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RESUMO

RAIMUNDO, Juliana Macedo. Infeccdo por Bartonella spp. em gatos de abrigo da
Regido Metropolitana do Rio de Janeiro: implicagdes clinicas, hematoldgicas e
fatores associados. 2018. 68f. Tese (Doutorado em Medicina Veterinaria, Patologia
Clinica). Instituto de Veterinaria, Departamento de Medicina e Cirurgia Veterinaria,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2018.

Os gatos sdo os principais reservatorios de Bartonella henselae (Bh), B. clarridgeiae
(Bc) e B. koehlerae (Bk), as quais podem ser transmitidas ao homem por meio de
arranhdes ou mordidas e causar doencas. No Brasil os estudos sdo escassos,
principalmente aqueles que abordam a deteccdo molecular destas bactérias, bem como
seus impactos na rotina clinica veterinaria e saude publica. O objetivo deste estudo foi
detectar DNA de espécies de Bartonella em gatos de abrigos na Regido Metropolitana
do Rio de Janeiro e seus ectoparasitas e, adicionalmente, avaliar sinais clinicos,
alteracbes hematoldgicas e fatores associados a infec¢do. Duzentos e oito gatos de
abrigos foram subdivididos em dois grupos: G1, municipio do Rio de Janeiro (n=68) e
G2, incluindo os municipios de Belford Roxo, Duque de Caxias, Guapimirim, ltaguai,
Mesquita, Nova Iguacu, Sdo Goncalo e Seropédica (n=140). Os gatos foram avaliados
clinicamente e inspecionados quanto & presenca de ectoparasitos. Mediante contencéo
apropriada, amostras de sangue foram colhidas por venopuncédo cefalica e transferidas
para tubos contendo o anticoagulante EDTA. A triagem para deteccdo de DNA de
Bartonella spp. em amostras de sangue e ectoparasitos foi baseada nos genes gltA e ITS
(16S-23S). A associagdo entre a infeccdo bacteriana, dados hematoldgicos, sinais
clinicos e fatores de risco foi avaliada pelo teste exato de Fisher ou Qui-quadrado. No
presente estudo, oitenta e trés gatos (39,9%) foram positivos para Bartonella spp., dos
quais 22,1% e 48,6% pertenciam ao grupo 1 e grupo 2, respectivamente. Tal
discrepancia pode ser atribuida as medidas de higiene e controle de pulgas aplicadas nos
locais. DNA bacteriano foi detectado em pulgas e sangue de gatos infestados por pulgas
positivas, 0s quais apresentaram duas vezes mais chances de se infectarem (p>0,05). Tal
achado ressalta a importancia destes ectoparasitos na transmissdo dos patdgenos entre
o0s gatos. Bh e Bc foram detectadas em pulgas, enquanto que, Bh, Bc e Bk, em sangue
de gatos bacterémicos. Houve maior frequéncia de infeccdo em gatos amostrados nos
meses de Margo a Junho (p<0,05). E provavel que os tutores, por acreditarem néo se
tratar de periodo de atividade de ectoparasitos, reduzam os programas de controle de
pulgas. No entanto, outono ainda € uma estacdo ativa para pulgas, especialmente, no
Rio de Janeiro onde as temperaturas permanecem moderadamente elevadas durante todo
0 ano. Gatos nao castrados, com acesso a rua, histérico de briga, sem uso de
ectoparasiticidas e infestados por pulgas demonstram-se mais propensos a infeccao
(p<0,05). Os dados reforcam a associacgdo entre bacteremia e contato prévio com pulgas,
e enfatiza C. felis como principal vetor. Com relagdo as alteracfes hematoldgicas,
eosinofilia foi associada a infeccdo (p<0.05), sendo observada em 62,2% dos gatos
infectados. A ocorréncia Bartonella spp. em pulgas e gatos de abrigos na Regido
Metropolitana do Rio de Janeiro enfatiza a necessidade de alertar a comunidade
veterinaria local, proprietarios e autoridades de salde puUblica para o risco desta
zoonose. Medidas de controle devem ser implementadas para prevenir a infeccdo em
gatos, hospedeiros vertebrados e pessoas.

