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RESUMO

Bartonella spp. sdo proteobactérias Gram-negativas fastidiosas de isolamento dificil que
infectam eritrocitos e células endoteliais, e podem causar infec¢des assintomaticas a morbidade
grave, inclusive condicdes potencialmente fatais em humanos. A transmissdo acidental ao
homem ocorre por inoculagdo da bactéria apds contato traumatico, mordedura ou arranhdes de
animais infectados, ou por vetores artropodes hematdfagos (flebotomineos, pulgas, piolhos,
moscas picadoras, carrapatos, e potencialmente os triatomineos). Este estudo analisou a
prevaléncia de Bartonella spp. em doadores de sangue do Hemocentro de Referéncia do estado
do Rio de Janeiro, Brasil. Trata-se de um estudo transversal com dados primarios. Foi coletado
sangue periférico por amostragem de conveniéncia de doadores, no ano de 2018. O estudo foi
aprovado pelo comité de ética em pesquisa (CEP) do HEMORIO (N° 409/16) e um questionario
epidemioldgico foi entregue aos doadores participantes. As amostras de soro foram analisadas
para a presenca de anticorpos IgG contra Bartonella henselae, utilizando o kit Bartonella
henselae IFA 1gG por reagdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI). Das 501 amostras de
doadores de sangue, 12% (60/501) apresentaram anticorpos IgG anti-B. henselae, com cut-off
igual ou superior a 64. Segundo analise socioepidemioldgica entre os doadores sororreagentes,
18 (30%) eram do sexo feminino e 42 (70%) do sexo masculino; idade entre 18 e 65 anos (média
de idade foi de 37,55 anos), todos residentes da regido metropolitana do estado Rio de Janeiro,
sendo a maioria do municipio do Rio de Janeiro (41/68,3%) e o contato com animais e vetores
foi relatado, mas ndo houve variaveis significativas (p< 0.05) pelos testes Qui-quadrado ou
exato de Fisher, quando avaliados: género, cor/raca, exposicdo com vetores, contato com
animais e faixa etaria. Pela técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) convencional
foram utilizados 3 iniciadores especificos direcionados aos genes da proteina citrato sintase
(gltA), da proteina de choque térmico (htrA) e da subunidade beta da RNA polimerase (rpoB).
A presenca de DNA de Bartonella na corrente sanguinea foi detectada em 0,2% (01/501) dos
doadores para 0 gene gltA. A sequéncia obtida apresentou 100% de semelhanca a Bartonella
henselae. Os resultados deste estudo indicam evidéncia soroldgica significativa de Bartonella
henselae em doadores de sangue no estado do Rio de Janeiro e faz-se necessario a adigdo da
Bartonella spp. na lista de agentes de transmisséo transfusional na triagem de rotina em

doadores de sangue.

PALAVRAS CHAVES: Bartonella sp., doadores de sangue, doenca da Arranhadura de Gato,

prevaléncia.



ABSTRACT

Bartonella spp. are fastidious, difficult to isolate, Gram-negative proteobacteria.
Bartonella spp. infect erythrocytes and endothelial cells, and can cause asymptomatic infections
with severe morbidity, including potentially fatal conditions in humans. Accidental
transmission to man occurs by inoculation of the bacteria after trauma, bites, or scratches from
infected animals, or by hematophagous arthropod vectors (sand flies, fleas, lice, biting flies,
ticks, and potentials triatomines). This study analyzed the prevalence of Bartonella spp. in
blood donors from the reference blood center in the state of Rio de Janeiro, Brazil. This is a
cross-sectional study with primary data. Peripheral blood was collected by donor convenience
sampling in 2018. The study was approved by the Research Ethics Committee (CEP) of
HEMORIO (No. 409/16), and an epidemiological questionnaire was given to participants
donors. Serum sample was analyzed for the presence of IgG against Bartonella henselae, using
the Bartonella henselae IFA IgG kit (Focus, USA) by Indirect Immunofluorescence Reaction
(RIFI). Of the 501 blood donor samples, 12% (60/501) were positive for IgG anti B. henselae,
with a cut-off titer of 64. Among seroreactive donors, 18 (30%) were female and 42 (70%) were
male; aged between 18 and 65 years (mean age 37.48 years), all residents of the metropolitan
region of the state of Rio de Janeiro, with the majority from the municipality of Rio de Janeiro
(41 or 68.3%). There were no statistical significances (p< 0.05) in chi-square test, between
being seropositive for Bartonella and gender, Ethnicity, exposure with vectors, contact with
animals and age. The conventional polymerase chain reaction (PCR) technique with 3 specific
primers, namely, the citrate synthase protein gene (gltA), the heat shock protein gene (htrA) and
the gene encoding the beta subunit of RNA polymerase (rpoB). Were used to test the blood
donors samples the presence of DNA Bartonella in the bloodstream was detected in 0.2%
(01/501) of donors only in the gltA initiator. PCR the sequence obtained showed 100%
similarity to Bartonella henselae. The results of the study indicate serological evidence of
Bartonella henselae in blood donors in the state of Rio de Janeiro and it is necessary the
inclusion of Bartonella spp. in the list of agents of transfusional transmission during routine

screening of blood donors.

KEYWORDS: Bartonella, blood donors, Cat's scratch disease, prevalence.
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1 INTRODUCAO

Bartonella é uma bactéria estudada em todos os continentes. Embora seja endémica em
algumas regides da Ameérica Latina, tem sido negligenciada na maioria dos paises. Em alguns
paises, como Colémbia, Peru e Equador, principalmente nos vales andinos, onde a prevaléncia
é mais de 80%, tem chamado atengdo em decorréncia de sua importancia como problema de
salde publica. Vérias espécies dessa bactéria tém sido associadas as doengas emergentes e re-
emergentes, que causam infec¢des agudas e cronicas, e que podem ser sintomaticas, ou mais
preocupante, assintomaticas (KOSEK et al.,, 2000; LIU, EREMEEVA e LI, 2012;
BREITSCHWERDT, 2017).

Bartoneloses sdo doencas causadas por Bartonella, seja ela de qualquer espécie. No
entanto, sdo zoonoses com crescente nimero de casos confirmados, cuja importancia na satde
publica se caracteriza, apesar da baixa letalidade, pela elevada prevaléncia em determinadas
regides. As bartoneloses humanas mais conhecidas sdo a doenca de Carrion (DC), febre das
trincheiras (FT), doenca da arranhadura do gato (DAG) e angiomatose bacilar (AB).
Apresentam grande diversidade de manifestacBes clinicas como febre, fadiga, insonia,
linfoadenopatia, esplenomegalia, endocardite, neurorretinites entre outras. Nos pacientes
imunossuprimidos e imunodeprimidos, essas manifestacbes podem agravar (LIU, EREMEEVA
e LI, 2012; MADA et al., 2021).

O conceito de Satide Unica (do inglés — One Health) abrange os estudos inerentes entre
humanos, animais e o ambiente, tendo participacdes interdisciplinares para que politicas
publicas gerem consciéncia global sobre o assunto. Nesse cenario, trabalhos sobre Bartonella
demostram novas descobertas de vetores, espécies e subespécies desta bactéria e sua relacédo
com animais, humanos e o ambiente (BREITSCHWERDT, 2017; MACKENZIE & JEGGO,
2019).

O surgimento de uma ampla variedade de hospedeiros e vetores dessas bactérias, é
refletido por um aumento constante no numero de artigos publicados no mundo sobre
Bartonella nas ultimas 2 décadas, em comparacdo aos periodos anteriores. No Brasil ha poucos
trabalhos de prevaléncia de infec¢do por Bartonella sp. em humanos assintomaticos. Assim,
Bartonella em doadores de sangue chama atencdo, principalmente, para o individuo com a

imunidade comprometida e que pode vir precisar da transfuséo de sangue.
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2 CONTEXTUALIZACAO

2.1 Consideracdes gerais — Bartonella spp.

Bactérias do género Bartonella pertencem a Classe Alfa-Proteobacteria, Ordem
Rhizobiales e Familia Bartonellaceae (Figura 1). O género foi proposto ha 116 anos quando em
1905 Alberto Barton identificou o agente etiologico da doenca de Carridn, observando
esfregacos sanguineos de pacientes com a febre de Oroya. Posteriormente, essa bactéria foi
nomeada como Bartonella bacilliformis em sua homenagem (KUYKENDALL, 2006;
MINNICK et al.,, 2014). Noguchi (1926) demonstrou a transmissdo mecanica de B.
bacilliformis por Dermacentor andersoni entre primatas (Macaca mulatta). Mas, somente em
1994 foram publicados mais estudos sobre esta bactéria e assim, nesses 27 anos houve um
rapido aumento do nimero de espécies, e com certeza, irdo expandir ainda mais este género de
bactérias (BREITSCHWERDT, 2017; NUNEZ et al., 2017).

=] =]

~
Gamaproteobacteria Legionellales |»| Coxiellaceae H coxiella

Orientia
Rickettsiaceae Rickettsia

Eubacteria

Rickettsiales .
Aegyptianella

Anaplasma
Cowdria
Ehriichia

Neorickeftsia
Wolbachia

Anaplasmataceae

Alfaproteobacteria

L Bartonella
Rhizobiales Bartonellaceae Grahamella

Figura 1. Classificacdo taxondmica das Proteobactérias. Fonte: adaptado de Lemos, 2018.
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Bartonella sdo microrganismos Gram-negativos (cocos ou bacilos), facultativamente
intracelular, classificada dentro do grupo da classe da Alpha-Proteobactérias, da familia
Bartonellaceae, e tem relagdo filogenéticas com a ordem Rickettsiales. Elas apresentam
homologia, similaridade e evolugdo com os membros do género Brucella spp., Afipia spp.,
Agrobacterium tumefaciens, Bradyrhizobium spp. e Bosea spp. (BRENNER et al., 1993;
BIRTLES et al.,, 1995; DUNCAN et al.,, 2007; LEMOS, 2018). S&o microrganismos
anaerobios e considerados fastidiosos pelo fato de precisar de ambiente equilibrado para o seu
crescimento in vitro, pois necessita de temperatura de 37°C com 5% de gas carbonico, agar
enriquecido com sangue (5% - 10%), ou em meio de solucdo de soro fetal bovino ou cultura de
tecido (BRENNER et al., 1993; MAGGI; DUNCAN; BREITSCHWERDT, 2005;
PITASSI et al., 2015; BREITSCHWERDT, 2017).

Desde 1993 com o avanco e aperfeicoamento das pesquisas moleculares foram
descobertas mais espécies de Bartonella, e no momento, sdo 53 espécies e subespécies, destas,
séo 36 confirmadas e 17 Candidatus (BREITSCHWERDT, 2017). Destas, 20 s&o consideradas
as principais patogénicas ao homem (Quadro 1) que causam as principais doengas relacionadas
diretamente a bactéria, como doenca da arranhadura de gato (DAG), febre das trincheiras (FT),
doenca de Carrion (DC) e angiomatose bacilar (AB). Vale destacar que elas causam também
outras manifestacOes clinicas, sendo, neurorretinite, meningite, cefaléia, uveite, endocardite,
bacteremia, febre, fadiga, ansiedade, peliose hepética, mialgia, entre outras (WILLIAMS;
DITTMAR, 2020; MULLINS et al., 2017; DENG et al., 2012; RAOULT, 2007).

