas como agentes
causais de moléstias em seres humanos sdo: B. bacilliformis, B. quintana, B.
vinsonii subsp. berkhoffii, B. henselae, B. elizabethae, B. grahamii, B.
washoensis, B. koehlerae, B. clarridgeiae, B. rochalimae e B. tamiae
(MOGOLLON-PASAPERA, 2009).

As principais espécies que infectam os felinos sdo B. henselae
(BOULOQUIS et al., 2005; BREITSCHWERDT; KORDICK, 2000; BRUNT et al.,
2006), B. clarridgeiae (CLARRIDGE et al., 1995; BRUNT et al., 2006), B.
koehlerae (AVIDOR et al., 2004; BRUNT et al., 2006; CHOMEL et al., 2006), B.
quintana e B. bovis (BRUNT et al., 2006). J& foi demonstrada a ocorréncia de
co-infec¢do por mais de uma dessas espécies (BREITSCHWERDT; KORDICK,
2000). No Brasil, at¢é o momento, foram descritas em felinos domésticos as
espécies B. henselae e B. clarridgeiae (STAGGEMEIER et al., 2010)

3.1.2. Caracteristicas bacteriologicas

As espécies de Bartonella sdo pequenos bacilos (ou cocobacilos)
Gram-negativos, de formato ligeiramente curvado, pleomdérficos e aerébios,
com dimensao que pode variar entre 1 a 2 um. Sao catalase, oxidase, urease e
nitrato-redutase negativas (EDOUARD; RAOULT, 2010). Podem ser flageladas
ou ndo. Algumas possuem estruturas semelhantes a fimbrias que auxiliam na
invasado aos eritrocitos (BREITSCHWERDT; KORDICK, 2000).



3.1.3. Bartonella henselae

Na década de 1980, B. henselae foi identificada como agente etiolégico
da angiomatose bacilar (RELMAN et al., 1990) e mais tarde foi reconhecida
como agente causador da DAG, cuja transmissdo estd associada a
arranhadura e mordida de gatos infectados. Atualmente inUmeras
enfermidades sdo descritas no homem como consequéncia de infec¢des por
esta bactéria, entre as quais a doenca da arranhadura do gato (DAG),
endocardite, encefalopatia e meningite asséptica (CHOMEL et al.,, 2006;
MOGOLLON-PASAPERA, 2009; SOUZA et al., 2010).

Bartonella henselae apresenta uma relevante diversidade genética de
cepas com diferente potencial patogénico. Esta espécie foi classificada, com
base na comparacdo da sequéncia do gene 16S do RNA ribossomal, em dois
grupos genotipicos principais, tipos | (Houston) e Il (Marseille). Esta
classificacdo permite uma divisdo filogenética consistente dentro desta espécie,
embora dentro destes grupos sejam descritos varios subgrupos (GUPTILL,
2010). Alguns autores referem a existéncia de um terceiro genotipo,
denominado Berlin-2 (EDOUARD; RAOULT, 2010).

Apenas o genoma de B. henselae Houston-1 estd totalmente
sequenciado (EDOUARD; RAOULT, 2010). Estudos sugerem que o tipo | seja
filogeneticamente derivado do grupo Il (BOUCHOUICHA et al.,, 2009). A
diversidade genética das bactérias dessa espécie é maior em gatos infectados
do que em humanos (BRUNT et al., 2006).

Co-infeccdes por B. henselae 16S rRNA tipos | e I, ou B. henselae e B.
clarridgeia séo relatadas em gatos, assim como co-infecgcbes com Mycoplasma
spp., agente etiolégico da micoplasmose eritrocitica (hemobartonelose)
(BOUCHOUICHA et al., 2009).

Ha também evidéncias que suportam a existéncia de variacdo genética
durante o préprio curso da infecdo em gatos, garantindo a capacidade de
permanecer em circulacdo nos animais infetados durante longos periodos de

tempo, escapando a acao do sistema imunitario (GUPTILL, 2010).
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3.1.4 Bartonella clarridgeiae

Bartonella clarridgeiae é uma espécie flagelada (BREITSCHWERDT;
KORDICK, 2000). Esta bactéria foi descrita como causadora de endocardite e
hepatopatia em cdes (KORDICK et al., 1999). Gatos podem apresentar co-
infeccdo por B. henselae e B. clarridgeiae. A avaliacdo histopatologica de
tecidos de gatos experimentalmente co-infectados por B. henselae (tipo 1) e B.
clarridgeiae revelaram hiperplasia dos linfonodos periféricos, hiperplasia
folicular esplénica, colangite linfocitica/pericolangite linfocitica, hepatite,
miocardite linfoplasmocitica e nefrite linfocitica intersticial (KORDICK et al.,
1999).

Bartonella clarridgeiae foi sugerida como um possivel agente causador
de DAG apo0s anticorpos anti-B. clarridgeiae terem sido encontrados em um
caso suspeito de DAG e em um paciente com abscesso de parede torécica
(CHOMEL et al., 2006). Além disso, anticorpos especificos contra B.
clarridgeiae foram detectados em 3,7% de 724 pacientes com linfadenopatia
(SANDER et al., 2000).

3.1.5 Bartonella koehlerae

A Bartonella koehlerae € considerada, dentre as espécies de Bartonella
gue acometem felinos, a que apresenta crescimento mais fastidioso e, por isso,
@ a espécie menos frequentemente isolada (AVIDOR et al, 2004). A
descoberta desta espécie foi feita por Droz e colaboradores (1999), que fizeram
a cultura e isolamento a partir de amostras de sangue de dois gatos
domésticos. Apdés a descoberta da nova espécie, os primeiros relatos de B.
koehlerae ocorreram em dois gatos na Califérnia (CHOMEL et al., 2009) e em
um gato de rua na Franca (AVIDOR et al., 2004). O estudo realizado por Avidor
e colaboradores (2004) apresentou ainda o primeiro relato de caso humano de

endocardite por B. koehlerae.
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3.2 Transmissao e Vetores

No ciclo epidemioldgico de Bartonella spp., é necessario um
hospedeiro vertebrado, no qual ocorre uma bacteremia intraeritrocitaria cronica,
e um vetor artrépode, responsavel pela transmissdo da bactéria entre os
hospedeiros naturais e hospedeiros sensiveis (JACOMO et al.,, 2002). A
localizac&o intraeritrocitaria de Bartonella spp. favorece a ingestdo deste
agente pelos vetores artropodes durante o repasto sanguineo. No entanto, a
deteccdo de DNA de Bartonella spp em espécies hematofagas de artrépodes
nao implica necessariamente em capacidade vetorial. A deteccdo do DNA do
agente pode ocorrer apenas pela ingestao de sangue a partir de um hospedeiro
com bacteremia, sem que o artrépode tenha potencial para transmitir a
infeccdo (BILLETER et al., 2008).

Cada espécie de Bartonella possui vetores e hospedeiros preferenciais:
piolho do corpo humano (Pediculus humanus humanus) como vetor da B.
quintana, flebotomineo (Lutzomyia verrucarum) como vetor da B. baciliformis
na espécie humana, e pulgas (Ctenocephalides felis) como vetores da
Bartonella em felinos (CHOMEL et al.,, 2009). A grande diversidade de
ectoparasitas que atuam como vetores sugere uma adaptacdo seletiva das
espécies de Bartonella com os hospedeiros mamiferos e os vetores (TSAI et
al., 2011). A tabela 1 apresenta as principais espécies de Bartonella, seus
hospedeiros naturais e acidentais e 0s vetores responsaveis pela transmissao

do agente.

Tabela 1. Espécies e subespécies de Bartonella com potencial patogénico para

o homem, seus reservatorios, vetores e hospedeiros acidentais.

Bartonella Hospedeiro natural Vetor Hospedeiro acidental

Bartonella alsatica Coelho (Oryctolagus Pulga de coelho? Homem
cuniculus) (Spilopsyllus cuniculi)

Bartonella Homem Mosca (Lutzomia Nenhum

bacilliformis verrucarum)

12



Bartonella Gato (Felis catus) Pulga de gato Homem e céo

clarridgeiae (Ctenocephalides
felis)
Bartonella Rato (Rattus Pula de rato Homem e céo
elizabethae norvegicus) (Xenopsylla cheopis)
Bartonella henselae Gato (Felis catus) Pulga de gato Homem, cdo e cavalo

(Ctenocephalides
felis)
Bartonella koehlerae  Gato (Felis catus) Pulga de gato Homem e céo

(Ctenocephalides

felis)

Bartonella melophagi  Ovelha (Ovis aries) (Melophagus ovinus) Homem

Bartonella quintana Homem Piolho (Pediculus Céao e gato
humanis)

Bartonella rochalimae Caninos Pulgas? (Pulex Homem
irritans

Fonte: Adaptado de Chomel; Kasten, 2010.