Palavras-chave: Bartonella spp., gatos de abrigo, pulgas, fatores
associados, hematologia



ABSTRACT

RAIMUNDO, Juliana Macedo. Bartonella spp. in shelter cats in the Metropolitan
Area of Rio de Janeiro: clinical, hematological and associated factors. 2018.
68f. Thesis (Doctorate Degree in Veterinary Medicine, Pathology). Instituto de
Veterinéria, Departamento de Medicina e Cirurgia Veterinaria, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2018.]

Cats are the main reservoirs of Bartonella henselae (Bh), B. clarridgeiae (Bc) and B.
koehlerae (Bk), which can be transmitted to humans through scratches or bites and
cause disease. In Brazil there are very few studies, especially focusing on molecular
detection of Bartonella species, as well as their impact in veterinary clinical practice
and public health. The aims of this study were to detect Bartonella DNA in blood of
shelter cats from metropolitan area of Rio de Janeiro State and their ectoparasites, and,
in addition, to evaluate associated risk factors, clinical signs, and hematological
abnormalities. Two-hundred and eight cats were sampled and divided into groups: G1,
those in the Rio de Janeiro municipality (n=68) and G2, those in the Belford Roxo,
Duque de Caxias, Guapimirim, Itaguai, Mesquita, Nova Iguacu, S&o Gongcalo, and
Seropédica municipalities (n=140). Cats were physically examined and inspected for
ectoparasites presence. By appropriate restrainment, blood samples were aseptically
obtained by cephalic phlebotomy, transferred into sterile tubes containing EDTA
anticoagulant.Bartonella DNA screening in EDTA-blood samples and ectoparasites was
based on the genes gltA and ITS (16S-23S). The association between bacterial infection,
hematological data, clinical signs, and risk factors was assessed by Fisher's exact test or
chi-square test. In the present study, eighty-three cats (39.9%) were positive for
Bartonella species, of which 22.1% and 48.6% were from G1 and G2, respectively.
Such discrepancy may be explained by differences in local hygiene conditions and
preventive flea control. Bacterial DNA was detected in fleas and in the blood of cats
infested by positive fleas, which were twice as likely to become infected (p>0.05). This
finding highlights the importance of these ectoparasites in the transmission of pathogens
among cats. Bh and Bc DNA were detected in cat fleas, while Bh, Bc and Bk in blood
from bacteremic cats. Cats with blood collected between March and June months were
significantly more frequently infected (p<0.05). A possible explanation is that owners,
thinking that cat flea season is over, reduce measures to control flea infestation in
their pets. Indeed, autumn months represent an active period for fleas, especially in
Rio de Janeiro, where temperatures remain moderate year round. Non-sterilized
cats, with outdoor access, fight histories, without an ectoparasiticide prophylactic
management and infested by fleas were more prone to be infected (p<0.05). The data
reinforce the association between bacteremia and previous contact with fleas, and
emphasizes C. felis as the main vector. Regarding hematological findings, eosinophilia
was associated with infection (p <0.05), being present in 64% of bacteremic cats.
The occurrence of Bartonella spp. in cats from shelters in the Metropolitan Region
of Rio de Janeiro and their fleas emphasizes the need to alert the local veterinary
community, owners and public health authorities to the risk of this zoonosis.
Ectoparasites control measures, especially those designed to prevent flea infestation
should be implemented to minimize the risk of infection by cats, other vertebrate hosts,
and humans.

Keywords: Bartonella spp., shelter cats, fleas, risk factors, hematology.
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1 INTRODUCAO

A bartonelose é causada por bactérias intracelulares pertencentes ao género
Bartonella. Estes micro-organismos sdo bem adaptados a persisténcia intracelular em uma
ampla variedade de animais domésticos e selvagens, incluindo bovinos, caninos, felinos e
o homem. O género compreende bactérias gram-negativas, de crescimento lento, que
parasitam em sua maioria eritrécitos e células endoteliais de mamiferos e causam
bacteremia prolongada. Em felinos, os estudos sdo recentes e ganham importancia pelo
fato da enfermidade ser uma zoonose emergente, em que estes animais constituem os
principais reservatorios.