Quadro 1. Espécies ou subespécies de Bartonella, seus hospedeiros reservatdrios e as doengas causadas.

Espécie de Bartonella Vetores Doencas
B. alsatica Pulgas, carrapatos Febre, linfadenite e endocardite
B. ancashi Pulgas, flebotomineos Febre Oroya, peruana verruga
B. bacilliformis Pulgas, flebotomineos Febre Oroya, peruana verruga
B. bovis (weissii) Moscas, carrapatos Endocardite, febre
B. clarridgeiae Pulgas, carrapatos Assintomatico, endocardite
B. doshiae Pulgas fadiga, artralgia e visdo embacada
B. elizabethae Pulgas Febre, endocardite
. Doenga da arranhadura do gato, linfadenopatia,
B. grahamii Pulgas ]
papula avermelhada, abscesso
Doenca da arranhadura do gato, endocardite,
B. henselae Pulgas, carrapatos ) ) ) . )
angiomatose bacilar, peliose hepética, bacteremia
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B. koehlerae

Pulgas

Ansiedade, fortes dores de cabega, espasmos
musculares, diminuigdo da visdo periférica e

alucinacbes

B. mayotimonesis

Moscas de morcego,

pulgas

Endocardite

B. melophagi

Moscas de ovelha

Tosse seca, fadiga, dores musculares e arrepios

graves

B. quintana*

Piolho humano, pulgas

Angiomatose bacilar, febre de trincheira,

bacteremia

B. rochalimae

Flebotomineos

Bacteremia, febre e esplenomegalia

B. schoenbuchensis

Moscas de cervo, moscas,

carrapatos

febre, fadiga e dores musculares

B. tamiae

Pulgas

Febre, dor de cabeca, mialgia, erupcéo
maculopapular, erupgdo cutanea petéquias nos
bragos e pernas, anormalidades na fungéo

hepaética

B. vinsonii subp.

Pulgas, carrapatos

Fadiga, dor de cabeca e mialgias

arupensis
B. vinsonii subp. Endocardite, artrite, doenca neurolégica e
B Carrapatos . . N
berkhoffii hemangioendotelioma epitelidide
B. volans Pulgas Sintomas incertos

B. washoensis

Pulgas, carrapatos

Meningite

Fonte: adaptagdo de Breitschwerdt, 2017; * Espécie de Bartonella que o homem é reservatorio e vetor

No Brasil, existem poucos estudos sobre a ocorréncia de infecgfes por Bartonella em
seres humanos. Estudos de Souza et al., (2010) e Crissiuma et al., (2011), demostraram elevada
prevaléncia de infeccdo, com taxas que podem variar de 20 a 95%. Em 2014, Favacho e
colaboradores confirmaram o primeiro caso de DAG por analise molecular no Rio de Janeiro
em um paciente HIV positivo. O estudo de Pitassi e colaboradores em Campinas, Séo Paulo -
SP, demostrou bacteremia em individuos assintomaticos. No entanto, apesar da variedade de
manifestacdes clinicas, pode ocorrer bacteremia assintomética, como ocorre em doadores
infectados por B. henselae (SANOGO et al., 2003; PITASSI et al., 2015).

O surgimento de espécies de Bartonella em uma ampla variedade de hospedeiros em
diferentes cenarios ambientes (urbano e rural) é cada vez mais complexo e dindmico do ponto
de vista ecoldgico e epidemioldgico, do que foi apreciado ha décadas passadas. Dentre as

especies e subespécies descritas, varias estdo implicadas em infec¢bes humanas, causando
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diferentes manifestacGes clinicas. As espécies clinicamente mais frequentemente estudadas sdo

Bartonella henselae, B. quintana, B. bacilliformis e B. clarridgeiae.

Bartonella henselae é considerada uma das espécies do género mais estudada.
Diferentemente das espécies B. bacilliformis e B. quintana, em que os seres humanos s&o 0s
unicos ou principal hospedeiro a B. henselae tém como principais reservatorios gatos
domésticos, e assim, tendo relevante importancia médica como causa de infec¢fes zoonaticas.
A identificacdo do agente etioldgico ocorreu apenas em 1993 (DOLAN et al., 1993), porém,
Debré em 1950 ja havia descrito sobre esta doenca na Franca. (CHOMEL et al., 2010;
CHOMEL; KASTEN, 2010; KAISER et al., 2011).

A Bartonella quintana foi responsavel por grandes epidemias na Europa durante a
Primeira e Segunda Guerras Mundiais. Ela causa uma doenca conhecida como Febre das
Trincheiras, em que acometia soldados. Foi estudada e isolada por J. W. Vinson em (1960).
Atualmente, a infec¢do por essa bactéria em humanos tem sido relatada em todos os continentes,
principalmente, em moradores de rua e alcodlatras. (MAURIN; RAOULT, 1996; KAISER et
al., 2011).

Bartonella bacilliformis tem sido identificada na América do Sul, em paises como, Peru,
Equador e Colémbia ha séculos. Nestes paises a infeccdo por B. bacilliformis é caracterizada
por uma sindrome denominada (Doenca de Carrion) que acontece em dois periodos ou também
chamado de curso difasicos, que podem ser independentes uma da outra. (MINNICK et al.,
2014; GOMES, C.; RUIZ, J., 2017).

Bartonella clarridgeiae foi descoberta em 1995 num estudo para determinar a
prevaléncia da infeccdo por Bartonella na populacdo de veteranos de guerra em Houston,
Texas, EUA (CLARRIDGE, et al., 1995). Estudos demostraram a associacdo desta bactéria,
principalmente, em gatos e cdes (KORDICK et al., 1997; MARGILETH, BAEHREN, 1998;
SANDER et al., 2000; CHOMEL, et al., 2001; GILLESPIE et al., 2003; ROBINSON,
HILLMAN, LANGTON, 2009; SYKES et al., 2010). Mas, em 2019 no estudo de Logan e
colaboradores, demostraram evidéncia clara que essa espécie estd associada, em humanos, a
endocardite ( LOGAN, et al., 2019).

2.2 Transmissao
As espécies de Bartonella foram isoladas de uma variedade de espécies de animais,
como canideos, roedores, ruminantes, felideos e aves. Elas sdo transmitidas principalmente por

contato direto (arranhGes e mordidas de animais) ou por diferentes artropodes, como



22

flebotomineos, pulgas, piolhos, moscas picadoras, carrapatos, potencialmente por triatomineos.
Foi estabelecida ha muito tempo, uma gama em constante expansao de novos reservatorios de
animais, incluindo mamiferos marinhos, herbivoros terrestres como camelos, e carnivoros
selvagens, incluindo ledes, ursos e raposas (MAGGI et al. 2008; CORREA et al., 2012; DENG
etal., 2012; EREQAT et al. 2016; BAI et al. 2016; LAROCHE et al., 2017; MULLINS et al.,
2017; VIEIRA, et al., 2018).

A transmissdo vetorial ocorre de duas maneiras principais; uma maneira ocorre a
inoculacdo de fezes de artrépodes contaminadas por Bartonella por meio de arranhdes ou
mordidas de animais ou por contaminacdo ocorrida por picadas de artropodes, e posteriormente
0 hospedeiro coga o local do ferimento e acaba se contaminando. Essa é a maneira de
transmissao entre reservatérios primarios e hospedeiros acidentais, incluindo gatos, cées e 0s
humanos. Outra maneira é através de picadas de vetores, como confirmado para os
flebotomineos Lutzomyia verrucarum, que transmitem a B. bacilliformis entre os humanos
(MOSBACHER et al., 2011; DENG et al., 2012; BATTISTI, LAWYER e MINNICK, 2015).

E importante salientar que 0 modo néo vetorial de transmiss&o também ¢ possivel, como
a transmissdo por picada de agulha, que ocorreu em veterinarios ou por transfusdo de sangue,
conforme documentado experimentalmente em gatos e cdes (KORDICK; BREITSCHWERDT,
1997; OLIVEIRA et al. 2010; WARDROP et al. 2016).

Em experimentos in vitro os carrapatos Ixodes ricinus foram capazes de infectar o
sangue de mamiferos com B. henselae. Além disso, a presenca desta bactéria através de
métodos moleculares foi bem documentada em carrapatos na Europa e em outros continentes.
Os carrapatos também foram clinicamente implicados na transmissdo da infeccdo em cées e
humanos. Curiosamente, na regurgitacdo de pulgas de gato (Ctenocephalides felis), foi
encontrado B. henselae. Isto foi demonstrado experimentalmente, portanto estudos adicionais
sd0 necessarios para confirmar a transmissdo da picada de pulga para animais ou humanos
(LUCEY et al., 1992; PODSIADLY et al., 2007; COTTE et al., 2008; BREITSCHWERDT et
al., 2008; BOUHSIRA et al., 2013; MAGGI et al., 2013; PENNISI et al., 2015; MULLER et
al., 2016; GOLLY et al., 2017).

Até agora, pelo menos 53 espécies ou subespécies de Bartonella foram encontradas
(MULLINS et al., 2017; BREITSCHWERDT, 2017). Cada espécie pode estabelecer uma
bacteremia intra-eritrocitica prolongada em seu hospedeiro reservatério, mas normalmente nao
com prejuizos obvios (VAYSSIER-TAUSSAT et al., 2009; DENG et al., 2012).
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Na transmissdo é importante salientar a estratégia de infeccéo intra-eritrocitaria cronica
por Bartonella spp., que acontece em multiplas fases dividida em quatro etapas apos a

transmissao por um vetor artropode (Figura 2).

Infecgdao do nicho
primario
1. endotéliovascular 6. Transmissdo por forma competente para

artrépode a transmissao por um
D @ :6 e AL

artropode hematofago
A A

Y

@)

)

2. Ligacdo dos 3. Invasdo dos 4. Replicagio |5, Nicho
/ eritrécitos _ _eritrécitos e

Intra-eritrocitario

Figura 2. Visdo da estratégia comum de infeccdo por Bartonella na transmissdo de um vetor artropode. Fonte:
adaptado de GOMES, C.; RUIZ, J., 2017

Uma vez transmitido ao hospedeiro por inoculacéo as fezes contaminadas de artrépodes
(pulgas, acaros e piolhos) ou potencialmente por uma picada (carrapato), a bactéria penetra na
barreira dermal, na maioria das vezes em conjunto com um arranhdo ou através de um abrasao
pré-existente. Subsequentemente, antes da infeccao dos eritrocitos, em mamiferos, a Bartonella
permanece no nicho dermal (primario), embora necessite mais estudos, as células do endotélio
vascular sdo sugeridas como nicho dermal, durante a primeira etapa do curso de infec¢éo.
Diferente de outros microrganismos ela fica indetectavel por aproximadamente 4 dias e no 5°
dia, apos a inoculagéo, elas circulam na corrente sanguinea, importante salientar que nesse
periodo ocorre a formacdo do biofilme e outro fator importante na resposta imunoldgica é que,
algumas espécies escapam do reconhecimento de TLR4 e TLRS5 pelas estruturas incomuns de
lipossacarideos e flagelinas. Na segunda etapa ocorre a adesao da bactéria nos eritrocitos. Os
flagelos presentes em algumas espécies como na B. Bacilliformis permitem alta motilidade na
corrente sanguinea. Na terceira etapa, a invasdo dos eritrocitos através de deforminas e
hemolisinas e a quarta etapa seguida da replicacéo e persisténcia nos eritrocitos nos quais usam

genes de proteinas como estratégias para conseguirem nutrientes (sequestro do heme) e lidarem
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com estressores (flutuacdes na osmolaridade, alteracbes no pH, entre outros) (HARMS e
DEHIO, 2012; GOMES, C.; RUIZ, J., 2017; DENG et al., 2018).