Pulgas da espécie Ctenocephalides felis sdo os vetores naturais da
infeccdo em felinos, pois, quando infectadas, eliminam a bactéria viavel nas
fezes, contaminando as patas e dentes do animal e possibilitando a
transmissdo para o homem (LAPPIN et al., 2006; SOUZA et al.,, 2010).
Bartonella henselae pode sobreviver nas fezes das pulgas entre 3 a 9 dias,
funcionando como uma importante fonte de contaminacdo ambiental (STILES,
2011). Em estudo realizado com gatos infectados e nao infectados que viviam
no mesmo ambiente e livres de pulgas, ndo houve transmissao da infeccao,
demonstrando que entre os felinos a pulga é a principal fonte de transmissao
(CHOMEL et al, 1996). Bartonella henselae ja foi identificada em diferentes
espécies de ixodideos e estes tém sido apontados como vetores potenciais de
transmissdo da bactéria entre gatos, caes, seres humanos e outros
hospedeiros mamiferos (GUPTILL, 2010). O DNA desta bactéria ja foi
detectado em carrapatos das espécies Ixodes pacificus e I. ricinus, colhidos em
humanos (CHANG et al., 2001; CHUNG et al., 2004; SANOGO et al., 2003) e

em |. scapularis, |. persulcatus, Riphicephalus sanguineus e Dermacentor
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reticulatus coletados no ambiente ou de seus respectivos hospedeiros (TSAI et
al., 2011).

A deteccdo de B. henselae em diferentes espécies de ixodideos
levantou a hipotese destes artropodes funcionarem como potenciais vetores da
transmissdo do agente a outros hospedeiros, principalmente aos seres
humanos (TSAI et al., 2011). Em estudo realizado com infeccdo experimental
de I. ricinus por B. henselae, comprovou-se que a bactéria foi transmitida ao
longo dos diferentes estadios evolutivos do artropode e também foi
comprovada a transmisséo do agente, viavel e infectante (COTTE et al., 2008).

No ambiente natural, a transmissdo ocorre quando o0s gatos
apresentam lesdes cutaneas (arranhadura, mordedura, abrasdo ou picada de
artrépode), que servem como portas de entrada para a infeccdo a partir das
bactérias que foram liberadas nas fezes de pulgas (BREITSCHWERDT et al.,
2010). O ato de higienizacdo praticado pelos gatos, em si préprios e em outros
gatos, espalham as fezes das pulgas presentes na pelagem, contribuindo para
a disseminacéao do agente (STILES, 2011).

Em um estudo experimental, verificou-se que B. henselae pode ser
transmitida por via intravenosa e intramuscular, através da inoculagcdo de
sangue de gatos infectados em gatos sadios (GUPTILL et al., 1997; KORDICK
et al., 1999). Em outro estudo, verificou-se também infeccdo experimental em
gatos através da inoculacdo da bactéria, obtida a partir de crescimento em
meio de cultura, através das vias intravenosa, subcuténea, intradérmica e oral
(BRUNT et al., 2006).

Estudos tém sido realizados na tentativa de confirmar a transmisséo
vertical de bactérias do género Bartonella. Esses agentes ja foram isolados a
partir da placenta, embries e neonatos de roedores selvagens das espécies
Sigmondon hispidus e Peromycus leucopu (KOSOY et al., 1998). No entanto,
em outro estudo ndo foi observada transmissdo entre roedores fémeas
experimentalmente infectadas com B. grahamii e B. taylorii e sua prole (BOWN
et al., 2004). Transmissado horizontal também nao foi observada entre roedores
machos infectados e fémeas livre de livre infeccdo mantidos no mesmo
ambiente e livres de vetores (BOWN et al., 2004).
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3.3 Patogenia e evasao do sistema imune

As bactérias do género Bartonella sdo intracelulares facultativas
encontradas geralmente em eritrocitos, causando invasao e lise, e nas células
endoteliais, nas quais induzem proliferacdo (RESTO-RUIZ et al., 2003). As
bartoneloses podem causar angiogénese através de dois mecanismos:
diretamente, pelo desencadeamento da proliferagéao e inibicdo da apoptose das
células endoteliais, suprimindo a ativacdo das caspases e a fragmentacao de
DNA; indiretamente pela liberacdo de fatores de crescimento endotelial por
macréfagos infectados (ANDERSSON; KEMPF, 2004; DEHIO, 2003).

Apébs serem inoculadas no organismo dos hospedeiros vertebrados, as
bactérias do género Bartonella passam por um periodo de replicagdo em
células do endotélio vascular para posteriormente ganharem a corrente
sanguinea e infectarem eritrocitos, permitindo assim, a persisténcia da
bacteremia e, consequentemente, favorecendo a transmisséo vetorial continua
(HARMS; DEHIO, 2012).

A figura 1 ilustra as fases de infecgéo, invaséo celular e multiplicacao
das bactérias do género Bartonella nos hospedeiros vertebrados A infeccéo
ocorre a partir das bactérias presentes nas fezes de pulgas (a), as quais
penetram na pele do hospedeiro vertebrado através de feridas cutaneas
decorrentes de briga ou abrasdo em gatos, e secundarias a mordidas ou
arranhaduras de gatos em humanos. ApOs inoculacdo, as bactérias séo
fagocitadas por células de defesa presentes na derme (b), seguindo-se a
invasdo das células endoteliais e replicacdo no interior dessas células (c). A
seguir, as bactérias ganham a circulacdo, podendo invadir eritrécitos ou outras
células do endotélio vascular (d). No interior dos eritrocitos, ocorre replicacao
(e) e persisténcia, favorecendo bacteremia cronica e a transmisséo da bactéria
para outros artrépodes (f) (HARMS; DEHIO, 2012).

15



Figural. Invasao das células endoteliais e eritrocitos por Bartonella spp.
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A localizacédo intraeritrocitaria é o principal mecanismo de evasdo da
bactéria, devido a auséncia de moléculas do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) na superficie dos eritrocitos que s&o, portanto,
incapazes de apresentar antigenos do patdégeno as células do sistema imune
(BREITSCHWERDT et al., 2010).

Os eritrgcitos infectados continuam realizando suas funcdes e tém o
mesmo tempo de vida de eritrocitos ndo infectados, por iSso 0s animais
acometidos apresentam quadros de bacteremia prolongados. As bactérias sédo
combatidas pelo sistema imune apenas quando liberadas para a corrente
sanguinea, sendo opsonizadas e incapacitadas de invadir novas células
(PULLIAINEM; DEHIO, 2012). A invasao dos eritrécitos sem causar hemolise
preserva as bactérias, promovendo uma transmisséo eficiente por vetores,
além de proteger estes patégenos da imunidade do hospedeiro e
potencialmente contribuir para diminuicéo da eficacia antimicrobiana (GUPTILL,
2003; KABEYA et al., 2006).

Em seres humanos, a medula 6ssea é considerada um possivel nicho
primario da B. henselae. Pesquisas in vitro demonstraram que essa espécie
tem a capacidade de invadir células precursoras da medula 6ssea, 0 que

contribui para a infec¢do eritrocitaria prolongada (BREITSCHWERDT et al.,
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2010). Embora a localizacao eritrocitaria seja a mais frequente, B. henselae ja
foi detectada extracelularmente no sangue e em outros tecidos de animais
infectados, como figado e bago (STILES, 2011).

Avaliando o modo de invaséo dos eritrocitos por B. henselae, verificou-
se in vitro que a bactéria pode se apresentar em localizacao intracelular,
epicelular e extracelular e que pequena percentagem dos eritrocitos é invadida.
A auséncia de flagelos na bactéria B. henselae sugere que esses agentes
invadem as células do hospedeiro através de movimentos rotatérios, realizados
por suas fimbrias tipo IV. Isto explica o0 menor nivel de invasdo dos eritrocitos
por essa espécie em comparacdo com espécies flageladas de Bartonella
(MEHOCK et al., 1998).

Os lipopolissacarideos (LPS) das bactérias do género Bartonella
possuem estrutura diferente das demais bactérias Gram negativas,
impossibilitando o reconhecimento pelos receptores do tipo Toll e receptores de
reconhecimento padrdo (PRRs), responsaveis pela identificacdo dessas
moléculas e pela liberacdo de citocinas pré-inflamatorias. Desta forma, as
bactérias deste género conseguem invadir 0 organismo sem incitar uma
resposta inflamatoria (PULLIAINEM; DEHIO, 2012).

Bartonella henselae induz a producao de IL-4 pelas células do sistema
fagocitico mononuclear, resultando em resposta imune humoral com liberacéo
de IgG em felinos. Aparentemente este anticorpo atua no controle da infeccao,
porém nao € suficiente para eliminar o agente, pois bacteremia intermitente foi
observada em gatos infectados apesar da producdo de anticorpos especificos
(GUPTILL, 2003; KABEYA et al., 2006).

3.4 Sinais Clinicos

Gatos domésticos em geral sdo portadores assintomaticos e
apresentam uma bacteremia persistente, sendo considerados 0s principais
transmissores da infecgcao por B. henselae para os seres humanos. Quando
presentes, as principais manifestacdes clinicas em felinos sao febre, desordens
oculares e linfadenomegalia (CRISSIUMA et al., 2011). A uveite é descrita
como a alteracdo ocular mais comum. Uveite anterior cronica foi descrita pela

primeira vez em 1999 por Lappin e Black em um gato que apresentava
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anticorpos anti-B. henselae no soro e intraocular, e que apresentou remissao
dos sintomas apdés a administracdo de doxiciclina e exclusdo de outras
possiveis etiologias (STILES, 2011).

3.5 Epidemiologia

As bartoneloses tém distribuicdo mundial, havendo maior prevaléncia
da infeccdo por este agente em areas com condicdes ambientais mais
favoraveis ao desenvolvimento dos vetores artropodes, isto €, em regides com
temperatura e umidade mais elevadas (BREITSCHWERDT; KORDICK, 2000;
GUPTILL, 2010; STILES, 2011).