Locais de clima quente e umido como o Brasil favorecem o desenvolvimento e

proliferacdo do principal artropode vetor entre os felideos, a pulga Ctenocephalides felis.
Tal fato quando associado a auséncia de métodos totalmente eficazes de controle deste
ectoparasito tornam importantes os estudos abordando bartonelose felina. Populacdes de
gatos errantes, de abrigos e semi-domiciliados apresentam maior risco de infeccdo por
Bartonella spp., especialmente devido a maior exposi¢do destes animais aos artropodes
vetores, bem como a brigas quando comparados aos gatos domiciliados.
Estudos baseados na identificacdo das espécies de Bartonella que afetam os animais e a
investigacdo do carater zoondtico das mesmas tornam-se relevantes em funcéo da estreita
relacdo entre 0 homem e os animais domésticos, em especial 0s gatos. Tal fato pode estar
relacionado a maior facilidade de criacdo e manejo destes animais associado ao acentuado
crescimento da populacéo felina no Brasil.

Os sinais clinicos da infeccdo por Bartonella spp. em felinos domésticos sao
varidveis e a gravidade da doenca depende de fatores ainda ndo totalmente esclarecidos,
sendo um destes a patogenicidade de diferentes cepas de Bartonella. Supde-se que
infeccBes concomitantes, situacGes de estresse e doencas imunossupressoras tornem a
enfermidade evidente clinicamente. De modo geral, a infeccdo é assintomatica com
resolucdo espontanea, tornando 0s animais portadores e potenciais reservatorios.
Investigacdes tém sido direcionadas acerca da relagdo causal entre infeccdo por Bartonella
spp. e algumas condicdes clinicas como estomatite, linfadenopatia, bem como uveite, febre
de causa desconhecida e endocardite. E dentre os achados laboratoriais, apesar dos estudos
serem restritos, sdo relatados anemia discreta a moderada, eosinofilia persistente,
neutrofilia madura e linfocitose, bem como hiperglobulinemia.

No Brasil, o diagnéstico de Bartonella € comumente realizado por métodos
soroldgicos, no entanto, ha limitacbes devido ao suprimento de antigeno, possibilidade de
reatividade cruzada, bem como do fato deste método néo indicar infeccdo ativa, mas sim
contato prévio com o agente etioldgico. Neste contexto, as técnicas de biologia molecular,
como a Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR) ganham destaque por permitir a
identificacdo de Bartonella spp. com elevada sensibilidade e especificidade. A
identificacdo molecular de agentes infecciosos, seguida por sequenciamento de varios
genes especificos constitui alternativa para o diagndstico das espécies de Bartonella,
auxiliando dessa forma na compreensdo da patogenia da doenca e na identificacdo de
reservatorios para espécies com potencial morbido para seres humanos e animais
domeésticos.

A bartonelose felina apresenta ampla distribuicdo mundial, no entanto, no Brasil os
estudos sdo bastante escassos, principalmente os que abordam a deteccdo e caracterizagao
molecular de Bartonella, bem como seus impactos na rotina clinica veterinaria e salde
publica. O projeto objetivou investigar a infecgdo por Bartonella spp. em gatos de abrigos



da Regido Metropolitana do Rio de Janeiro, por meio de métodos soroldgicos e
moleculares, bem como detectar a presenga do DNA bacteriano em ectoparasitos coletados
destes. E, adicionalmente, determinar as alteracfes clinicas, hematoldgicas e os fatores
associados a infecgdo natural a fim de orientar médicos veterindrios no diagnéstico da
bartonelose felina.



2 REVISAO DE LITERATURA

No Brasil, a populagdo de gatos tem apresentando crescimento anual acelerado,
sendo superior ao crescimento da populacdo de cdes (ABINPET, 2016). Em face a
verticalizacdo urbana das grandes cidades, tem-se optado pela criagcdo de gatos devido as
facilidades de manejo, baixo custo e reduzido espaco requerido. Estudos abordando
agentes infecciosos e parasitarios em animais de companhia tém sido intensificados em
decorréncia das doencas que promovem nos animais € no homem. Tais micro-organismos
podem ser carreados silenciosamente e transmitidos a outros animais por transfuséo
sanguinea, brigas e artropodes vetores, tais como pulgas e carrapatos, disseminando 0s
agentes.

One Health é um conceito que visa unir a saide humana, animal e ambiental,
desempenhando um papel significativo na prevencéo e controle de zoonoses (BIDAISEE e
MACPHERSON, 2014). Estudos que abordam as espécies de Bartonella ganham
importancia, pois estes agentes infectam uma variedade de animais, estdo ligados a
ocorréncia de doencas em humanos e sdo transmitidos por artropodes vetores (REGIER et
al., 2016). No Brasil, poucos estudos abordam a ocorréncia da Bartonella spp. em gatos. A
determinacdo de caracteristicas clinicas, hematoldgicas e fatores associados a ocorréncia
da bartonelose felina auxiliardo no diagndstico desta enfermidade e, consequentemente,
contribuirdo na profilaxia e controle, visando a sanidade do animal e do homem.