2.3 Epidemiologia

As doengas infecciosas atraem pesquisadores no descobrimento de vestigios de
microrganismos do passado, e ndo é diferente com a Bartonella. Foram realizadas pesquisas
moleculares com a polpa do dente molar de um individuo de cerca de 4.000 anos que habitaram
Peyraoutes na regido Sudeste da Franca e descobriram DNA de Bartonella quintana. Também
na Francga, na Comuna Bondy foram descobertos 11 esqueletos em trés cemitérios, datados entre
os séculos Xl e XV. E utilizando a técnica de biologia molecular, da polpa dos dentes, foram
detectados trés individuos com Bartonella quintana (DRANCOURT et al., 2005; TRAN et al.,
2011; CHESLOCK; EMBERS, 2019; MAI et al., 2020).

Foram detectadas B. henselae atraves de PCR (Reacdo em cadeia da polimerase) em trés
gatos do século XIlII, XIV e XVI, que estavam enterrados em cemitérios da Franca, Paris -
Louvre medieval; Montbéliard e Amiens, sucessivamente (LA et al., 2004). Em Narbur,
Bélgica, em 1996 foi descoberto Bartonella quintana, B. henselae e B. tribocorum em coprélito
datado do século X1V, que estavam em barril (RAOULT et al., 2004; APPELT et al., 2014).
Em 2001, foram encontrados, em uma vala em Vilnius, Lituania, restos mortais dos soldados
do Exército de Napoledo Bonaparte de 1912. Utilizando biologia molecular foram detectados
B. quintana em trés fragmentos de piolho de corpo, e na polpa dentaria de sete soldados
(RAOULT et al., 2006; CHESLOCK; EMBERS, 2019).

A érea de distribuicdo da B. bacilliformis € limitada aos Vales Andinos no sul do
Equador, na Colombia e especialmente no Peru, localizados entre 700 e 2.500 metros acima do
nivel do mar. Em 1900, o médico Alberto Barton, estudando pacientes afetados pela febre de
Oroya foi o primeiro que descobriu o género Bartonella. Depois em 1915, foram descoberto o
agente da doenca, a Bartonella bacilliformis, logo em 1926 foram estudadas suas etiologias, ja
em 1928, Battistini mostrou que os flebotomineos pertencentes ao género Lutzomyia eram 0s
vetores dessas bactérias. A infestacdo desses artropodes ocorre durante o repasto sanguineo
realizada no unico reservatorio humanos, portadores saudaveis, apresentando bacteremia
assintomatica ou sintomatica. (NOGUCHI, 1926; ALEXANDER, 1995; ZORRILLA et al.,
2021).

Na atualidade, depois de 1993, houve aumento significativo de novas espécies, pois

antes eram conhecidos apenas o género B. bacilliformis. Logo, em 1994 com a evolucéo das
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técnicas e ferramentas de biologia moleculares. Assim, o0s achados aumentaram
significativamente havendo reclassificagdo dos géneros e descobertas de novas especies e
subespécies, levando em consideracdo também os candidatos. Desde essa data, 0 nimero de
espécies do género Bartonella cresceu significativamente por duas razdes: a reclassificacdo no
género Bartonella de bactérias anteriormente descritas em um outro género bacteriano
(Rickettsia, Rochalimaea, Grahamella) e a descoberta mais recente de novas espécies
bacterianas na fauna doméstica e selvagem (ANDERSON et al., 1994; MILLER;
BREITSCHWERDT; MAGGI, 2019; ZORRILLA et al., 2021).

A ampla distribuicdo geogréafica, a grande diversidade de reservatérios e a variedade de
vetores possiveis exigem mais estudos sobre a epidemiologia de Bartonella spp. Em todo o
mundo, a maioria das doencas causadas por Bartonella spp. ndo sao reportaveis e, portanto, 0s
dados sobre sua incidéncia sdo limitados. Os poucos estudos existentes sugerem que a
frequéncia de infec¢des pode ser alta, e ja ocorreu na América do Norte, em que 22.000 casos
de doenca por arranhdes em gatos apareceram em 1 ano nos EUA, e 10% deles necessitaram
de hospitalizagdo (JACKSON, PERKINS e WENGER, 1993; MCCORMICK et al., 2020).

Estudo com animais, no Brasil, demostraram evidéncias moleculares significativas da
presenca de Bartonella spp. em amostras de felinos. No estado do Rio Grande do Sul, foram
encontrados 17%; no Rio de Janeiro 97,3% e no Maranhdo 4,5% (STAGGEMEIER et al, 2010;
SOUZA et al, 2010; BRAGA et al, 2012). Também obtiveram achados sorol6gicos de 47,5%
a 56,6% no Rio de Janeiro (CRISSIUMA et al, 2011; KITADA et al, 2013). E importante
ressaltar que no Brasil, somente em 2014 a bartonelose passou a ser considerada uma doenca
de notificacdo compulsoria pelo Ministério da Salde e mais estudos tém sido realizados

demonstrando elevadas prevaléncias de infeccdo em amostras humanas e de gatos.

2.4 Bartoneloses

Bartoneloses sdo as doengas causadas por Bartonella spp. e compreendem uma série de
manifestacdes, como linfadenopatias, doengas por arranhdes de gatos e febre das trincheiras,
Doenca de Carrion, endocardite, vasculite, uveite, angiomatose bacilar e peliose bacilar. Mas
também, pode dar origem a muitos sintomas inespecificos e atipicos como queixas musculo-
esqueléticas, neurorretinite, sindrome oculoglandular de Parinaud, encefalopatia,
hepatoesplenomegalia, glomerulonefrite, febre prolongada e endocardite infecciosa com
cultura negativa em pacientes imunocompetentes e imunocomprometidos (FAVACHO et al.,
2014; CHESLOCK; EMBERS, 2019). A endocardite também esta associada a pessoas sem teto
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e que fazem uso de alcool (alcoolismo cronico). Doenca neuroldgica atipica causada por
Bartonella pode incluir meningite asséptica, disfungéo transitoria dos nervos cranianos e/ou
periféricos, afasia, transtornos do humor, psicoses, e outras variedade de transtornos
psiquiatricos (MADA et al., 2021).

Séo vérias as manifestacGes clinicas associadas a bartonelose e depende principalmente
da viruléncia da Bartonella spp. ou cepa, o nivel de adaptacdo evolutiva do hospedeiro da
bactéria e a resposta imune do hospedeiro, que é um determinante critico da expressao da
doenca. Em alguns pacientes, e especialmente em individuos imunocomprometidos, a doenca
pode ser fatal. A consequéncia a longo prazo da infecgdo subclinica crénica por Bartonella spp.
em humanos imunocompetentes € atualmente desconhecida (FOUCH, COVENTRY, 2007;
BREITSCHWERDT et al., 2010; FAVACHO et al., 2014).

A DAG esta relacionada a Bartonella henselae que causa infeccdo sistémica e
autolimitante e menos comum por B. clarridgeiae, sendo mais duradoura quando acometida
por esta espécie. Esta doenca é causada pela arranhadura ou mordida do gato, e entre 3 a 10
dias, ap0s a inoculacdo, pode ocorrer papulas, linfadenopatia regional e esplenomegalia. Entre
o0s sintomas, mal-estar, artralgia, cefaleia e febre em um terco dos individuos. Entre 7 a 20 dias
a doenca se torna leve a moderada, com sintomas de febre, calafrios e mal estar, seguido de
anorexia, cefaléia, nauseas e émese. Contudo, nos gatos, a bacteremia se apresenta
assintomatica (LOGAN et al., 2019; ABREU-YANES et al., 2020).

Doenca de Carrién é causada pela B . bacilliformis, conhecida em seu estagio inicial ou
primeira fase, como febre de Oroya (FO), caracterizada pela colonizacdo de todo o sistema
circulatorio, levando a infeccdo de aproximadamente 61% de todos os eritrocitos circulantes.
Essa carga bacteriana geralmente leva a anemia hemolitica severa, febre, cefaleia, ictericia e
hepatomegalia. Semanas ou meses seguintes inicia a segunda fase conhecida como Verruga
Peruana em que a B. bacilliformis invade as células endoteliais e desencadeia a proliferacdo
celular e a angiogénese, levando a formacdo de bolhas na pele cheia de sangue. O estagio
crénico dura cerca de um més a um ano. Embora a doenga de Carrion possa apresentar-se como
uma doenga grave, ha muitos casos documentados com sintomas relativamente mais leves
configurando sistema imunologico, predisposicdo de cada hospedeiro, viruléncia e indculo,
determinando assim a gravidade de cada caso (GARCIA-QUINTANILLA et al. 2019; HICKS;
MINNICK, 2020).

Febre das Trincheiras, também conhecida como febre dos cinco dias, foi relatada pela

primeira vez na Europa em soldados. E causada por B. quintana é transmitida por piolhos
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corporais (Pediculus humanus humanus) e ocorre, exclusivamente, em humanos. Ficou
conhecida na Europa no periodo da Primeira Guerra Mundial por provocar febre, dores nas
pernas e cabeca em mais de um milh&o de soldados. As péssimas condi¢6es do local da guerra,
nas trincheiras, especificamente, como a falta de higiene foram congruentes para a proliferacéo
de vetores artropodes, como os piolhos. Atualmente, € comumente observada entre o0s
desabrigados, aqueles infestados com sarnas e/ou piolhos e pessoas que vivem em condicdes
insalubres e de aglomeracéo, onde o risco de contato com individuos portadores de B. quintana
é aumentado (MILLER; BREITSCHWERDT; MAGGI, 2019; ZORRILLA et al., 2021).

Angiomatose bacilar € uma manifestacdo menos comum da infec¢do por B. henselae ou
B. quintana caracterizada por lesdes cutaneas, massas subcutaneas e lesdes 6sseas em pacientes
com AIDS e transplantados (FAVACHO et al., 2014). O contato do gato € um fator de risco
conhecido e esta associado a B. henselae. E uma doenca vascular proliferativa devido a
estimulacdo angiogénica das Bartonellas, que geralmente envolve a pele, mas pode envolver
outros 6rgdos e locais, como 0s 0ssos, medula éssea e cérebro. O diagnostico clinico pode ser
confundido com outras doengas como o0 sarcoma de Kaposi, granuloma piogénico, tumores
subcutaneos e hemangioma. As lesdes cutaneas sao muito semelhantes as relatadas pela verruga
peruana, a forma cronica da doenca de Carrién. Sdo definidas como Peliose bacilar quando as
lesbes envolvem o figado, bagco ou nddulos linfaticos (VELHO et al., 2003; AKRAM et al.,
2021).

2.5 Diagnostico

O diagnéstico para bartonelose € dificil e permanece desafiador. Embora as Bartonellas
possam ser cultivadas em meios enriquecidos, a sensibilidade € tipicamente baixa. Atualmente
ndo ha técnica diagndstica em que o resultado negativo garanta a auséncia de infeccdo. As
técnicas mais frequentemente utilizadas para a deteccdo de infeccBes agudas e cronicas s@o
técnicas especializadas de cultura microbiologica, reagdo em cadeia da polimerase (PCR),
imunohistoquimica (IHQ) e sorologia (BREITSCHWERDT et al., 2010; VERMEULEN et al.,
2010).