Determinadas espécies mostram-se endémicas em determinadas
areas como, por exemplo, a espécie B. bacilliformis, que é restrita a regido dos
Andes (Peru, Colédmbia e Equador). Esta distribuicdo geogréfica limitada esta
relacionada a presenca dos vetores e hospedeiros naturais de cada espécie.
As espécies B. quintana e B. henselae estéo distribuidas mundialmente porque
possuem hospedeiros (humanos e gatos) e vetores (piolhos e pulgas) também
com distribuicdo mundial (CHOMEL et al., 2004)

A infecdo de gatos por B. henselae tem sido extensamente
documentada na literatura, tendo sido relatada em diversos paises da Europa,
Asia, Oceania e América (BOULOUIS et al., 2005). Estudos no Brasil ainda s&o
escassos (Figura 2) e tém demonstrado uma variacdo significativa na
prevaléncia da infeccdo por Bartonella spp. em felinos, como observado nos
estudos realizados por Staggemeier et al. (2010) e Braga et al. (2012), que
encontraram prevaléncia de 25% e 4,5% no Rio Grande do Sul e no
Maranhdo, respectivamente. Até o presente momento, ndo h& trabalhos
publicados que tenham determinando a prevaléncia da infeccdo por estes

agentes em felinos no estado da Bahia.

3.6 Fatores de risco

O acesso a rua e 0 contato com outros animais, especialmente outros
gatos, € um importante fator de risco para a infec¢cdo. Assim, gatos de rua ou

adotados de gatis e 0s que vivem em ambientes com outros gatos tém maior
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probabilidade de serem infectados em relagcdo aos animais sem acesso a rua e
sem contato com outros gatos (CHOMEL; KASTEN, 2010).

As infeccbes por retrovirus, bem como wuso de drogas
imunossupressoras, associadas ao processo de envelhecimento sdo fatores
que contribuem para o aparecimento de alteracbes clinicas nos animais
infectados (BREITSCHWERDT et al., 2010).

Segundo Guptill (2010), animais mais velhos apresentam uma maior
prevaléncia de anticorpos anti-B. henselae em relacdo aos os animais com
idades inferiores a um ano. Porém, de acordo com outros autores, 0s gatos
jovens tém maior probabilidade de apresentarem bacteremia (BOULOUIS et
al., 2005; BRUNT et al., 2006; CHOMEL; KASTEN, 2010). A relacdo entre
bacteremia e 0 sexo do animal ndo esta comprovada (CHOMEL; KASTEN,
2010).

3.7 Diagnostico

3.7.1 Soroldgico

Anticorpos anti-Bartonella spp. podem ser detectados no soro de
hospedeiros mamiferos por meio da Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta
(RIFI), Ensaio imunoenzimatico (ELISA) e Imunoensaio Western Blot (BRUNT
et al., 2006). E importante considerar que pode ocorrer reagédo cruzada entre
antigenos de B. henselae e de B. quintana (BRUNT et al, 2006). Ndo ha
estudos que estimem a sensibilidade e especificidade dos testes sorolégicos
utilizados no diagnoéstico de infec¢do por Bartonella spp. em caes e em gatos.
A RIFI é um teste que est4 bem caracterizado e validado em ensaios clinicos
(GUPTIL, 2010).

Estudos demonstram que os gatos domésticos infectados por B.
henselae tém se apresentado soronegativos quando avaliados no inicio da
infeccdo. Portanto, resultados falso-negativos podem ocorrer nas fases iniciais
da doenca. Durante o periodo de bacteremia, gatos infectados naturalmente ou
experimentalmente por B. henselae mantém titulacdes entre 1:256 e 1:512.
Elevadas concentracbes de anticorpos geralmente se correlacionam com

culturas positivas ou deteccdo de DNA de Bartonella no sangue
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(BREITSCHWERDT, 2008). E importante considerar que resultados positivos
nos testes soroldgicos ndo significam que o animal esteja infectado naquele
momento, uma vez que 0s anticorpos produzidos contra o agente podem ser
detectados por meses a anos apds a ocorréncia da bacteremia (HACKETT et
al., 2006).

3.7.2 Molecular

A reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) € considerada uma técnica
pratica e segura para o diagnostico da infeccao por Bartonella spp. Ensaios de
PCR que tém como alvo a regiéo intergénica 16S-23S, que amplifica o DNA de
diferentes espécies de Bartonella, resultam em produtos de diferentes
tamanhos, de forma que um simples ensaio pode também ser usado para
determinar as espécies de organismos infectantes (BRUNT et al., 2006).

Resultados positivos na PCR confirmam a presengca do DNA
microbiano, mas ndo provam que 0 micro-organismo esta viavel ou que o gato
esta clinicamente doente (BRUNT et al.,, 2006). Resultados falso-negativos
podem ocorrer como consequéncia de bacteremia intermitente, tratamento com
uso de antibidticos, auséncia de DNA microbiano na amostra testada, ou pela
presenca de substancias inibitérias ou ainda interferentes nos espécimes
bioldgicos (BRUNT et al., 2006).

A PCR em tempo real (QPCR) tem substituido a PCR convencional em
muitos laborat6rios, pois ndo € apenas mais rapida, mas também mais sensivel
e especifica em relacdo a sua antecessora. No trabalho realizado por
Staggemeier et al (2014), a qPCR foi capaz de identificar o DNA da Bartonella
em quatro amostras em que a PCR convencional foi negativa, demonstrando
sua maior sensibilidade. Gutiérrez e colaboradores (2013) realizaram um
trabalho no qual foi feita comparacdo da eficacia entre a técnica de High-
Resolution Melt (HRM) gqPCR e a cultura e isolamento de B. henselae como
métodos de diagndstico. Esses autores verificaram que a técnica molecular
mostrou resultados superiores, detectando 94% de infeccdo, enquanto a
cultura e o isolamento bacteriano foram capazes de detectar infeccdo somente

em 35,7% dos casos.
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3.7.3 Cultura e isolamento

As bactérias do género Bartonella apresentam crescimento lento. Sua
cultura leva de cinco a 15 dias até formar coldnias visiveis e o periodo de
crescimento pode ser superior a 45 dias (EDOUARD; RAOULT, 2010).
Tradicionalmente, suas culturas sdo semeadas em meio Agar semi-solido,
enriquecido com sangue (de ovelha ou cavalo), crescendo sob temperatura de
35 a 37°C, sob atmosfera de CO, controlada a 5% (EDOUARD; RAOULT,
2010). Em isolamento primario, algumas espécies como, por exemplo, B.
henselae apresentam-se como coldnias de coloracdo esbranquicada e de
aparéncia rugosa, seca e com relevo, tendo uma pequena depressao no centro
(EDOUARD; RAOULT, 2010).

O meio de cultura liguido denominado BAPGM (Bartonella Alpha-
Proteobacteria Growth Medium) permite o crescimento de, pelo menos, sete
espécies de Bartonella. Este meio é utilizado como pré-enriguecimento e,
combinado com diagndsticos moleculares, aumentou 0 sucesso e a
sensibilidade da cultura tanto para diagnostico da infeccdo em animais como
em humanos (DUNCAN et al., 2007).

Segundo Guptill; Yoran (2006), o isolamento de Bartonella spp. a partir
da cultura de sangue ou tecido de um animal infectado € o método mais

confiavel para o diagnéstico definitivo de infeccéo ativa pelo agente.

3.8 Prevencao e Controle

Umas das principais formas de controle das bartoneloses é o controle
dos vetores (GUPTILL, 2010). Especialmente para as espécies B. henselae, B.
koehlerae e B. clarridgeiae, as pulgas sdo necessarias para manutencao da
carga bacteriana no ambiente e consequente transmissdo para os mamiferos,
portanto, o rigoroso controle destes vetores € sempre recomendado (BRUNT et
al., 2006). Portanto, gatos estritamente domiciliados sdo menos expostos aos
riscos de infeccéo, pois reduzem a exposicao aos vetores e a outros animais
infectados (BRUNT et al., 2006).

Os tutores dos animais devem ser esclarecidos sobre o modo como os

gatos adquirem a infecdo por Bartonella e como esta pode ser transmitida aos
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humanos, incluindo a associagcdo com a infestacdo por pulgas (GUPTILL,
2010). Pessoas imunossuprimidas e criancas devem evitar o contato com gatos
cujo estado de saude é desconhecido. O corte de unha dos animais é
conveniente para reduzir o risco de arranhaduras. Além disso, aconselha-se
que feridas infligidas por gatos sejam imediatamente lavadas com agua e
solucéo desinfetante (BRUNT et al., 2006; GULPTILL, 2010).

3.9 Tratamento

Devido a dificuldade no diagnostico de bartonelose em felinos, ainda
ndo h& um protocolo terapéutico padronizado para esta espécie (BRUNT et al.,
2006). Em gatos infectados com B. henselae ou B. clarridgeiae, antibiéticos
como doxiciclina, amoxicilina, amoxicilina-clavulanato, enrofloxacina,
eritromicina, tetraciclina e rifampicina apresentaram resultados variaveis,
promovendo eliminagdo do agente em alguns animais e em outros nao
(BRUNT et al., 2006).

3.10 Bartoneloses em humanos

InfecgBes por bactérias do género Bartonella tém sido associadas a
uma variedade de doencas com curso agudo e subagudo em humanos
(BOULOQUIS et al.,, 2005), e que variam desde a simples ocorréncia de
linfoadenopatia até um maior comprometimento organico caracterizado por
doencas sistémicas (BRUNT et al., 2006).

As enfermidades associadas a infeccbes por Bartonella em humanos
incluem a angiomatose bacilar, doenca da arranhadura do gato (DAG),
neurorretinite, sintomas neurolégicos (BRUNT et al., 2006) e endocardite
(AVIDOR et al., 2004).