2.1. Bartoneloses

O termo bartonelose pode ser designado coletivamente a qualquer doenga
ocasionada por bactérias do género Bartonella. Correspondem a infec¢bes causadas por
bactérias intracelulares pertencentes ao género Bartonella, micro-organismos bem
adaptados a persisténcia intracelular em uma ampla variedade de animais domésticos e
selvagens, incluindo bovinos, caninos, felinos, homem e espécies de roedores que
funcionam como reservatorios para diversas espécies de Bartonella (KORDICK e
BREITSCHWERDT, 1998). Este género compreende pequenas bactérias Gram-negativas,
bacilares curvadas, intracelulares facultativas, flageladas ou ndo, aerdbicas e de
crescimento lento que parasitam em sua maioria eritrocitos e células endoteliais de
mamiferos e causam bacteremia prolongada. Bioquimicamente, apresentam atividade
negativa de catalase, oxidase, urease e nitrato redutase (CHOMEL, et al., 2004;
BOULOUIS et al., 2005). As especies de Bartonella estdo fortemente relacionadas entre si,
partilhando mais de 95% de homologia nas sequéncias dos genes 16S rRNA (JACOMO et
al., 2002; KESNEROVA et al., 2016).

Atualmente, a familia Bartonellaceae, que contém apenas bactérias do género
Bartonella, pertence ao filo Proteobacteria, classe Alphaproteobacteria e a ordem
Rhizobiales (BIRTLES et al., 1995). De acordo com a Lista de nomes procaridticos com
base na nomenclatura (List of Prokaryotic Names with Standing in Nomenclature —
LPSN), o género Bartonella compreende 33 espécies e 3 subespécies.

Até inicio da década de 90, o género Bartonella compreendia apenas a espécie
Bartonella bacilliformis, identificada em 1905 por Alberto Barton em esfregagos
sanguineos de pacientes com a doenca de Carrion (Febre de Oroya). Com o advento dos
ensaios moleculares, sequéncias do gene 16S rRNA foram analisadas e a familia
Bartonellaceae reorganizada taxonomicamente, de forma que, 0s géneros Bartonella,



Grahamella e Rochalimaea foram unificados no género Bartonella e a familia
Bartonellaceae, removida da ordem Rickettsiales (BRENNER et al., 1993; BIRTLES et al.,
1995). Como resultado destas reclassificagdes iniciais, compunham o género: Bartonella
baciliformis, B. quintana, B. vinsonii, B. henselae, B. elizabethae, B. talpae, B. peromysci,
B. grahamii, B. taylorii e B. doshiae.

Desde entdo, espécies e subespécies foram renomeadas ou descritas. Em 1996,
Bartonella vinsonii subsp. berkhoffii foi isolada de cdo com endocardite, Bartonella
clarridgeiae, isolada de gato doméstico de tutor portador do Virus da Imunodeficiéncia
Humana (HIV) e B. vinsonii, renomeada como Bartonella vinsonii subsp. vinsonii
(KORDICK et al.,, 1996; LAWSON e COLLINS, 1996). Em seguida, Bartonella
tribocorum e Bartonella alsatica foram isoladas em ratos e coelhos de vida livre (HELLER
et al., 1998; HELLER et al., 1999). Nos anos 2000, Bartonella koehlerae, Bartonella
vinsonii subsp. arupensis, Bartonella birtlessi, Bartonella schoenbuchensis, Bartonella
bovis, Bartonella capreoli e Bartonella chomelii foram isoladas e adicionadas a crescente
lista de espécies e subespécies de Bartonella (BERMOND et al., 2000; DROZ et al., 2000;
WELCH et al., 2000; DEHIO et al., 2001; BERMOND et al., 2002; MAILLARD et al.,
2004). Diversas espécies foram isoladas em roedores, a seguir Bartonella rattaustraliani,
Bartonella queenslandensis e Bartonella coopersplainsensi em ratos na Australia (GUNDI
et al., 2009), Bartonella japonica e Bartonella silvatica em roedores no Japdo (INOUE et
al., 2010).