Os testes sorologicos sdo normalmente usados em laboratdrios microbioldgicos por
causa da sua simplicidade. Os testes soroldgicos usados para detectar anticorpos incluem IFlI,
ELISA e Western immunoblot. Eles devem ser usados para confirmar infeccao anterior ou em
curso, e por isso sdo utilizados em estudos para estimar a soroprevaléncia em humanos e
animais (GLAUS et al. 1997; MAGGI, DUNCAN e BREITSCHWERDT, 2005; LASHNITS,
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et al. 2018; MILLER; BREITSCHWERDT; MAGGI, 2019). No entanto, apresentam
limitacGes como reacles cruzadas entre Bartonella spp. e ainda entre outros géneros, como
Chlamydia e Coxiella, o que pode limitar a interpretacdo dos resultados dependendo do cenério
em que o paciente e/ou animal se encontra.

Resultados melhores podem ser alcancados através de uma combinacdo de métodos
moleculares e de cultura, como PCR e sequenciamento de DNA (figura 3), mas isso ndo é
implementado rotineiramente e existe uma necessidade crescente de ferramentas de diagnostico
mais eficazes (GUTIERREZ et al., 2017; MAGGI, DUNCAN & BREITSCHWERDT, 2005)
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Figura 3. Imagem comparativa entre os resultados das técnicas de PCR ap06s a utilizagdo prévia ou ndo do meio
de crescimento para Bartonella - Alphaproteobacteria (BAPGM). Fonte: adaptado de PITASSI, et al., 2015;
Miller; Breitschwerdt; Maggi, 2019.

A introducdo de cultura por meio de crescimento liquido de Bartonella alfa-
Proteobacteria (BAPGM — do inglés - Bartonella alpha-Proteobacteria growth medium),
facilitou o isolamento bem-sucedido de B. henselae e vérias outras Bartonella spp. de amostras
de sangue de cdes, cavalos, humanos e animais selvagens e tem sido usado esse meio de cultura
e enriquecimento para aumentar o crescimento de Bartonella. O BAPGM, antes do teste de
PCR, tem sido usado para aumentar a sensibilidade para diagndstico de infeccéo, facilitando

assim o diagnostico de bartonelose em gatos, cdes e humanos (PITASSI et al. 2015).

A plataforma combina a cultura de enriquecimento de uma amostra clinica no meio de
crescimento liquido por um minimo de 7 dias, seguido por um ensaio de PCR altamente sensivel
projetado para amplificar todas as espécies de Bartonella spp. (PITASSI et al., 2015).

Bartonella spp. podem ser cultivadas com sucesso com placas de agar contendo 5% de sangue
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desfibrinado de coelho ou carneiro, que sdo mantidas a 35°C em uma camara de alta umidade
com 5% de concentragio de CO?. O isolamento da placa de &gar requer tempos de incubagéo
prolongados: as col6nias bacterianas podem ser visiveis entre 10 a 56 dias apds a inoculagdo da
placa de agar (BREITSCHWERDT et al., 2008)

A amostra mais utilizada para deteccdo de Bartonella por PCR é o sangue periférico.
No entanto, a deteccdo e caracterizacdo também podem ser realizadas ap6s a extracdo de DNA
do liquido cefalorraquidiano, fluido articular, culturas bacterianas, swabs orais, linfonodos ou
outras amostras de tecido ou aspirados, dependendo de cada caso clinico individual. Para evitar
a desnaturacdo do DNA por fixacdo com formalina, é aconselhdvel armazenar tecidos
congelados para testes futuros ou usar amostras frescas ou congeladas para amplificagdo do
DNA de Bartonella. Uma vez que a PCR ¢é positiva para o género Bartonella, a espécie pode
ser determinada usando iniciadores especificos da espécie ou, de forma otimizada, por
sequenciamento de DNA (VELHO, 2009; BREITSCHWERDT et al., 2020).

2.6 Medicina Transfusional

As praticas de hemoterapias da Medicina Transfusional sdo regulamentadas pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), e atualmente, a Resolucdo da Diretoria
Colegiada (RDC) n°® 34 de 11 junho de 2014 e Portaria Ministerial N° 158 de 04 de fevereiro
de 2016, que formalizaram e normatizaram os procedimentos, desde a coleta, processamento e
transfusdo. A Medicina Transfusional também foi referenciada, na Constituicdo Federal de
1988, Artigo 199, Paragrafo 4° (BRASIL, 1988; 2014 e 2016; HAMERSCHLAK,
JUNQUEIRA e ROSENBLIT, 2005).

O Ministério da Salde orienta e determina que, para cada doacdo efetivada, sejam
realizados testes sorolégicos para os seguintes patdgenos: Treponema pallidum e Trypanosoma
cruzi, virus da imunodeficiéncia humana — HIV 1 e 2, virus linfotropico de células T humanas
—HTLV 1e 2, virus da hepatite B e C. No entanto, doencas como Dengue, Zika, Chikungunya,
Herpes causada pela (Herpes Simplex Virus), Parvovirose, Babesiose, Doenca de Creutzfeldt—
Jakob e doenca causada pelo coronavirus - COVID-19 e rickettsioses, ndo sdo diagnosticadas
sorologicamente nos hemocentros. Embora sejam conhecidas, estas doencas séo negligenciadas
quanto ao seu potencial de transmissdo a imunocomprometidos e transplantados. No entanto,
muitas dessas doengas sdo citadas apenas em formulérios, usados na triagem clinica, e podem
ser “detectadas” dependendo apenas do bom senso do doador (BRASIL, 2014; 2016).
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Apesar de toda triagem laboratorial, ela ndo garante total seguranca quanto a
possibilidade de transmissdo dos patdgenos pelo chamado risco residual infeccioso, também
conhecido como janela imunoldgica, ou o intervalo entre 0 momento em que o individuo se
torna infectado e aquele em que o teste detecta a infecgéo. E levando-se em consideracdo que
na bartonelose existe o nicho primario, ou seja, apresentando essa janela imunolégica, torna-se
risco evidente, principalmente, para transplantados e pessoas imunocomprometidas pelo
motivo da ndo deteccdo e acarretando demora no diagnostico. E assim, podendo agravar o

quadro clinico do individuo.

2.7 Doadores de sangue

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude - OMS, é recomendado que 5% da
populacdo sejam doadores de sangue de forma regular (OMS, 2021). Porém, o Brasil, estima-
se que apenas de 2% a 2,5% da populagéo seja doador de sangue (BRASIL, 2016). No Rio de
Janeiro o indice de doadores em relacéo a populacdo foi 1,54% em 2020 e de acordo com a
coleta de dados sociodemograficos, a maioria vive nas areas urbanas, tem idade entre 18 e 65
anos e variadas profissdes como autbnomos, militares, vendedores, empresarios entre outros
(HEMORIO, 2021).

Os doadores do estado do Rio de Janeiro utilizam o servico do HEMORIO que atua
desde 1944, e é conhecido por oferecer o servico de hemoterapia para tratamento de doencas
hematoldgicas. Além de atuar na pesquisa e ensino, é composto por 90 servicos publicos e
contratado pelo SUS: 01 Hemocentro Coordenador, 03 Hemocentros Regionais, 20 Nucleos de
Hemoterapia, 03 Unidade de Coleta e Transfuséo e 63 Agéncias Transfusionais (HEMORIO,
2021).

De acordo com o protocolo de tratamento de hematologia e hemoterapia do HEMORIO,
0s requisitos basicos para os doadores sdo: estar em boas condi¢cdes de salde; ter entre 16 e 69
anos (desde que a primeira doacdo tenha sido feita até 60 anos) e se menores de 18 anos devem
ter autorizacdo, pesar no minimo 50kg, estar descansado e ter dormido pelo menos 6 horas nas
ultimas 24 horas e alimentar-se bem. Alguns cuidados para evitar a contaminacdo por
microrganismos devem ser meticulosamente avaliados. Algumas doencas sdo impeditivas
temporariamente, tais como, Malaria, Febre Amarela, Coronavirus. Situacdes impeditivas
temporarias como vacina, ser profissionais de salde e lidar com pessoas com COVID-19,
devem aguardar os dias recomendados para que a doacdo de sangue seja possivel. Existem

também os impedimentos definitivos como, HIV, hepatites B e C, doencas de Chagas, HTLV,
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e uso de drogas ilicitas. Os critérios de doacdo de sangue seguem as normas de agéncias
transfusionais e particularidades de cada local (HEMORIO, 2021).

2.8 Bartonella em doadores de sangue

Existem poucos os estudos de Bartonella em doadores de sangue. A seguir, seréo
apresentados importantes estudos sorolégicos e moleculares em humanos, que revelam
expressivas porcentagens de contato com Bartonella spp.

Na Grécia, em um estudo com 481 doadores de sangue a soroprevaléncia IgG foi de
21,6% (104/481), no mesmo estudo testaram para IgM, os 104 doadores positivos 1gG e
detectaram 17% (35/104) (MINADAKIS et al., 2008). Na Croéacia, 0 estudo analisou a
soroprevaléncia de criangas (46) e doadores de sangue (54), e o resultado sorolégicos foram
respectivamente 41,3% (19/46) e 57,4% para B. henselae (31/54) (PANDAK et al., 2009). Na
Turquia, foram coletadas 800 amostras de sangue de doadores voluntarios com objetivo de
investigar a soroprevaléncia de B. henselae e averiguar os fatores de risco relacionados. No
entanto, a soroprevaléncia foi de 6% (48/800) (YILMAZ et al., 2009).

Na Italia, foi avaliado a soroprevaléncia da infeccdo por B. henselae em criangas 243 e
juntamente com 122 doadores de sangue saudaveis, entre as criancgas, 25,1% (61/243) tinham
anticorpos IgG para B. henselae; e nos doadores de sangue, 11,4% (14/122) tinham anticorpos
IgG para B. henselae; (MANSUETO et al., 2012). Na Pol6nia, estudo sorolégicos com 65
doadores de sangue e 40 pacientes com sintomas musculoesqueléticas demostraram
soroprevaléncia IgG em doadores de sangue em 35,4% (23/65) e, em pacientes com sintomas
musculoesqueléticas 30% (12/40) (LYSAKOWSKA et al., 2019).

Na china, um estudo com 351 doadores de sangue, apresentou 14,81% (52/351) de
soropositividade 1gG para B. henselae (SUN et al., 2010). Na Coréia um estudo com 300
doadores de sangue obteve 15% (45/300) de soroprevaléncia IgG para B. henselae (KWON et
al., 2017)

Na América Latina, estudos com doadores de sangue, ainda sdo poucos. No Chile, um
estudo no banco de sangue do hospital de San José com 140 amostras de doadores aleatdrios,
obtiveram 19/140 (13,6%) de amostras positivas pelo método molecular. Destas amostras, 18
foram identificadas sendo B. henselae (NUNEZ et al., 2017).