A DAG é enfermidade mais comumente relata, sendo causada pela
bactéria B. henselae e, menos frequentemente, por B. clarridgeiae (KAISER et
al., 2011). Esta sindrome foi reconhecida pela primeira vez por Robert Debré
em 1931, que estabeleceu a ligacdo entre o surgimento de doenca no homem
e 0 contato prévio com gatos; porém, sua descri¢do foi feita somente em 1950.

O agente etioldgico foi identificado em 1993, por Dolan e colaboradores, apés
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isolarem a bactéria B. henselae a partir de ndédulos linfaticos de pacientes com
a doenca (EDOUARD; RAOULT, 2010; FLORIN et al., 2008).

A doenca da arranhadura do gato é considerada uma afeccao benigna,
caracterizada por linfoadenomegalia regional. Apds arranhadura ou mordida de
gato infectado, ha formacdo de papula e posteriormente pustula no local da
inoculagdo. Ap6s um periodo de uma a trés semanas, desenvolve-se
linfoadenomegalia unilateral no local de drenagem linfatica mais préoximo de
onde ocorreu a inoculacdo (EDOUARD; RAOULT, 2010; FLORIN et al., 2008).
As adenopatias regridem espontaneamente em 1 a 6 meses, embora alguns
raros casos possam durar por anos (EDOUARD; RAOULT, 2010). Cerca de um
terco dos doentes apresentam sinais sistémicos da doenga como febre baixa,
fadiga e mal-estar, podendo ocorrer, por vezes, cefaleia, anorexia e
esplenomegalia (FLORIN et al., 2008; KAISER et al., 2011).

Cerca de 5 a 9% dos pacientes podem desenvolver a forma atipica da
doenca, na qual ndo se observa linfoadenopatia regional, com o
desenvolvimento de outras alteracdes que incluem sindrome 6culo glandular de
Parinaud, encefalite, endocardite, anemia hemolitica, hepatomegalia,
esplenomegalia, glomerulonefrite, pneumonia, bacteriemia recidivante e
osteomielite (FLORIN et al., 2008; LAMPS; SCOTT, 2004).
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4. CAPITULO |

INFECCAO NATURAL POR Bartonella spp. EM FELINOS NO SUL DA
BAHIA — PERFIL HEMATOLOGICO E FATORES DE RISCO
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4.1 INTRODUCAO

As bartoneloses sado zoonoses amplamente dispersas por todo o
mundo (BRENNER et al.,, 1993), causadas por pequenos bacilos (ou
cocobacilos) Gram-negativos, de formato ligeiramente curvado, pleomorficos e
aerébios, com dimensdes que podem variar entre 1 a 2 uym (EDOUARD;
RAOULT, 2010). O género Bartonella € atualmente composto por cerca de 33
espécies e subespécies de bactérias (BUFFET et al.,, 2013), sendo B.
bacilliformis, B. quintana, B. vinsonii subsp. berkhoffi, B. henselae, B.
elizabethae, B. grahamii, B. washoensis, B. koehlerae, B. clarridgeiae, B.
rochalimae e B. tamiae as principais causadoras de enfermidades no homem
(MOGOLLON-PASAPERA, 2009). O gato doméstico € o hospedeiro natural
das espécies B. henselae, B. koehlerae e B. clarridgeiae, sendo considerado o
principal transmissor desses agentes para os seres humanos (SOUZA et al.,
2010).

As bactérias do género Bartonella necessitam de um hospedeiro
vertebrado e um vetor artrépode para completarem seu ciclo (JACOMO et al.,
2002). Diversas espécies de mamiferos ja foram descritas como hospedeiros
naturais e susceptiveis. Nestes, as bactérias invadem os eritrécitos causando
uma bacteremia crénica (CHOMEL; KASTEN, 2010). Os vetores artropodes
sao os responsaveis pela transmissdo do agente entre os hospedeiros naturais
e susceptiveis (JACOMO et al., 2002). Para os felinos, as pulgas da espécie
Ctenocephalides felis sdo os vetores naturais, sendo responsaveis por eliminar
a bactéria viavel nas fezes, com contaminacdo das patas e dentes desses
animais, possibilitando a transmissdo do agente para o homem (LAPPIN et al.,
2006; SOUZA et al., 2010).

A maioria dos felinos infectados ndo apresenta alteracbes clinicas
(CRISSIUMA et al.,, 2011). Quando presentes, essas alteracdes sao
inespecificas e incluem febre, apatia, uveite e linfoadonopatia (CRISSIUMA et
al., 2011). No entanto, as infeccbes por Bartonella spp. no homem podem
determinar diversas enfermidades, tais como a doenga da arranhadura do gato
(DAG), angiomatose bacilar (AB), peliose hepatica (PH), endocardite, febre de

origem desconhecida, manifestagcbes oculares, encefalopatia, meningite

25



asséptica, hemiplegia aguda, deméncia, sintomas psiquiatricos agudos,
abcessos hepaticos e esplénicos, bacteremia assintomética, osteomielite,
eritema multiforme, eritema nodoso, adenopatia cronica, sindrome da fadiga
cronica, lesdes osteoliticas e neuroldgicas (MOGOLLON; PASAPERA, 2009).
Embora alguns estudos tenham demonstrado o carater endémico deste
agente no Brasil (BRAGA et al., 2012; SOUZA et al., 2010, STAGGEMEIER et
al., 2010), nenhuma investigacao foi realizada até o momento na Bahia. Diante
deste cenario, objetivou-se determinar a prevaléncia da infec¢éo por Bartonella
spp. em gatos domeésticos da regido Sul da Bahia. Adicionalmente investigou-
se as principais alteracdes clinicas e hematoldgicas presentes nos animais
positivos, bem como os fatores de risco associados a infeccao pelo agente na

populacao de animais avaliada.

4.2 MATERIAIS E METODOS

4.2.1 Area de estudo

O estudo foi desenvolvido nos municipios de Itabuna e Ilhéus,
localizados da regido Sul da Bahia. O municipio de Itabuna possui 401,029 km?2
de extensdo, esta localizado a aproximadamente 426 km da capital Salvador,
possui 219.680 habitantes, sendo seu bioma representado pela mata Atlantica,
com clima tropical imido (IBGE, 2017). O municipio de Ilhéus encontra-se
distante cerca de 460 km da capital baiana, apresenta area territorial de
1.584,693 km2 e populacdo estimada em 180.213 habitantes, seu bioma
também é representado pela mata Atlantica e o clima também é tropical umido
(IBGE, 2017). A figura 2 ilustra 0 mapa da microrregido das cidades descritas.
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Figura 2. Mapa mostrando a localizacédo das cidades de llhéus e Itabuna, sul
da Bahia.
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4.2.2 Aspectos éticos

A metodologia utilizada na pesquisa foi julgada e aprovada pelo Comité
de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Santa Cruz - UESC
(CEUA / UESC), sob o protocolo n°013/2016. A incluséo dos animais no estudo
foi feita por conveniéncia dos animais atendidos no Hospital Veterinario da
UESC e Centro de Controle de Zoonoses de Itabuna. A obtencdo de amostras
biolégicas s6 ocorreu apOs autorizacdo por parte dos tutores e assinatura de

termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo 2).

4.2.3 Obtencado de amostras bioldgicas

Foram incluidos no estudo 188 felinos domésticos, domiciliados e semi

domiciliados atendidos no Hospital Veterinario (HV) da UESC, em llhéus, e no
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Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) da cidade de Itabuna, no periodo de
marco a novembro de 2017.

ApOs autorizagdo por parte dos tutores e assinatura do termo de
consentimento livre e esclarecido, realizou-se anamnese. Em seguida, os
animais foram avaliados clinicamente e, apds contencao fisica, foram colhidos
aproximadamente 5 mL de sangue venoso por puncao jugular ou cefélica. O
sangue colhido de cada animal foi dispensado em dois tubos, ambos contendo
EDTA. Um tubo foi destinado a realizacdo dos exames hematoldgicos e o outro
tubo foi imediatamente armazenado em freezer sob temperatura de -80° C para
posterior extracdo de DNA e realizacdo de diagnéstico molecular. Junto aos
tutores foi aplicado um questionario, a fim de se investigar sobre o estilo de

criacao dos animais.

4.2.4 Hematologia

Os exames hematoldgicos foram realizados no Laboratério de Analises
Clinicas do HV-UESC. A avaliacdo hematoldgica foi realizada manualmente
com contagem da série eritrocitaria e leucocitaria em camera de Neubauer. A
hematoscopia foi realizada com a observacdo de esfregacos sanguineos
corados com pandético rapido com auxilio da objetiva de 100 x, contando-se 100
leucdcitos para a realizacdo da leucometria especifica, contagem de plaquetas
e avaliando-se toda a lamina para pesquisa de alteracbes morfolégicas e
hemoparasitos.

Do total de 188 animais que fizeram parte do estudo, 89 (47,3%) foram
provenientes do atendimento clinico, e apresentavam comorbidades diversas
(problemas de pele, distarbios reprodutivos, doencas do trato urinario, distarbio
gastricos, entre outros). Enquanto 99 (52,7%) foram classificados como
pacientes higidos visto que, ndo apresentam queixa de nenhuma afec¢do no

momento da coleta.