No Brasil, um estudo em Campinas -SP, com 500 doadores de sangue detectou 16/500
(3,2%) doadores com infec¢do na corrente sanguinea, tendo a presenca de B. henselae em 15/16

(3%) dos doadores e B. clarridgeaie em 1/16 (0,2%) dos doadores positivos. Este estudo
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também pontuou a correlacdo entre o contato com gatos e picada por carrapatos. A deteccao foi
através do uso do meio de cultura de crescimento (BAPGM), método molecular de PCR, e
sequenciamento (DINIZ et al., 2016). Outro estudo pelo mesmo grupo em Campinas com 500
doadores de sangue em um banco de sangue encontraram soroprevaléncia IgG de 16% e 32%
de B. henselae e B. quintana respectivamente. Destes, 16 apresentaram infeccédo por Bartonella
spp. significa que 1 a cada 30 doadores apresentavam DNA da bactéria, ou seja, apresenta
infecgdo pela Bartonella spp. na corrente sanguinea (PITASSI et al., 2015). No Rio de Janeiro,
Lamas e colaboradores obtiveram prevaléncia de Bartonella spp. pelo método de sorologia IgG,
em 38,4 % em populagcdo com HIV positivo e no grupo controle com amostras do banco de
sangue, 43/125 (34%) (LAMAS et al., 2010).

Diante do exposto, e considerando que o elevado nivel de seguranca do fornecimento
de sangue é o resultado de estudos continuos e melhorias na triagem dos doadores e dos testes
empregado nos bancos de sangue, € necessaria uma vigilancia continua ndo somente de agentes
patogénicos conhecidos, mas também de outros agentes infecciosos, como no caso de
Bartonella. Esta possibilidade faz da infeccdo por estas proteobactérias um relevante problema
em saude publica e exige avaliagcdo dos riscos e do impacto da transmissdo de Bartonella spp.

por meio de transfusdes, especialmente para os pacientes imunodeficientes.

3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Identificar as espécies de Bartonella associadas a infec¢cdo em doadores de sangue e

avaliar o potencial risco da transmissdo por transfusdo sanguinea da Bartonella spp.
3.2 Objetivo especifico

e Detectar, através da reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI), anticorpos anti-
Bartonella spp. em amostra de doadores de sangue procedente do hemocentro do
estado do Rio de Janeiro;

e Detectar, atraves da tecnica de PCR, o DNA de Bartonella spp. em amostras de
sangue de doadores procedentes do hemocentro do estado do Rio de Janeiro;

e Analisar as sequéncias genéticas obtidas nesse estudo, comparando-as com as

sequéncias disponiveis no GenBank.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Tipo de estudo e local

Pesquisa do tipo transversal e descritiva, utilizando dados primérios. Desenvolvido no
Laboratdrio de Imunologia Clinica (LIC) — CCBS/UFMS, que dispde da infraestrutura e dos

equipamentos necessarios para a realizacéo das técnicas utilizadas no projeto.

4.2 Aspectos éticos

Quanto os aspectos éticos, o projeto foi submetido e aprovado pela Comisséo de ética
para pesquisa (CEP) do HEMORIO (N° 409/16). Os voluntarios doadores de sangue
registrados neste estudo concordaram e assinaram com o Termo de Consentimento livre e
esclarecido (TCLE). Os doadores foram selecionados por amostragem de conveniéncia, com
critérios de inclusdo e exclusédo seguindo as Normas Técnicas do Ministério da Saude (Portaria
GM-MS, 2016).

4.3 Selecdo das amostras

Durante uma semana do més de agosto do ano de 2018 foram coletadas 501 amostras
de doadores de sangue voluntarios aparentemente saudaveis. O célculo amostral foi realizado

através da plataforma gratuita e on-line no site: http://estatistica.bauru.usp.br/calculoamostral/.

Os candidatos a doacdo de sangue (voluntarios participantes) responderam a um questionario
epidemioldgico (ficha epidemioldgica para Rickettsioses — SINAN — em anexo) preenchido
pelo pesquisador com as seguintes informacdes, sendo, sexo, idade, cor e exposi¢do animal
(gatos, cdes ou outros animais), também foi avaliado através do questionario, se
tiveram mordidas de cdes, gatos ou outros animais e picadas de carrapatos. Em seguida as
amostras de sangue foram colhidas atraves de puncao venosa no momento da doagéo de sangue,
por profissionais capacitados do proprio HEMORIO, em tubo EDTA (do inglés,
Ethylenediamine tetraacetic acid ou acido etilenodiamino tetra-acético) de 10 mL de sangue
para técnica de biologia molecular. Foi coletado também, em tubo com ativador de coagulo
para separar 0 soro para analise soroldgica de Bartonella spp.. Aliquotas de cada amostras,
sangue EDTA e soro dos doadores, foram armazenadas em freezer a -20°C e posteriormente

submetidas a testes sorologicos e PCR convencional.


http://estatistica.bauru.usp.br/calculoamostral/
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4.4 Teste soroldgico

Para a realizacdo dos testes soroldgicos, foi desenvolvido e validado o protocolo de
metodologia POP-TEC-01-Fiocruz-MS. A andlise soroldgica foi realizada no LAC, utilizando
o kit comercial (Bartonella henselae 120-test IgG IFA kit - Fuller Laboratories Fullerton, CA
USA. REF. BHG-120 LOTE: BHG-120-180104, validade: 2019-03). A deteccdo de
anticorpos da classe 1gG para anti-B. henselae foi realizada por rea¢do de imunofluorescéncia
indireta (RIFI).

4.4.1 Modo de preparo da reacéo de imunofluorescéncia indireta (RIFI)

Foram utilizadas microplacas de poliestireno esterilizadas com 96 pocos. Quanto ao
modo de preparo, foram utilizados 3 pocos para cada amostra de paciente e a prepara¢ao ficaram
assim, colocado em um poco (01) 150 ul PBS + 10 ul do soro do paciente, dilui¢do (1:16), desta
solucéo anterior, foram adicionados para outro pog¢o (02) 100 ul da amostra (1:16) e adicionado
100ul PBS, ficando a diluicdo em (1:32); e no poco (03) adicionado 100 ul da diluicdo anterior
(1:32) e 100ul PBS ficando a diluicdo em (1:64).

Nas laminas, foram adicionadas em um poc¢o o controle negativo e no outro o controle
positivo (15ul), sempre usando critérios para evitar contaminacéo, como por exemplo, colocar
primeiro o controle negativo. Em seguida foram adicionados nos demais pocos da lamina 15 pl
de soro de cada doador. Apo6s esta etapa as laminas foram colocadas em cadmara imida (placa
de Petri com gazes umedecidas com agua). Os pocos da lamina foram lavados com um fluxo
suave de PBS com a pipeta Pasteur por trés (3) vezes e mergulhamos as laminas em uma jarra
de Coplin com tampa contendo PBS suficiente para cobrir as laminas e esperamos por 10
minutos. Secamos as laminas suavemente em papel absorvente, mas sem permitir que 0 pogo

seque completamente.

Nesta etapa, para cada pogo da lamina foram adicionados 15 ul de conjugado e, em
seguida colocado a Idmina na camara imida. Novamente incubamos as laminas por 30 minutos
a 37°C. Neste momento, a cdmara umida foi envelopada com papel aluminio pelo fato do
conjugado ser fotossensivel. A seguir as laminas foram lavadas novamente e montadas, com
meio de montagem e laminulas, para a leitura microscopica. As laminas foram armazenadas
em geladeira com temperatura a +2 a +8 °C, em camaras Umidas cobertas com papel aluminio,

e no outro dia foi realizada a leitura no microscopio fluorescente.
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4.5 Testes moleculares

4.5.1 Extracdo de DNA

Para a extracdo do DNA foi utilizado o kit comercial QIAamp® DNA Mini kit
(QIAGEN Inc., Valencia, CA). A extracdo do DNA de sangue total- EDTA foi realizada da
seguinte maneira, foram adicionados 200ul do sangue total, 20 ul da QlIAgen Protease, e 200ul
do Buffer AL (Tampdo lise), misturado (por vortex) por 15 segundos e incubado a 56°C por 1
hora. Depois de répida centrifugacdo dos tubos de 1,5 ml para remover as gotas da tampa,
adicionado 200ul de etanol absoluto a amostra, e misturado novamente (por vortex) por 15

segundos. Mais uma vez centrifugado rapidamente os tubos para remover as gotas das tampas.

A mistura foi aplicada cuidadosamente na coluna (inserida em um tubo coletor de 2 ml)
sem molhar a borda, fechada a tampa, e centrifugada a 8000 rpm por 1 minuto. Colocada a
coluna em um tubo coletor limpo, e descartado o tubo contendo o filtrado. Quando o lisado nédo
passava completamente pela coluna apés a centrifugacdo, centrifugdvamos novamente até que
a coluna ficasse vazia. Adicionado 500 pl do Buffer AW1 (lavagem), fechado as tampas dos
tubos e centrifugado a 8000 rpm por 1 minuto. Depois, colocado a coluna em um tubo coletor
contendo o filtrado. Em seguida, a coluna foi aberta cuidadosamente e adicionado 500 ul de
Buffer AW2 (lavagem). Fechado a tampa e centrifugado a 14000 rpm por 3 minutos e para
eliminar a chance de carreamento do Buffer AW2, colocado a coluna em um novo tubo de 2 ml
(ndo o tubo coletor do Kit, e sim em um tubo comum com a tampa cortada) e descartado o tubo

coletor com o filtrado.

O tubo novo com a coluna, foi centrifugado a 14.000 rpm por 1 minuto, a coluna foi
inserida a coluna em um tubo novo (eppendorf de 1,5 ml) e o tubo coletor contendo o filtrado
foi descartado. Em seguida, foi destampado cuidadosamente a coluna e adicionado 50 ul do
Buffer AE (eluicdo). As amostras foram incubadas a temperatura ambiente (15-20°C) por 5
minutos, e centrifugadas a 8.000 rpm por 1 minuto. Posteriormente, foi repetido o procedimento
e 50 pu de AE (eluicdo) foi adicionado as amostras e incubada a temperatura ambiente (15 a
20°C) por 5 minutos, e centrifugadas a 8.000 rpm por 1 minuto. As amostras foram colocadas
numa caixa de armazenamento identificadas e estocadas em freezer a temperatura de -20°C. O
DNA extraido de células HEp2 infectadas com Bartonella henselae e agua destilada estéril
foram usados como controles positivo e negativo, respectivamente. Os reagentes e as amostras
foram manuseados com luvas descartaveis, microtubos livres de DNA / RNase e pontas de

pipetagem em armarios de seguranca equipados com lampadas ultravioleta. As técnicas
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moleculares foram realizadas em duas salas separadas, no laboratério de imunologia da UFMS,
para evitar a contaminacdo do DNA. Um fluxo de trabalho unidirecional foi estritamente
imposto entre as areas pré-PCR (manuseio da amostra, configuracdo da PCR e extracdo de
DNA) e areas p6s-PCR (amplificacdo do DNA, andlise do gel e purificacdo do amplicon).

4.5.2 PCR convencional para o gene enddgeno da proteina de ligacéo aos retinoides inter-

fotorreceptores (IRBP)

Para verificar a presenca de inibidores nas amostras de DNA, foi realizada a técnica de
PCR convencional para o gene enddgeno da proteina de ligacdo aos retindides inter-
fotorreceptores (IRBP). A reacéo de PCR foi realizada segundo a padronizacdo de Ferreira et
al. (2010). Para tal, foram utilizados 5 pl de DNA, agua livre de nucleases, tampéo de PCR, 10
mM de Tris-HCI, 50 mM de KCl, 1,5 mM de MgC12, 200 uM de mistura de desoxinucleotideos,
0,7 U Taq DNA Polimerase e 15 pmol de cada oligonucleotideo iniciadores: IRBPfwd: (5'-
TCCAACACCACCACTGAGATCTGGAC-3) e IRBPrev: (5-GTGAGGAAGAAATCGGA
CTGGCC-3'), tendo como alvo um fragmento de 227 pb. A reagéo para a amplificagdo do gene
IRBP seguiu as seguintes condigdes no termociclador (SimpliAmp™ Thermal Cycler —
ThermoFisher Scientific): desnaturacao inicial a temperatura de 95 °C por 4 min, seguida de 35
ciclos compostos por desnaturacdo a 94 °C por 30 s, anelamento a 57 °C por 30 s, € extensao a
72 °C por 1 min e finalmente uma etapa de extensdo a 72 °C por 5 min. Agua livre de nucleases
foi usada como controle negativo e para o controle positivo foi utilizado DNA de amostra de
mamifero (morcego Cynomops planirostris) previamente testada e positiva ha PCR IRBP,
cedida pelo Prof Eduardo de Castro Ferreira do Laboratorio de Biologia Molecular e Aplicada
da Universidade Anhanguera-Uniderp, Mato Grosso do Sul.

4.5.3 PCR convencional para Bartonella sp

Para deteccdo de DNA do género Bartonella, foi realizada reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), em trés alvos de amplificacdo, ou seja, (3 PCR), (Quadro 2) conforme
descrito abaixo. Primeiramente foi utilizado os iniciadores especificos CAT1 [5'-
GATTCAATTGGTTTGAA (G/A) GAG GCT-3"7e CAT2 [6'-TCACATCACCAGG (A/G)
CGTATTC- 3 ] visando o gene de choque térmico htrA, de acordo com trabalho feito por
Anderson, et al., (1994). A amplificacdo foi realizada por pré-desnaturacéo, 1 ciclo por 5

minutos a 95 ° C, seguido por 35 ciclos de desnaturacédo, 94 ° C por 30s, anelamento 52 ° C por
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45s e extensdo de 72 ° C por 45s, amplificacdo foi completada por um adicional ciclo de 72°C
por 7 minutos, em um (termociclador com gradiente, modelo: veriti 96-well thermal cycler,
0.2ml - applied biosystems). Logo, utilizamos o gene da citrato sintase (gltA) que foi
direcionado com os iniciadores BhCS781p (5’-GGGGACCAGCTCATGGTGG-3") e
Bhcs1137n (5’-AATGCAAAAAGAACAGTAAACA-3’), Este descrito por Norman, et al.,
(1995).

Quadro 2. Protocolos de PCR convencional utilizados para deteccdo molecular de Bartonella spp.

Tamanho
Primers Sequéncias do Condic6es do ciclo Referéncia
fragmento
BhCS.781p
A (5’-GGGaCCaGCTCALG 150 95°C por 5 min. 35 ciclos NORMAN
9 GtGG-3") de: 94°C por 30 seg., 56°C
citrato 400pb etal., 1995.
] BhCS.1137n por 45 seg., 72°C por 45 seg.
sintase . Adaptado
(5’-AaTGCAAAAAGaAC e 72°C por 7min.
AGTaAACA-3")
CAT1
(htrA) (5-GATTCAATTGGTTT 95°C por 5 min. 35 ciclos ANDERSON
gene de GA(G/A)GAG GCT-3) de: 94°C por 30 seg., 52°C ’
414pb et al. (1994).
choque CAT2 por 45 seg., 72°C por 45 seg.
) ) Adaptado
térmico (5-TCACATCACCAGG e 72°C por 7min.
(A/G)CGTATTC-3"
1400F
(rpoB) (CGCATTGGCTTACTTCGTA 9500 por 5 mln 35 C|CIOS
subunidade TG) 8250h de: 95°C por 30 seg., 53°C RENESTO et
B da RNA 2300R P por 30 seg., 72°C por 1 min. al., 2001.
polimerase | (GTAGACTGATTAGAACGC e 72°C por 7min.
TG)

A amplificacdo foi realizada por pré-desnaturacdo, 1 ciclo por 5 min a 94 ° C, seguido
por 35 ciclos de desnaturacéo, 95 ° C por 30s, anelamento 56 ° C por 45s e extensdo de 72 ° C
por 45s, a amplificacdo foi completada por um adicional ciclo de 72°C por 7 minutos, em um
(termociclador com gradiente, modelo: veriti 96-well thermal cycler, 0.2ml - applied

biosystems). E utilizamos o gene que codifica a subunidade beta da RNA polimerase (rpoB),
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direcionado com os iniciadores 1400F (5-GCATTGGCTTACTTCGTATG-3 ') e 2300R (5'-
GTAGACTGATTAGAACGCTG-3") conforme descrito por Renesto, et al., (2001). A
amplificacdo foi realizada por pré-desnaturacdo, 1 ciclo por 5 min a 95 ° C, seguido por 35
ciclos de desnaturacéo, 95 ° C por 30s, anelamento 53 ° C por 30s e extensdo de 72 ° C por 1
minuto, a amplificacdo foi concluida por um ciclo adicional de 72°C por 7 minutos, em um
(termociclador com gradiente, modelo: veriti 96-well thermal cycler, 0.2ml - applied

biosystems).

MIX- uma mistura de reagdo com um volume final de 25 pl contendo 14,3 ul de dgua
de grau molecular (Epicentro), 0,25 ul de 10 mMol de mistura de desoxinucleosideo trifosfato
- dNTP, 2,5 ul de 10 x tampdo de PCR, 0,75 ul de 25 mMol de MgCl e 0,2 ul de Taq
polimerase. Todos os reagentes foram adquiridos da Invitrogen® (Séo Paulo, Brasil). A mistura
de reagdo foi completada adicionando 1 ul de cada iniciador direto e reverso (iniciador 1 e
iniciador 2), acima mencionado e¢ 2 pul de DNA de cada amostra de doador. Os controles
negativos consistiram de 2 ul de agua destilada e os positivos utilizados em todas as reagdes,
consistiram em DNA de B. henselae (cepa Houston) cultivadas em células HEp-2 (Fuller
Laboratories Fullerton, CA - USA).

4.5.4 Eletroforese

Os produtos amplificados pela PCR convencional foram submetidos a eletroforese, dez
microlitros de cada ensaio de PCR foram submetidos em gel de agarose a 1,2% corado com

SYBR® Safe DNA Gel (Invitrogen®) em tampéo de corrida TBE 1X sob as condicdes de 60V

durante 15 minutos e 100V durante 45 minutos. A presenca de banda de 414 pb foi considerada

positiva para o gene htrA; 380 a 400 bp Para gltA e 825 bp para o gene rpoB de acordo com a
DNA ladder (Invitrogen®, Carlsbad, CA, EUA) e os resultados foram visualizados e
analisados em fotodocumentador para captura de géis de eletroforese — L-PIX TOUCH

(Loccus®).
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4.6 Sequenciamento

O produto amplificado da amostra positiva nas reagdes de PCR foi purificado utilizando
o kit comercial Illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification® (GE Healthcare) de acordo
com as instrucdes do fabricante. A amostra foi enviada a Rede de Plataformas Tecnologicas
Fiocruz Gendmica de Sequenciamento de DNA por eletroforese capilar (96 capilares) no
Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro. Para a reacdo de sequenciamento foi utilizado o kit
BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction® v3.1 e kit BigDye® X-Terminator
Purification (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). As sequéncias foram determinadas
em sequenciador automatico modelo ABI13730xI (Applied Biosystems), segundo seu manual
de instrucdes. As sequéncias de nucleotideos e seus cromatogramas foram analisados utilizando
programa MEGA 6.0. e comparadas com outras sequéncias disponiveis no GenBank utilizando
a ferramenta de pesquisa de alinhamento local béasica (BLAST, National Center for

Biotechnology Information, disponivel em https://blast.ncbi.nlm.nih.gov).

4.7 Andlise estatistica

As analises dos dados dos doadores de sangue incluidas nesse presente estudo foi
realizada utilizando o software SPSS — (Statistical Package for the Social Sciences) verséo 27.
O teste Qui-quadrado foi usado para avaliar a possivel associacdo entre amostras positivas por
IFI e caracteristicas dos doadores, como, género, raca, faixa etaria, escolaridade, visitas a
matas/florestas, contatos com animais e carrapatos. O p valor de Pearson foi usado a menos que
mais de 20% das células tivessem valores esperados menores que 5, quando o p valor do teste

exato de Fisher foi usado.


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
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5 RESULTADOS
5.1 Teste Soroldgico

Foram consideradas sorologicamente positivas, pela técnica de RIFI, as amostras que
apresentaram coloracdo amarelo brilhante (Figura 4), na leitura pelo microscépio de

fluorescéncia na amplificacdo de 400x.

Figura 4 - Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta - RIFI (A) reativa e (B) N&o reativa para Bartonella henselae
(Laboratdrio de Analises Clinica (LAC - UFMS), aumento de 400x ).

Das 501 amostras de doadores de sangue, 12% (60/501) apresentaram anticorpos IgG
anti-Bartonella henselae. Segundo anélise epidemioldgica entre os doadores sororreagentes, 18
(30%) eram do sexo feminino e 42 (70%) do sexo masculino (Tabela 3) tinham idade entre 18
e 65 anos, sendo a maioria do municipio do Rio de Janeiro (41/68,3%), seguidos de Belford
Roxo (3/5%), Duque de Caxias (5/8,33%), ltaguai (rural)(1/1,66%), Marica (1/1,66%),
Mesquita (1/1,66%), Nildpolis (2/3,33%), Niteroi (1/1,66%), Nova Iguacu (1/1,66%),
Queimados (2/3,33%), Sdo Gongalo (1/1,66%) e S&o Jodo de Meriti (1/1,66%).

Nos testes soroldgicos os sororreagentes apresentaram cut-off de 1:64, 1:128 e 1:256,
conforme demostrado na (Tabela 1). Sendo, 60 (100%) do total dos sororreagentes, com
titulacdo de 1:64, 04/60 (6,66%) tiveram titulacdo 1:128 e 03/60 (5%) tiveram titulacdo de
1:256. Destes, 31,67% (19/60) tiveram contato com animal e 3,33% (2/60) contato com
vetores. Uma amostra apresentou reacdo mais forte e foi de um doador do sexo masculino, 55
anos, da cor/raca negra, morador da regido urbana da cidade do Rio de janeiro, exercendo a
profissdo de motorista, respondeu que ndo teve contato com carrapato, mas que teve contato

com o animal (cabrito).
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Tabela 1. Titulagdo de anticorpos anti-Bartonella henselae pelo teste imunofluorescéncia indireta nas amostras de

dos doadores de sangue, distribuido por género e contato com animais e vetores, no Rio de Janeiro — RJ, 2021.

(N=60)
Sexo Contato
Titulacéo
F=18 n=% M=42 n=% n (%) Animais Vetores

Reagente (1:64) 18 (30%) 42 (70%) 60 (100%) 19 (30%) 02 (3,33%)
Reagente (1:128)? - 04 (1,7%) 04 (6,66%) - -
Reagente (1:256)? - 03 (5%) 03 (5%) - -

Total 18 (30%) 42 (70%) 60 (100%) 19 (31,67%) 02 (3,33%)

aMesmos doadores da titulacdo 1:64.