4.2.5. Teste para FIV/FeLV

Adicionalmente, apos realizacdo do hemograma, o sangue dos animais

foi testado para diagnéstico de infeccéo pelos Virus da Imunodeficiéncia Felina
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(FIV) e Virus da Leucemia Felina (FeLV) com o Kit comercial Allere FIV/FelLV,

com a finalidade de se investigar a ocorréncia de co-infecgdes.
4.2.6 Extracao de DNA

A extracdo de DNA gendmico das amostras de sangue foi realizada do
Laboratorio de Genética do HV-UESC, utilizando-se o kit comercial ReliaPrep

da Promega, conforme recomendacdes do fabricante (Anexo 4)
4.3.6 Reacao em Cadeia da Polimerase em tempo real (QPCR)

Com a finalidade de detectar e fazer a quantificacdo do DNA de
Bartonella spp. (nUmero de cépias/pL), as amostras de DNA foram submetidas
a qPCR para amplificacdo de um fragmento de 83 pares de base (pb) do gene
nuoG, utilizando-se 0s oligonucleotideos iniciadores F (5
CAATCTTCTTTTGCTTCACC-3’) e R (5- TCAGGGCTTTATGTGAATAC-3) e a
sonda de hidrélise TexasRed-5-TTYGTCATTTGAACACG-3'[BHQ2a-Q]3
(IDT).

As reacbes de PCR foram realizadas no Laboratorio de Parasitologia
da Universidade Estadual Paulista (UNESP), Campus de Jaboticabal. A
amplificacdo foi realizada utilizando-se o protocolo descrito previamente por
André et al. (2016) (Anexo 5). Para obtencdo da curva padréo, foi realizada
uma diluicdo seriada com diferentes concentragcdes de DNA plasmidial [(2,0 x
10" a 2,0 x 10° coépias/uL) (IDT Technologies)] contendo a sequéncia alvo de 83
pb do gene nuoG de Bartonella spp.

Todas as amostras foram processadas em duplicatas, para
comparacao e certificacdo da qualidade do processamento das mesmas. As
réplicas de uma determinada amostra que mostraram valores de Cq
(quantidade de ciclos) acima de 1,0 foram analisadas novamente. A eficiéncia
de amplificacdo (E) foi calculada de acordo com o slope da curva padréo
utilizando-se a formula (E = 10-wusiope). Para determinar o limite de deteccéo da
gPCR, a curva padrdo (2,0 x 10" a 2,0 x 10° cépias/uL) foi utilizada para
verificar a quantidade de DNA que pode ser detectado com 95% de

sensibilidade.
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4.2.7 Andlise estatistica

Os dados obtidos na anamnese foram analisados no pacote estatistico
EPI INFO 3.5.1 e posteriormente pelo teste Qui-quadrado com correcdo de
Yates ou teste exato de Fischer. O odds ratio (OR) da analise foi calculado por
meio de medidas de associagao e intervalo de confianca (IC) de 95%. Por fim,
realizou-se regresséo logistica multivariada ndo condicional, onde o modelo
final foi criado por meio das variaveis de entrada e saida do sistema
(backward).

Para determinar a influéncia da infeccdo em relagcdo aos parametros
hematimétricos foram utilizados o “T” de Student ou mann-whitney, com nivel

de significancia de 95%

4.3 RESULTADOS

4.3.1 PCR em tempo real quantitativo para Bartonella spp.

A eficiéncia média de amplificacdo (E) dos ensaios de gqPCR para
Bartonella spp. foi de: E= 91,2%; slope = -3.562; r2= 0.996. O limite de
deteccao foi de 10 cépias de plasmideo/pL, com 95% de sensibilidade. Os
valores minimo e maximo do niumero de coOpias do gene nuoG de Bartonella
spp. detectados foram de 1,42 e 395.000 cépias/jL, respectivamente.

Das 188 amostras de sangue analisadas, 20,7% (39/188) foram
positivas para Bartonella spp. (Figuras 4 e 5).

Figura 3: qPCR para Bartonella spp. para amplificacdo do gene nuoG. Figura
A: Linhas referentes a amplificacdo da curva padréo do DNA plasmidial. Figura

B: Regressdao logaritmica da curva padrao.
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Figura 4. gPCR para Bartonella spp. dirigida para o gene nuoG. Figura A:

Linhas referentes a amostras positivas para Bartonella spp. Verificar linhas

ultrapassando a linha horizontal (linha de threshold). Figura B: Regresséo

logaritmica das amostras positivas na curva padrao.
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4.3.2 Alteragbes Hematologicas

Observou-se valores mais elevados de plaquetas (p=0,0082) nos

animais positivos para Bartonella spp (tabela 1). N&o verificou-se a influéncia

de comorbidades nos parametros hematologicos (tabela 2 e 3).

Média e desvio padrao (DP) das varidveis hematoldgicas dos animais positivos

e negativos para Bartonella spp e resultados obtidos pelo teste t de student.

Variavel Média DP Média DP t student
animais animais animais animais (p<0,05)
positivos positivos negativos  negativos

Hemacias 8,0 2,3 7,31 2,1 *

Hematdcrito 33,5 6,8 32,4 8,5 *

Hemoglobina 10,8 2,2 10,8 2,6 *

Proteinas 7,2 9,3 7,4 10,9 *

plasmaticas

Leucograma 15418,5 6869,7 1555,8 13510 *

Neutrofilos 9823,2 5682,2 10029 6652,6 *

absolutos

Bastonetes 48,6 174,8 177,4 988,6 *
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Linfocitos
absolutos
Mondcitos
absolutos
Eosindfilos
absolutos
Basofilos
absolutos

Plaguetas

3745,7

586

999,1

29,7

337,5

2261,3

465,8

740

84,5

99.3

2790,3

531,6

970,2

38,6

289.3

2139,2

603,9

1083

137,2

167.5

0,0082

* valores de p< 0,05

Tabela 2. Média e desvio padrdo (DP) das variaveis hematolégicas dos

animais positivos para Bartonella spp. e animais negativos para Bartonella spp.

sem doenca clinica e resultados obtidos pelo teste t de student.

Variavel Média DP Média DP t student
animais animais animais animais (p<0,05)
positivos positivos negativos  negativos

saudaveis saudaveis doentes doentes

Hemacias 8,3 2,1 7,6 1,8 *

Hematdcrito 34,2 5,8 34,7 7,6 *

Proteinas 7,2 0,6 8,2 7,0 *

plasméticas

Leucograma 14540 6296,2 12566 5199,6 *

Neutrofilos 8906,6 5602,1 8144,1 4519,1 *

absolutos

Bastonetes 24,96 124.8 71,4 226 *

Linfécitos 3807 2123,7 2953,8 1774,5 *

absolutos

Mondocitos 485 399 480,3 435,4 *

absolutos

Eosindfilos 991,4 722,8 918,9 830,6 *
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absolutos
Basofilos
absolutos

Plaguetas

35,36

322,5

94,2

86,5

52,3

271,1

176

97,8

* valores de p< 0,05

Tabela 3. Média e desvio padrédo (DP) das variaveis hematolégicas dos

animais positivos para Bartonella spp. comparados aos animais negativos para

Bartonella spp. com doenca clinica e resultados obtidos pelo teste t de student.

Variavel Média DP Média DP t student
animais animais animais animais (p<0,05)
positivos positivos negativos  negativos
doentes doentes doentes doentes
Hemécias 7,5 2,1 7,0 2,2 *
Hematocrito 32,2 8,5 30,4 8,9 *
Proteinas 7,2 0,9 7,4 0,8 *
plasméticas
Leucograma 16987 7786 18179 17511 *
Neutrofilos 11460 5651,4 11687 7735 *
absolutos
Bastonetes 90,8 240,1 270 1336 *
Linfécitos 3636,2 2569,2 2646,5 2418 *
absolutos
Mondcitos 766,4 534,4 576,6 720,5 *
absolutos
Eosindfilos 1012,9 797,4 1015,3 1276,6 *
absolutos
Basdfilos 19,7 65,8 26,7 90,9 *
absolutos
Plaquetas 325,7 120,4 297,3 201,9 *

* valores de p< 0,05
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4.3.3. Fatores derisco

Do total de animais que fizeram parte do estudo, 167 foram atendidos
no HV-UESC e 21 foram atendidos no CCZ de Itabuna. A avaliacéo estatistica
dos fatores de risco associados a infec¢ao por Bartonella spp em gatos revelou
que a idade (<1 ano), o acesso a rua, o estado reprodutivo e a presenca de
pulgas apresentaram diferengas estatisticamente significativas (Tabelas 3a e
3b).

Tabela 4a. Fatores associados a infeccdo por Bartonella spp. em gatos

positivos no teste molecular.

Variaveis N Gatos Prevaléncia OR 95% ClI P-valor
positivos (%)

Idade <1 Sim 50 23 46 6,06 2,85-12,87 0,000002

ano Nado 138 17 12,3 1*

Sexo Macho 93 23 24,7 1,5 0,74-3,05 0,33

Fémea 95 17 17,9 1*

Acesso arua Sim 101 31 30,7 3,8 1,70-8,62 0,001
Nao 87 9 10,3 1*

Convivio Sim 107 19 17,7 0,61 0,30-1,24 0,23

com gatos Nao 81 21 25,9 1*

Convivio Sim 50 11 22 1 0,48-2,32 0,95

com caes Nao 138 29 21 1*

Animal ndo Sim 106 35 33 7,6 2,81-20,45 0,00001

castrado Nado 82 5 6,1 1*

FIV Sim 176 2 1,1 0,7 0,15-3,45 0,96
Nao 12 38 3,1 1*

FELV Sim 3 0 0 0 - 0,84
Nao 185 40 21,6 1*

Ferida Sim 28 6 21,4 1,0 0,37-2,66 0,8

cutanea Nado 159 34 21,3 1*

34



Pulgas Sim 63 24 38,1 4,2 2,02-8,70 0,0001
Nao 125 16 12,8 1*

*Referéncia

Tabela 4b. Associacao entre gatos positivos e as variaveis acesso a rua, idade

até um ano e animal ndo castrado.

Variaveis Odds ratio Intervalo de P valor (<0,05)

confianca 95%

Acesso a rua 3,319 1,39-7,91 0,0069
Idade até um ano 3,529 1,55-8,01 0,0026
Animal ndo 4,688 1,63-13,45 0,0041
castrado
p=0,003

likehood= 0,0000

4.4 DISCUSSAO

Resultados semelhantes ao nosso estudo foram observados por
Staggemeier et al. (2014), que detectaram infeccdo por Bartonella spp em
amostras de sangue de 25% dos gatos avaliados, 0s quais eram procedentes
do Centro de Protecdo Animal de dois municipios na regido Sul do Pais,
também utilizando técnica de diagnéstico molecular. Em um outro estudo
desenvolvido por Souza et al. (2010), realizado em gatos provenientes de um
abrigo da cidade de Vassouras (RJ), verificou-se 97,3% de animais positivos a
PCR para deteccdo de Bartonella spp. Entretanto, o resultado do presente
estudo foi superior ao encontrado por Braga et al. (2012), que investigaram
através de PCR a presenca de DNA de Bartonella spp em gatos domiciliados
de area urbana de dois municipios de Séo Luiz (MA) e detectaram 4,5% de
animais positivos. Ao analisar conjuntamente o0s resultados encontrados
nesses estudos realizados anteriormente bem como as populagdes de felinos
investigadas, observa-se que o percentual de infecgcdo sdo mais elevados nas
populacdes de gatos de abrigos, visto que frequentemente estes animais ficam

confinados em grandes grupos e, em sua maioria, apresentam historico de
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parasitismo por pulgas, permitindo a manutencédo do agente entre os animais.
Portanto, a proximidade entre os gatos faz aumentar o risco de infecgéo
(BRUNT et al., 2006). Contudo, no presente trabalho foram colhidas amostras
de animais domiciliados de diferentes residéncias, demonstrando que a regiao
estudada apresenta elevada ocorréncia da infeccéo por Bartonella spp., pois 0s
valores encontrados assemelham-se aos resultados obtidos pelos
pesquisadores que avaliaram populagdes de felinos de abrigos.

A caracteristica climatica de cada regido é outro fator importante que
pode aumentar a prevaléncia dada infeccdo, pois influencia no
desenvolvimento e multiplicacdo dos vetores. O clima da regido desse estudo
apresenta condicfes favoraveis para manutencéo das pulgas (C. felis), vetores
responsaveis pela transmissdo do agente para os felinos. Segundo Dehio e
colaboradores (2003), gatos que vivem em regides mais quentes e umidas,
onde h& maior quantidade de vetores, apresentam maior prevaléncia da
infeccdo por Bartonella spp.

Alguns autores relatam que a maioria dos gatos com infeccdo natural
ou experimental por Bartonella spp. ndo apresenta alteracdes laboratoriais
(BREITSCHWERDT, 2010; GULPTILL; YORRAN, 2006). No presente estudo
as amostras foram colhidas de animais provenientes de atendimento clinico
gue apresentavam, portanto, afeccées diversas. No entanto, ainda assim néo
foram observadas diferencas significativas entre os achados hematolégicos dos
animais positivos e negativos para Bartonella spp, exceto na analise geral de
plaquetas (tabela 1). Nesse estudo observamos que embora os valores das
plaguetas entre os animais positivos e negativos permanecem dentro do valor
de normalidade os animais positivos para Bartonella apresentam valores
superiores quando comparados aos negativos. No entanto nao foi encontrado
dados semelhantes na literatura.

Durante a andlise estatistica com teste Qui-quadrado, a presenca de
pulgas demonstrou-se como fator de risco para infec¢do por Bartonella spp em
felinos, no entanto apds aplicagdo da regresséo logistica, esta variavel ndo
permaneceu como fator de risco, permitindo inferir que a presenca de pulgas
esta, provavelmente, associada ao habito do animal em ter acesso a rua,

facilitando assim o contato com o0s vetores.
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Chomel e Kasten (2010) e Brunt et al. (2006) relataram que a
prevaléncia da afec¢do € maior nos animais ate um ano de idade. No presente
estudo, os animais com idade inferior a um ano tiveram maior prevaléncia de
infeccdo e apresentaram risco seis vezes mais chances de se infectarem em
relacdo aos animais das outras faixas etarias. Loureiro e Hagiwara (2007) tém
associado este fato ao decréscimo da imunidade humoral dos filhotes, o que
favorece picos de bacteremia nos gatos mais jovens e, portanto, maior
prevaléncia de infeccéo.

O acesso a rua demonstrou ser outro importante fator de risco
associado a infeccdo por Bartonella spp nesse estudo. Esse resultado esta de
acordo com o obtido por Alves et al. (2009), que detectaram um percentual de
animais positivos no grupo dos gatos com acesso a rua (76,9%) em
comparacdo com 0s gatos que ndo tinham acesso ao exterior (63,2%). No
ambiente externo, os animais tém contato com outros gatos, além de facilitar a
infestacdo por pulgas, fatores importantes para a aquisi¢cao da infecao.

Neste estudo, os gatos ndo castrados apresentaram risco 7,6 vezes
maior de se infectarem com Bartonella spp. em relacdo aos gatos castrados.
Na literatura consultada n&o foram encontrados resultados que associam o fato
dos animais ndo serem castrados com a infec¢cdo por Bartonella spp. No
entanto, a prevaléncia de infeccdo mais elevada em gatos ndo castrados
parece estar diretamente relacionada ao fato destes animais terem mais
acesso a rua e consequentemente terem mais contato com outros gatos. Aliado
a isso, gatos inteiros frequentemente se envolvem em brigas com outros
animais, causando feridas cutaneas, que posteriormente servirdo de porta de

entrada para o agente, 0 que aumenta as chances de infeccao.

4.5. CONCLUSOES

Conclui-se que a infeccao por Bartonella spp., esta presente em felinos
domésticos da regido Sul da Bahia. Sendo os animais assintomaticos e sem
alteracdes hematoldgicas significativas. O acesso a rua, animais nao castrados
e com idade inferior a um ano constituem importantes fatores de risco para

infeccéo por Bartonella spp. na regiao.
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5. CAPITULO Il

CARACTERIZACAO MOLECULAR DAS ESPECIES DE Bartonella
PRESENTES NOS FELINOS NATURALMENTE INFECTADOS E SEU
POTENCIAL DE INFECCAO PARA HUMANOS
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5.1 INTRODUCAO

As bartonelas sdo bactérias gram negativas, fastidiosas, que infectam
diversas espécies de mamiferos, causando nestes uma bacteremia
intraeritrocitaria cronica (KOSQOY et al., 2012). Os gatos domésticos sao 0s
hospedeiros naturais das espécies Bartonella henselae, B. koehlerae e B.
clarridgeiae (BOULOUIS et al., 2005; CHOMEL; KASTEN, 2010). Os felinos
sao infectados quando apresentam lesdes cutaneas (arranhadura, mordedura,
abrasdo ou picada de artropode), que servirdo de porta de entrada para o
agente presente nas fezes das pulgas (Ctenocephalides felis)
(BREITSCHWERDT et al., 2010).

Nos seres humanos, as infec¢cdes por bactérias do género Bartonella
tém sido associadas a uma grande variedade de manifestacdes clinicas
(BOULQUIS et al., 2005), que podem variar desde uma simples linfoadenopatia
até um maior comprometimento organico caracterizado por doencas sistémicas
(BRUNT et al.,, 2006). A transmissdo da B. henselae, B. koehlerae e B.
clarridgeiae a0 homem ocorre pela inoculacdo do agente através das
arranhaduras ou mordeduras de gatos infetados pelas bactérias (EDOUARD;
RAOULT, 2010).

Diversos estudos realizados em diferentes paises demonstraram o
carater endémico da infeccdo pelas bactérias do género Bartonella nas
populacdes de felinos e humanos estudadas (BOULOUIS et al.,, 2005;
CHOMEL et al., 2004; STAGGEMEIER et al., 2010). Entretanto, as pesquisas
no Brasil ainda sdo escassas, principalmente em relacdo a caracterizacao
molecular das espécies de Bartonella. Até o0 momento, apenas as espécies B.
henselae e B. clarridgeiae foram descritas em felinos domésticos no pais.