De acordo com os dados s6ciodemograficos preenchidos na ficha epidemioldgica para

Rickettsioses — SINAN dos sororreagentes, a relagdo entre a cor e raca da populacdo de

doadores com base na autodeclaragdo, sdo 15 (25%) séo brancos, 15 (25%) pretos e 30(50%)

pardos. N&o houve declaracdo como indigenas e amarelos. A maioria dos sororreativos estdo
na faixa entre 18-35 anos (31 doadores/51,66%), 36-45 anos (10 doadores/=16,67%), seguidos
de 46-55 anos (15 doadores 25%); e 56-65 anos (04 doadores/=6,67%) (Tabela 2). As faixas
etarias foram categorizadas de acordo com a distribuicdo oficial do Instituto Brasileiro de

Geografia e Estatistica - IBGE.

Tabela 2. Perfil entre doadores de sangue sororreagentes , com exposicao prévia a Bartonella spp. detectada por

sorologia, em comparagdo a contato com animais e vetores. Rio de janeiro, RJ 2021 — (N=60)

Contato com animais Contato com Carrapatos Total
Faixa etaria Sim Né&o Ignorado Né&o Ignorado n (%)
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)

18-35 08(25,8%) 07(22,6%) 16 (51,6%) 01(3,23%) 14 (4517%) 16 (51,6%) 31 (100%)
36-45 05(50%)  03(30%)  02(20%)  01(10%) 07 (30%)  02(60%) 0 (100%)
46-55 05 (33,3%) 04 (26,7%) 06(40%) 09(60%) 07 (46,66%) 15 (100%)
56-65 01(25%) 01 (25%)  02(50%) 02(50%)  01(25%) 0% (100%)
Total 19 (31,7%)  15(25%)  26(43,34%)  02(3,33%) 32 (53,33%) 26 (43,34%) 60 (100%)
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Com relacdo aos doadores sororreagentes, 31,7% (19/60) tiveram contato ou posse de
animais, sendo: 26,7% (16/60) com cées, destes, 3/16 tiveram contato também com passaros
(calopsita, papagaio e 1 passaros nao defenido) e 5/16 tiveram contato, também, com gatos,
3,3% (02/60) doadores tiveram contato somente com gatos e 1,66% (1/60) com cabrito. Do
total de doadores sororreagente, 25% (15/60) responderam que ndo tiveram contato com
animais e 43,34% (26/60) ndo responderam (ignorado). Exposicdo com vetores, 3,3% (02/60)
doadores sororreagentes tiveram contato com carrapatos, 53,33% (32/60) responderam que né&o
tiveram contato com vetores e 43,34% (26/60) nédo responderam (ignorados) (Tabela 3).

De acordo com as andlises estatisticas, ndo houve significancia (p valor < 0,05) em
nenhuma das caracteristicas analisadas (Tabela 3). Em relacdo a média de idade dos doadores,
37,27 anos € a média de idade para nao reagentes aos testes sorologicos e 37,55 para os doadores

sororreagentes.

Tabela 3. Andlise de fatores de risco entre doadores de sangue que tiveram contato com a Bartonella detectada

por sorologia, em comparagéo com doadores ndo infectados. Rio de janeiro, RJ 2021 — (N=501)

Sororreagente Soronegativos
Caracteristica 60/501 4417501 p-valor
n (%) n (%)
Género 0,493
Masculino 42 (70%) 289 (65,53%)
Feminino 18 (30%) 152(34,47%)
Total 60 (100%) 441 (100%)
Cor/Raca? 0,194
Branco 15 (25%) 156 (35,37%)
Pardo 30 (50%) 195 (44,22%)
Preto 15 (25%) 80 (18,14%)
Ignorados - 10 (2,27%)
Total 60 (100%) 441 (100%)
Faixa etéria 0,159
18-35 anos 31 (51,66%) 211 (47,94%)
36-45 anos 10 (16,67%) 117 (26,53%)
46-55 anos 15 (25%) 67 (15,19%)
56-65 anos 04 (6,67%) 35 (7,94%)
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66-70 anos - 11 (2,49%)

Ignorado - -

Total 60 (100%) 441 (100%)

Escolaridade 0,964
Fundamental Completo 2 (3,33%) 15 (3,40%)

Fundamental Incompleto 2 (3,33%) 21 (4,75%)

Médio Completo 22 (36,66%) 147 (33,33%)

Médio Incompleto 10 (16,67%) 82 (18,64%)

Superior Completo 13 (21,68%) 106 (24,02%)

Superior Incompleto 8 (13,33%) 47 (10,65%)

Ignorado 3 (5%) 23 (5,21%)

Total 60 (100%) 441 (100%)

Ambientes Frequentados (Florestas/Matas) 0,248
Sim 4 (6,66%) 58 (13,15%)

Néo 30 (50%) 232 (52,60%)

Ignorado 26 (43,34%) 151 (34,25%)

Total 60 (100%) 441 (100%)

Contato com animais® 0,789
Sim 19 (31,70%) 162 (36,70%)

N3o 15 (25%) 141 (32%)

Ignorado 26 (43,30%) 138 (31,30%)

Total 60 (100%) 441 (100%)

Carrapatos 1
Sim 2 (3,33%) 20 (4,54%)

Néo 32 (53,33%) 284 (64,40%)

Ignorado 26 (43,34%) 137 (31,06%)

Total 60 (100%) 441 (100%)

3Nas analises, apenas pardo, preto e branco foram incluidos.

bNas andlises foram incluidas somente “sim” ou “ndo” relativo ao contato com 0s animais.

O teste Qui-quadrado de Pearson foi usado a menos que mais de 20% das células tivessem valores menores que 5.

Neste caso o p valor do teste exato de Fisher foi usado.

Género, cor/raga, faixa etaria e escolaridade foram categorizadas de acordo com o IBGE.
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5.2 Testes Moleculares
5.2.1 Anélise da PCR convencional para o IRBP

Na PCR para o gene IRBP foi verificada que todas as amostras de DNA foram positivas
para esse alvo, indicando a qualidade do DNA extraido e a auséncia de inibidores na reacao de
PCR.

5.2.2 Analise da PCR convencional para Bartonella spp.

O DNA de Bartonella sp. foi amplificado em 1 (0,2%) das 501 amostras de doadores de

sangue testados (figura 5).

C- C+ PM A+

P ™

] e
.....,.mw-
-

Figura 5. Eletroforese em gel de agarose 1.2% corado com SYBR® Safe para protocolo de PCR convencional
baseada no gene gltA. As bandas correspondem a amplificacdo de aproximadamente 400pb do referido gene de
amostras de DNA extraidas de amostra de sangue. Legenda: Controle negativo (C-), Controle positivo (C+), Peso

molecular 100pb (PM), amostra positiva de sangue (A+). Imagem grupo Bartonella. Fonte: Autoria prépria.

DNA de Bartonella sp. foi amplificado a partir dos genes gltA (Figura 5). Essa amostra
pertence aum doador morador da cidade do Rio de Janeiro - RJ, e seus dados sociodemogréficos
sdo, sexo masculino, de cor branca, 43 anos, morador da regido urbana, possui grau de
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escolaridade ensino médio e profissdo vendedor. Este doador ndo respondeu aos dados sobre

contato com animais e vetores.

5.2.3 Andlise do sequenciamento

Na anélise da amostra proveniente de sangue do doador de sangue para o fragmento do
gene gltA amplificado e sequenciado foi encontrada porcentagem de identidade de 100% com
sequencia de Bartonella henselae (KT945243) depositada na base de dados GenBank, na

andlise da amostra proveniente de sangue do doador de sangue.

6 DISCUSSAO

Este é o primeiro trabalho realizado em banco de sangue no estado do Rio de Janeiro,
regido Sudeste do Brasil, que demostrou soroprevaléncia de 12% (60/501) de Bartonella
henselae na populagdo de doadores de sangue assintomaticos. Neste estudo, a probabilidade de
ocorrer reacdo heteroldgica, ou seja, reacdo cruzada com outros géneros de bactérias é
praticamente nula, pois esta reacdo ocorre na fase inicial da infec¢do, quando ha deteccdo da
imunoglobulina M (LAMAS et al,. 2010), que nédo é o caso deste trabalho.

Estudos anteriores, em alguns estados brasileiros, demostraram a exposi¢do desta
bactéria em doadores de sangue através de métodos soroldgicos e/ou moleculares. Em
Campinas — SP, encontraram soroprevaléncia IgG de 16% e 32% de B. henselae e B. quintana
respectivamente (PITASSI, et al., 2015).

Estudos no Chile, com 140 amostras de doadores aleatdrios, obtiveram 19/140 (13,6%)
de amostras positivas pelo método molecular. Destas amostras foram identificadas 18 sendo de
B. henselae (Nufiez et al, (2017).

O teste soroldgico ndo deve ser utilizado como Unica ferramenta diagndstica e, em caso
de positividade, deve ser interpretado como uma exposic¢do anterior a Bartonella sp.. Este teste
deve ser utilizado em conjunto com outras técnicas como cultura e a PCR para garantir a
fidelidade do diagndstico (Breitschwerdt, 2017).

Fatidicamente, como ndo ha obrigatoriedade para os testes de sorologicos e moleculares
na triagem em doadores de sangue o diagndstico de infec¢fes causadas por Bartonella spp.. Os
dados referentes & ocorréncia de bartoneloses em populagGes saudaveis sdo escassos. No

entanto, o diagndstico somente por soroprevaléncia pode diferir por regides, tais como: Grécia,
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a soroprevaléncia foi de 21,6% (MINADAKIS et al., 2008), na Espanha, 8,7% (PONS, | et al.,
2008), na Croécia foi de 57,4% (PANDAK et al., 2009), na Turquia, respectivamente foi de
6%, 11,5% e 9,9% (YILMAZ et al., 2009; AYDIN et al., 2014; ARICI, AKSARAY e
ANKARALI H, 2021), na China foi de 19,6% (LIU, EREMEEVA e LI, 2012), na Italia foi
11.4% (MANSUETO et al., 2012), e na Polénia foi de 23% (LYSAKOWSKA et al., 2019).

O resultado soroldgico deste estudo foi de 12% 60/501. No ano de 2018, a
soroprevaléncia de alguns patégenos do HEMORIO apresentou os resultados: um total de
279,101 doadores de sangue aptos, foram sororreagentes (4,26%) paraHTLV 1e 2, (5,9%) para
Hepatite B anti-HBC, (23,43%) para Hepatite B HBsAg, (5,8%) para Hepatite C; (45,66%)
para Sifilis; (6,82%) para HIV e (6,41%) para doenca de Chagas (HEMORIO, 2020). Isso
aponta a relevancia dos resultados de Bartonella, uma vez que neste estudo apresenta 12%, uma
prevaléncia mais alta do que os realizados para outros patdgenos na triagem de rotina dos

doadores de sangue.