Objetivou-se com esse estudo realizar a caracterizagdo molecular das
espécies de Bartonella envolvidas nas infec¢des dos felinos provenientes dos
municipios de Ilhéus e Itabuna, Bahia, bem como pesquisar a presenca do
DNA do agente em amostras de material coletado das unhas dos animais

infectados.
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5.2 MATERIAIS E METODOS

5.2.1 Reacédo em Cadeia da Polimerase convencional (cPCR)

Um total de 14 amostras de sangue que apresentaram maiores valores
de quantificacdo na gPCR para o gene nuoG, conforme metodologia realizada
e descrita no capitulo I, foram selecionados e submetidas a ensaios de cPCR
adicionais tendo como alvos quatro fragmentos génicos de Bartonella: gltA
(citrato sintase), rpoB (subunidade beta da RNA polimerase), ftsZ (cell division
protein) e regido ITS (regido espacadora intergénica do 16-23 rRNA) (Tabela
4). Para os ensaios tendo como alvos os genes ITS e ftsZ, foram incluidas mais
quatro amostras, com intencdo de obter maior numero de produtos visando
posterior  sequenciamento, totalizando 18 amostras. As reacfes foram
realizadas num volume total final de 25uL, contendo 0,8mM de
deoxinucleotideos (Life Technologiese), 0,5uM de cada oligonucleotideo
iniciador (IDT), 1,5mM de Cloreto de Magnésio (Life Technologiese), 1,25U de
Tag DNA Polimerase (Life Technologiese), tampdo da PCR, agua ultra-pura
esterilizada (Nuclease-Free Water, Promegae, Madison, Wisconsin, Estados
Unidos) qg.s.p. 25uL e 5uL do DNA extraido. DNA de B. henselae, B.
clarridgeiae e/ou B. koehlerae, foi utilizado como controle positivo nas reacdes
de cPCR.

Tabela 4. Protocolos utilizados nas reacdes de PCR convencional para

amplificacdo do DNA dos diferentes genes de Bartonella spp.

Regido Oligonucleotideos iniciadores Tamanho Ciclos de

Génica do produto amplificacbe
S

gltA CSH1f (5'- 350 pb 94°C por 5
GCGAATGAAGCGTGCCTAAA- min. seguidos
3’) de 35 ciclos
BhCS1137 (5- de 94°C por
AATGCAAAAAGAACAGTAAACA- 30 seg., 54°C

3) por 30 seg,
72°C por 1
min. e 72°C
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por 5 min.

rpoB 1615s (5'- 656 pb 95°C por 2
ATYACYCATAARCGYCGTCTTT min. seguidos
CTGCTCTTGG3’) de 35 ciclos
2267as (5- de 94°C por
GGATCTAAATCTTCYGTYGCAC 30 seg., 53°C
GRATACG-3) por 30 seg.,

72°C por 1
min. e 72°C
por 2 min.

ITS 325s (5'-
CTTCAGATGATGATCCCAAGCC Espécie 95°C por 2
TTYTGGCG-3) min. 45 ciclos
1100as (5’- dependente de 94°C por
GAACCGACGACCCCCTGCTTG 15 seg., 66°C
CAAAGCA-3’ por 15 seg,

72°C por 15
seg. e 72°C
por 5 min.

ftsZ F- (5 515 pb 94°C por 2
CATATGGTTTTCATTACTGCYG min. 40 ciclos
GTATGG-3) de 94°C por
R- (5"- 45 seg., 61°C
TTCTTCGCGAATACGATTAGCA por 45 seg.,
GCTTC-3) 72°C por 45

seg. e 72°C
por 7 min.

5.2.2 Eletroforese em gel

Os produtos da cPCR foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose a 1,0% corado com brometo de etideo (0,5 pL/mL) em tampé&o de
corrida TEB pH 8,0 (44,58 M Tris-base; 0,44 M &cido bdérico; 12,49 mM EDTA).
A eletroforese foi realizada a 90V/150mA durante 50 minutos. Para a
determinacao do tamanho dos produtos amplificados, foi utilizado um marcador
de peso molecular de 100 pares de base (Life Technologiese). Os resultados
foram visualizados e analisados por meio de um transiluminador de luz

ultravioleta (ChemiDoc MP Imaging System, Bio Rade)
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5.2.3 Sequenciamento genético

e Purificacdo dos amplimeros

Apoés as reacdes de cPCR, foi realizada a purificacdo dos produtos
amplificados utilizando-se o Silica Bead DNA Gel Extraction Kit (Fermentas,

Séo Paulo-SP), de acordo com as recomendacdes do fabricante.

e Quantificacdo dos amplimeros

A quantificacdo do DNA foi realizada em aparelho Nanodrop (Thermo

Scientific), por meio da leitura da absorbancia de cada amostra.

e Sequenciamento

Os sequenciamentos dos amplimeros obtidos foram realizadas no
Centro de Recurso Biologicos e Biologia Gendmica (CREBIO- FCAV/UNESP).

e Anélise do sequenciamento

A gualidade dos eletroferogramas obtidos por meio do sequenciamento
dos produtos amplificados foi visualmente analisada no programa FinchTV
1.4.0. Adicionalmente, as sequéncias consenso foram obtidas pela analise das
sequéncias forward e reverse utiizando o programa CAP3
(http://mobyle.pasteur.fr/cgi-bin/MobylePortal/portal.py). Com o propdsito de
realizar a andlise de identidade das sequéncias, os fragmentos génicos
amplificados foram confrontados com outros previamente depositados no

Genbank por meio do Blastn (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi).
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5.2.4 Processamento das amostras das unhas

e Extracdo do DNA

As amostras das unhas dos animais que tiveram resultados positivos
na gPCR realizada a partir das amostras de sangue (39 animais - Capitulo 1)
foram selecionadas para realizagdo de PCR quantitativo. Para extracdo do
DNA, foi utilizado o método do Fenol-Cloroféormio (Anexo 6).

e Reacdo em Cadeia da Polimerase (qPCR) para amplificacdo do gene

nuoG

Para investigacdo da presenca do DNA de Bartonella spp. nas
amostras de material coletado das unhas dos gatos, foi realizado o gPCR tendo
como alvo o gene nuoG, utilizando-se os oligonucleotideos iniciadores F (5'-
CAATCTTCTTTTGCTTCACC-3’) e R (5- TCAGGGCTTTATGTGAATAC-3) e a
sonda de hidrélise TexasRed-5-TTYGTCATTTGAACACG-3'[BHQ2a-Q]3’(IDT).
As reacdes de qPCR foram realizadas no Laboratério de Parasitologia da
UNESP- Jaboticabal. A amplificacdo foi realizada utilizando protocolo

previamente descrito por André et al. (2016) (Anexo 5).
5.3 RESULTADOS
5.3.1 cPCR para diagnéstico da infeccao por Bartonella spp.

No ensaio de cPCR tendo como alvo o gene gltA, 42,8% das amostras
(6/14) foram positivas, enquanto 71,42% (10/14) foram positivas para o0 gene
rpoB. No ensaio que teve como alvo o gene ITS, apenas 22,2% (4/18) das

amostras foram positivas, enquanto 72,2% (13/18) foram positivas no ensaio

para o gene ftsZ.
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5.3.2 Sequenciamento

Nas reacOes de cPCR, 10 amostras amplificaram novamente o DNA de
pelo menos um dos genes testados. A partir desse resultado, foram
selecionados para sequenciamento os amplimeros do gene que apresentou

melhor desempenho (Tabela 5).

Tabela 5. Espécies de Bartonella sequenciadas.

Amostra Gene sequenciado Resultado
3 rpoB B. henselae
21 ftsZ B. henselae
40 rpoB B. henselae
78 ftsZ B. henselae

102 ftsZ B. henselae
155 rpoB B. henselae
167 ITS B. koehlerae
170 rpoB B. henselae
176 ftsZ B. henselae
180 rpoB B. clarridgieae

5.3.3 qPCR das amostras de unhas para diagnostico da infeccao de
Bartonella spp.

A eficiéncia média de amplificacdo (E) dos ensaios de gPCR para
diagnéstico da infeccdo por Bartonella spp. foi de: E= 90,7%; slope= -3.566;
r2=0.970. Os valores minimo e maximo do numero de cépias do gene nuoG de
Bartonella spp. detectados foram de 4,32 e 108.000 cépias/pL,
respectivamente.

Das 39 amostras de material das unhas analisadas por meio do qPCR
tendo como alvo o gene nuoG, 35,9% (14/39) foram positivas para Bartonella

spp. (Figura 10).
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Figura 5: gPCR para Bartonella spp. tendo como alvo o gene nuoG. Figura A:
Linhas referentes a amostras positivas para Bartonella spp. Verificar linhas
ultrapassando a linha horizontal (linha de threshold). B: Regressao logaritmica

das amostras positivas na curva padrao.

5.4 DISCUSSAO

Os felinos podem ser infectados pelas espécies B. henselae
(BREITSCHWERDT et al.,, 2010), B. clarridgeiae (BRUNT et al., 2006), B.
koehlerae (AVIDOR et al., 2004; BRUNT et al., 2006; CHOMEL et al., 2006), B.
quintana e B. bovis (BRUNT et al., 2006), sendo os hospedeiros naturais das
trés primeiras espécies de Bartonella (STAGGEMEIER et al., 2010). Diversos
estudos realizados demonstraram a ocorréncia de infecgédo por B. henselae no
Brasil e em outros paises do mundo (BOUCHOUICHA et al., 2009; BRAGA et
al., 2012; EDOUARD. RAOULT, 2010; KORDICK et al., 1999). No entanto, a
descoberta da espécie B. koehlerae é relativamente recente (DROZ et al.,
1999) e ainda ha poucos relatos na literatura sobre infec¢cdo por essa espécie
de Bartonella (AVIDOR et al., 2004), sendo que até o momento essa espécie
ainda nédo havia sido descrita no Brasil. Segundo Braga e colaboradores
(2012), a identificagcdo pouco frequente de B. koehlerae deve-se ao fato desta
espécie apresentar crescimento mais lento em comparacdo as demais,
dificultando seu isolamento através da cultura. Embora menos frequente, B.
koehlerae ja foi isolada de isolada de pacientes humanos com endocardite
(AVIDOR et al., 2004), demonstrando o seu potencial zoonético. Atualmente ha
apenas dois relatos na literatura de infeccado por B. clarridgieae em gatos no
Brasil (BRAGA et al., 2012; STAGGEMEIER et al., 2010). Portanto, o presente

estudo descreve pela primeira vez a ocorréncia de infec¢do por B. koehlerae
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em felinos no Brasil e é o terceiro a identificar infeccdo por B. clarridgieae em
gatos no nosso pais. Além disso, esse € o primeiro trabalho realizado no Brasil
gue teve éxito na identificacdo do DNA das trés espécies de Bartonella que tém
0s gatos domésticos como hospedeiros naturais.

As bartoneloses sado doencas zoonoéticas que podem ser transmitidas
aos seres humanos através de mordidas ou arranhaduras de gatos infectados
(EDOUARD; RAOULT, 2010).

Estes resultados enfatizam a importancia de se adotar medidas

preventivas para controle da infec¢ao por Bartonella nos felinos.

5.5 CONCLUSOES

As espécies de B. henselae, B. clarridgieae e B. koehlerae estéo
presentes nos felinos domeésticos residentes da regido Sul da Bahia, sendo a B.
henselae a espécie mais prevalente. Os gatos positivos sdo potenciais
transmissores da infeccdo para os humanos e outros mamiferos através da

inoculacdo do agente presente nas unhas.

6 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos a partir deste estudo permitem concluir que a
infeccdo por Bartonella spp. é uma zoonose prevalente nos felinos domésticos
da regido, especialmente na populacdo semi-domiciliada e ndo castrada. Isso
enfatiza a importancia de adocdo de medidas adequadas de prevencao e
controle para reducéo do risco de transmisséo para a populacdo humana. As
espécies encontradas na populacdo estudada foram a B. henselae, B.
clarridgieae e B. koehlerae. A deteccdo de DNA do agente nas unhas dos
gatos positivos destaca o potencial de transmisséo para os humanos, por meio

da inoculacdo da bactéria em feridas feitas por arranhaduras.
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ANEXO 2.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo da Pesquisa: AVALIAGAO DA BACTEREMIA EM GATOS NATURALMENTE
INFECTADOS POR Bartonella sp. E DO POTENCIAL DE INFECCAO DE SERES HUMANOS

Nome do (a) Pesquisador (a) Responsavel: Thais Nascimento de Andrade Oliveira.
Nome dos demais participantes: Prof. Dra. Fabiana Lessa Silva e Prof. Dra. Renata Santiago

Albuquerque.

O Sr. (sra.) estd sendo convidada (0) a autorizar a participacdo de seu(s) animal(is)
nesta pesquisa que tem como finalidade detectar a presenca da bactéria Bartonella henselae.
Ao participar deste estudo o Sr. (Sra.) permitira que o (a) pesquisador (a) realize uma avaliagdo
clinica de seu animal, bem como a coleta de material hematoldgico e das unhas dos mesmos.
O Sr. (Sra.) tem liberdade de se recusar a participar.

A participacdo nesta pesquisa ndo traz complicacdes legais. Os procedimentos adotados
nesta pesquisa obedecem aos Principios Eticos na Experimentagéo Animal segundo o Colégio
Brasileiro de Experimentag&do Animal (COBEA), Lei Federal 11794, de 08 de outubro de 2008.
Todas as informagfes coletadas neste estudo sé@o estritamente confidenciais. Somente os
pesquisadores terdo conhecimento dos dados.

O Sr. (Sra.) ndo tera nenhum tipo de despesa para participar desta pesquisa, bem como
nada sera pago por sua participagao.

ApoOs estes esclarecimentos, solicitamos o seu consentimento de forma livre para

participar desta pesquisa. Portanto preencha, por favor, os itens que se seguem:

Tendo em vista os itens acima apresentados, eu, de forma livre e esclarecida,
manifesto meu consentimento em participar da pesquisa.

Eu, ,
portador de RG/CPF n° , telefone: , residente
a ,
proprietario/responséavel
,espécie FELINA, raca , Sexo ,
autorizo a utilizar o animal como sujeito de pesquisa para fins didaticos e cientificos.

Assinatura do Proprietério

Data: / /
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ANEXO 3.

Ficha Hematold6gica

Animal:

Proprietario:

Data: / /

Numero da ficha:

Eritograma Valor Leucograma Valor
Hematimetria x 1000/uL Leucometria Global
Hematocrito % Leucometria Especifica Relativo Absoluto
Hemoglabina g/dL Mielocitos
VGM Metameldcitos
CHGM BastOes
PPTs g/dL Segmentados
Plaquetas/um? Linfécitos
Fibrinogénio mg/dL Mondcitos
Reticuldcitos-relativo Eosindfilos
Reticul6citos-absoluto Basofilos
Observagdes:
EXAMES BIOQUIMICOS
O Exames Resultados O Exames Resultados
O Uréia Sérica (mg/dL) O _Bilirrubina Direta (mg/dL)
O Creatinina Sérica @) Bilirrubina Indireta (mg/dL)
(mg/dL)

O ALTITGP (UimL) Coagulograma:

O AsST/TGO (U/mL) O Tempo de Protrombina (s)

O Fosfatase Alcalina (U/L) @) '{e)mpo de Tromboplastina P. Ativa

S

O GamaGT (UL) O alicose

O Proteina Total (g/dL) O Potassio (K+)

O Albumina (g/dL) Outros:

O Lipase (UL) O

O Amilase (U/L) O

O calcio (mg/dL) O

O Fésforo (mg/dL) O

O Magnésio (mg/dL) O

O Bilirrubina Total (mg/dL) O
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ANEXO 4

Protocolo de extracdo de DNA PROMEGA

1) Descongelar completamente as amostras e homogeneizar por 10 minutos
2) Adicionar 20 pL de proteinase K a tubos eppendorfs de 1,5 ml

3) Adicionar 200 pL de sangue nos tubos com proteinase e homogeneizar
brevemente

4) Adicionar 200 pL de Cells Lysis Buffer (CLB) e misturar no vortex por 10
segundos

5) Encubar a 56°C por 10 minutos
6) Separa e identificar Colections Tubs e colocar os tubos com filtro dentro

7) Da amostra com sangue, adicionar 250 uL de Binding Buffer (BBA) e vortex
por 10 segundos, ou até a mistura ficar verde escura

8) Transferir a mistura para tubos com filtro
9) Centrifugar a velocidade maxima por 1minuto

10) Transferir os tubos com filtro para novos colections tubos (descartar os
tubos com filtrado)

11) Adicionar aos tubos com filtro 500 pL de Collum Wash Soluction (CWD)
12) Centrifugar a velocidade méxima por 3 minutos

13) Descartar o filtrado e repetir as etapas 11 e 12

14) Transferir os tubos com filtro pra novos tubos de 1,5 ml

15) adicionar 50 a 200 pL de Nuclease Free Water e centrifugar por 1 minuto

16) Descartar o tubo com filtro e armazenar o filtrado.
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ANEXO 5

Protocolo de qPCR dirigido ao gene nuoG

A amplificagao foi realizada utilizando uma reagao com volume final de
10pL, contendo 1pL do DNA-amostra, 0,6uM de cada oligonucleotideo iniciador
e sonda de hidrélise, 5uL de tampé&o da PCR (Go Taq Probe gPCR Master Mix,
Promega) e agua ultra-pura esterilizada (Nuclease-Free Water, Promegae,
Madison, Wisconsin, Estados Unidos) suficiente para completar o volume final
de 10pL. As condi¢des de amplificacdo foram de 95°C por 3 minutos, seguidos
por 40 ciclos a 95°C por 10 segundos e 52,8°C por 30 segundos (ANDRE et al.,
2016). As reacdes de qPCR foram realizadas utilizando o termociclador C1000
- CFX96 (Bio Rade).
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ANEXO 6

Protocolo de extragcdo de DNA com Fenol Cloroférmio

1) Aquecer tampao de lise em banho-maria a 65°C por 10 minutos
2) Em um micro tubo de 2 ml adicionar:
e 1,6 uL de 2-mercapto
e 800 pL de tampao de lise
e 250 pL de amostra de sangue
3) Levar ao vortex por 15 segundos
4) Colocar no banho seco 65°C por 40 minutos e agitar no vortex a cada 15
minutos
5) Adicionar 300 pL de acetato de potassio 5 mol. e homogeneizar suavemente
por 3 minutos
6) Colocar as amostras no gelo por 30 minutos
7) Centrifugar por 10 minutos a 10°C a 12.000G
8) ldentificar novos tubos de 2ml
9) Coletar o sobrenadante com ponteira de 1000 pL
10) Adicionar 600 pL de cloroférmio alcool isoamilico
11) Vortex por 15 segundos e mais uma vez por 2 segundos
12) Centrifugar por 10 minutos a 10°C a 12.000G
13) Identificar novo micro tubo de 2 ml
14) Colher o sobrenadante 900 pL (sem romper a membrana)
15) Adicionar 1 ml de &lcool absoluto
16) Armazenar overnight a -20°C
17) Homogeneizar por inversdo duas vezes
18) Centrifugar por 20 minutos a 10°C a 12.000G
19) Descartar sobrenadante e deixar escorrer com o tubo invertido
20) Adicionar 800 pL de alcool 70%
21) Centrifugar por 20 minutos a 10°C a 12.000G
22) Descartar sobrenadante e deixar escorrer com o tubo invertido
23) Adicionar 60 uL de tampéao TE e colocar na geladeira por 30 minutos

24) Armazenar no freezer.
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