Neste estudo foram avaliados estatisticamente os possiveis fatores de risco como,
contato com animais e vetores, porém, ndo obtivemos p-valor <5 de significancia associados a
contato/infeccéo por Bartonella. Os reservatorios mais conhecidos de B. henselae sdo gatos e
menos comum em caes, mas chama atenc¢do, porque em estudo realizado na Turquia o achado
mais comum foi linfadenite e 35 pacientes (76%) tinham historia prévia de contato com animais
(gato / cachorro) (ARICI, AKSARAY e ANKARALLI, 2021). No Brasil demostraram que a
exposicao com 0 gato aumenta até 3 a 4 vezes a probabilidade de ter infecgdo por Bartonella
(DINIZ et al., 2016). Pons et al., (2008), na Espanha, detectou 31,6 % de soropositividade em
pessoas saudaveis que relataram exposicdo a gatos. Na Coréia, a posse do gato foi associada
com soropositividade para B. henselae 9,8 % dos individuos que tiveram contato com gatos e
apresentaram soropositividade, em comparagdo com 2,0 % daqueles sem contato com gatos
(KWON et al., 2017). Ja& na Turquia demostraram significancia estatistica com o contato de
vetores (YILMAZ et al., 2009). E assim, pode ser que estatisticamente ndo obtivemos p-valor
significativo pelo fato, de os doadores ndo responderem o questionario adequadamente. Por
exemplo, 26/60 (43,30%) dos sororreagentes ndo responderam as perguntas, se tiveram
contatos com vetores e animais.

No presente estudo foi detectado a presenca de Bartonella spp. em uma amostra (0,2%)
1/501 pelos métodos de biologia Molecular (PCR convencional- gene gltA). No entanto, no
teste soroldgico, este doador foi negativo, ou seja, demostrando infeccdo recente para a bactéria

e ndo apresentando resposta imunologica. Varios trabalhos demonstram que nao ha correlagéo
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entre PCR e sorologia positiva (Pitassi et al 2015; Maggi et al, 2011). Isso demostra o risco de

0s receptores receberem sangue contaminado por Bartonella.

A presenca do DNA de Bartonella henselae em doadores de sangue no municipio do
Rio de Janeiro, o primeiro relato da circulacao desta bactéria nos doadores dessa regido, sinaliza
a necessidade de mais estudos sobre este agente etioldgico no territorio brasileiro e os resultados
obtidos apontam importancia de incluir a pesquisa de Bartonella spp. na triagem de rotina em
doadores de sangue e em pacientes pré-transplante, e que as amostras de sangue dos doadores
podem ser confirmadas com mais precisao por métodos moleculares como PCR em combinacao

de cultura e sequenciamento.

No contexto da medicina transfusional, infeccdes emergentes tém sido identificadas
como constante ameaca para a saide humana. Muitas destas infec¢des sao conhecidas por serem
transmissiveis por sangue. A transmissdo transfusional de espécies de Bartonella j& foi
documentada em gatos e ha relatos de transmissdo sanguinea por agulhas contaminadas entre
veterinarios (LIN, CHEN E CHANG, 2011; OTEO et al., 2017).

A infeccdo por Bartonella spp. foi relatada em receptores de transplante de figado.
Como B. henselae sobrevive nos globulos vermelhos apds o periodo de estocagem, e o receptor
do figado transplantado havia recebido hemoderivados durante e depois do transplante, estes
fatos levantaram a hipdtese de transmissao transfusional (MAGALHAES et al., 2008; VELHO,
2009). No Peru demostrou que um paciente recebeu plaguetas contaminadas com Bartonella
bacilliformis e foi diagnosticado com febre de Oroya (PONS et al., 2016).

A transmisséo de B. henselae por transfusdo sanguinea foi confirmada em um modelo
de estudo em camundongo, mesmo quando 0s animais doadores apresentavam infecgédo
indetectavel da corrente sanguinea (NEVES et al., 2016; NUNEZ et al., 2017; SILVA et al.,
2016).

O estudo demonstrou apenas uma amostra positiva para Bartonella. 1sso pode ser
explicado pela reduzida quantidade de Bartonella na corrente sanguinea, uma vez que ocorre
sua inoculacdo no hospedeiro, a bactéria permanece no nicho dermal. O fato de a Bartonella
sp. ser fastidiosa, ou seja, de dificil crescimento, ambiente equilibrado para o seu crescimento
in vitro, de temperatura de 37 °C com 5% de gas carb6nico, gar enriquecido com sangue (5%
- 10%), ou em meio de solugédo de soro fetal bovino ou cultura de tecido, seria recomendado
(BRENNER et al., 1993; MAGGI, DUNCAN e BREITSCHWERDT, 2005; PITASSI et al.,
2015; Diniz et al., 2016).
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No estudo de Pitassi et al., (2015), em Campinas -SP demostrou que através de técnicas
de cultura por meio de crescimento liquido de Bartonella alfa-Proteobacteria (BAPGM — do
inglés - Bartonella alpha-Proteobacteria growth medium) e PCR, positividade de mais de 50%
de Bartonella spp. Sendo assim, é importante o0 uso da técnica de crescimento pelo meio de
cultura (BAPGM), o que ndo ocorreu neste estudo. E assim, a falta dessa técnica de
enriquecimento em nosso estudo pode ter sido a base do reduzido nimero de amostras positivas
na PCR.

Bartonella spp. sdo responsaveis por diversas doencas em humanos e animais, e a
resposta imune do hospedeiro desempenha um papel fundamental na interrupcdo do
desenvolvimento da infeccdo para formas mais perigosas; por exemplo, B. henselae pode causar
doenca disseminada grave e vasoproliferacao patolégica em pacientes imunocomprometidos e
imunocompetentes, principalmente, transplantados. Sendo assim, a prevaléncia de infecgdes
deve ser monitorada, principalmente considerando o potencial zoonético de Bartonella spp.
(VELHO, 2009; FAVACHO et al., 2014; PISCHEL et al., 2021).

No Brasil, existem poucos estudos sobre a ocorréncia de infecgfes por Bartonella em
seres humanos. Estudos mostram elevada prevaléncia de infeccdo, com taxas que podem variar
de 20 a 95% (CRISSIUMA et al., 2011; SOUZA et al., 2010). Recentemente, 0 primeiro caso
de DAG confirmado por anélise molecular no Rio de Janeiro foi identificado em um paciente
HIV positivo (FAVACHO et al., 2014). Apesar da variedade de manifestacfes clinicas, pode
haver bacteremia assintomatica como ocorre em doadores de sangue infectados por B. henselae
(SANOGO et al., 2003; MILLER; BREITSCHWERDT; MAGGI, 2019).

Infeccdo por Bartonella spp. em doadores de sangue € assintomatica e com isso ha a
necessidade de realizacdo de testes para detectar a Bartonella durante o processo de doagéo ou
na triagem das bolsas de sangue. No entanto, a auséncia destes testes € um agravante para 0s
receptores de sangue, principalmente nos imunossuprimidos (transplantados) e
imunocomprometidos (HIV) entre outros, (FAVACHO et al., 2014; PICASCIA et al., 2017).
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CONCLUSOES

Os resultados deste estudo indicam evidéncias soroldgicas significativas de Bartonella

henselae em doadores de sangue no estado do Rio de Janeiro;

Nossos resultados também mostram a identificacdo, com base na analise molecular, da
espécie Bartonella henselae em uma amostra de doador de sangue no municipio do Rio
de Janeiro. Constituindo o primeiro relato da circulacdo desta bactéria nos doadores
dessa regido, o gque sinaliza a necessidade de mais estudos sobre esse agente patdgeno

no territorio brasileiro.

Os resultados obtidos apontam a importancia de incluir a pesquisa de Bartonella spp.
na triagem de rotina em doadores de sangue e em pacientes pré-transplante, e que as
amostras de sangue dos doadores podem ser confirmadas com mais precisdo por

métodos moleculares como PCR, combinado a cultura.

N&o observamos associacdo de soropositividade para Bartonella e as variaveis coletadas
neste estudo. Entretanto, a auséncia de fatores de risco associados a transmissdo
transfusional, pode ser devido a necessidade de mais informacGes dos doadores de
sangue, uma vez que estes doadores deixaram uma grande gquantidade de respostas

ignoradas no questionario aplicado.
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9 ANEXOS

ANEXO | - Parecer da Comissao de Etica em Pesquisa do HEMORIO

GOVERNO OO EESTADO DO RIO DE JANEIRO
SECRETARIA DE ESTADO DE SAUDE

B
T3 T5 .

NS e ce e
COMITE DE ETICA EM PESQUISA — CEP HEMORIO

Rio ge Janeiro, 10 de margo de 2017

ASSUNTO: Parecer carsubstanciado da projoto de pesquisa avaliago palo CEP HEMORIO
Prazaga Pesqusadora,

O projeto, “Bartonella spp. Em doadores de sangue no Estado do Rio de Janeiro:
wum risco potencial de transmiss3o por transfusio sanguinea”, reg=tradc no CEP
HEMORIO sob o nOmara 40%/16, fol apresentaco de acordo com & Resolugho 466712,
Asum, apas apresentacdc e analise cos documentos recetidos, o Comitd de Bticas emn
Pesquise HEMCRIO considera o projeto APROVADO.

Ressaltamos abaxo, algumas onentacfes fundamentas, B85 Quals o pesquisador deve
estar muito atento

D sujeito a8 pesquiss tem a lIardace de recusar-50 a participar cJ da retirar seu
consantimento em gualques f3se ca pesquisa, sam. penalizacdo alguma e sam
preduizo 80 sy cuidacdo @ dewe recedar uma copia do Terme de Consentimentc
Lyre e Esciarecice, na iniesa, par ele assinado;

O pesqLisador gdeve desernoiver a3 pesguisa conforme delineads no protocolo
apravado & descontinuar o estudc samente apcas andlise dos rardes da
descontinuidade pelo CEP gque o aprovou, BGuerdandc seu parécer, exceto
gquando perceber risco ou danp N0 previsto &I SuiEIto participants ou quarnio

canstatar & supenoridsde de régime cferecido a um Jos grupos d2 pesquisa que

regueira acBo imediata;

C CEP deve ser informadd e 10005 05 afaitos 2dverscs ou fatcs relevantes cue
slteren o curso narmal do estude. £ pagei o pesquisadar assegurar medidas
Imedatas acaquadas rente 3 Vanio ACYArsa SIave QLorrico (mesmoe que tenha
=40 8m outro. centro) e enviar notificacdes 20 CEF o & ANVISA, unta com sy
pEsiclonaments

Evantuals modificagtes cu amencas 20 protocolo devern ser apresantacas ao CEP
de forma dara & sucnta, dentificando 8 parte do protocole &8 ser modificads e
suas Justificativas. Em caso de projetos do Grupo 1 ou Il apresentados
amanarmente &8 ANVISA, o pesguisador ou patrotmador deye envia-ias tamoem
a mesma, junto cam o parecer aprovatdrio do CEP, pars serem Juntadas ao
protocolo micial

Redstdrics parcas & final devem ser apresentagos a0 CEP, Iniciadmente ate
131/05/2017 e so término do estudo.

COMITE L EVCA D PES0UHA
Ape P Cveca b - Cwen -~ R oo Jarwes - CEP X069442

ol T 30900457 R 3376 - Fax 303 mis - ' intlimwvitar — S=Dtencesaq gavie
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N VERNC DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO HEMORIO
RETARIA DE ESTADO DE SAUDE ettty

Sendo asum, por faveor, contate & Coordenagdo 0o CEP HEMORIC
Thais O&veira ¢ cselaine Souss) peln telefone 23337
3% O NuxO de SUa PESGUEa & TOMArMmes outras providencias partinentes.
iz Vita Nave
Coordenadora do
Ca - .
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ANEXO Il — Questionario aplicado (Ficha do Sinan Rickettsioses)
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