Nos ultimos cinco anos, novas espécies foram isoladas nos mais diversos
hospedeiros. B. rochalimae foi isolada em humanos e caracterizada, experimentalmente,
como agente causador de febre (EREMEEVA et al., 2012). Bartonella jaculi, Bartonella
callosciuri, Bartonella pachyuromydis, e Bartonella acomydis foram isoladas de roedores
(SATO et al., 2013). Bartonella florenciae foi isolada de baco de musaranho (Crocidura
russula) (MEDIANNIKOV et al., 2013a), Bartonella senegalensis isolada em carrapatos
Ornithodoros sonrai colhidos em tocas de roedores (MEDIANNIKOV et al., 2013b) e,
mais recentemente, Bartonella ancashensis foi isolada de humanos previamente
diagnosticados com verruga peruana (MULLINS et al., 2015) e Bartonella apis isolada do
intestino de abelhas (Apis mellifera) (KESNEROVA et al., 2016).

Diversas espécies ou subespécies sdo conhecidas ou suspeitas de serem patogénicas
para seres humanos, incluindo B. henselae, B. clarridgeiae, B. koehlerae, B. quitana,
B.bacilliformis, B. vinsonii subsp. berkhoffii, B. vinsonii subsp. arupensis, B. grahamii, B.
elizabethae, B. tamiae, B. alsatica, B. washoensis, B. tribocorum, B. doshiae, B.
schoenbuchensis, B.rochalimae (GUPTILL, 2015; VAYSSIER-TAUSSAT et al., 2016;
CHOMEL et al., 2009).

Em gatos, observa-se com maior frequéncia infeccbes por B. henselae, B.
clarridgeiae e B. koehlerae, espécies para as quais constitui reservatorio principal
(MOGOLLON-PASAPERA et al.,, 2009; CHOMEL e KASTEN, 2010). Infeccbes
acidentais por B. bovis, B. quintana, B. vinsonii subsp. berkhoffii e B. capreoli foram
descritas (REGNERY et al., 2000; LA et al., 2005; BREITSCHWERDT et al., 2007;
VARANAT et al., 2009; GIL et al., 2013).

Desde o primeiro isolamento de B. henselae em gato doméstico no inicio da década
de 1990, vaérios estudos tém sido conduzidos em todo o mundo para determinar a
importancia dos gatos como reservatério desta bactéria (BOULOUIS et al., 2005;
CHOMEL et al., 2006a). Bartonella henselae divide-se em dois genétipos principais: Tipo
| (Houston1), predominante na Asia e tipo Il (Marseille), no oeste dos Estados Unidos da
América, Europa Ocidental e Australia (CHOMEL e KASTEN, 2010). Em humanos,
Bartonella henselae é o principal agente da Doenca da Arranhadura do Gato (DAG) e ja



foi isolada em casos de angiomatose bacilar, peliose hepatica, febre persistente,
bacteremia, endocardite, linfadenopatia crénica e disturbios neuroldgicos (SLATER et al.,
1992; SCOTT et al., 1996; CHOMEL e KASTEN, 2010; MAGGI et al., 2013)

Considerando a infeccdo em felinos, Bartonella clarridgeiae e Bartonella
koehlerae sdo isoladas com menor frequéncia do que B. henselae (CHOMEL e KASTEN,
2010). B. clarridgeiae foi isolada pela primeira vez em gato de individuo portador do virus
HIV (CLARRIDGE et al., 1995) e B. koehlerae, em gatos saudaveis na Califérnia (DROZ
et al.,, 1999). O envolvimento de B. clarridgeiae como causa de afeccdes em humanos
(DAG) baseia-se apenas em evidéncias soroldgicas (KORDICK et al., 1997,
MARGILETH e BAEHREN, 1998; SANDER et al., 2000; CHOMEL et al., 2006b).
Recentemente, Vieira-Damiani et al. (2015) detectaram DNA de B. clarridgeiae em
individuo assintomatico com histérico de inimeras doacdes de sangue, denotando a
importancia da transfusdo sanguinea como provavel via de infeccdo entre os humanos.
Bartonella koehlerae, por outro lado, foi incriminada como agente causal de endocardite
humana (AVIDOR et al., 2004).

Humanos séo os reservatdrios naturais de B. quintana. Embora esta espécie ja tenha
sido isolada em polpa dental, sangue e pulgas de gatos (ROLAIN et al., 2003; LA et al.,
2005; BREITSCHWERDT et al., 2007), e, adicionalmente, Bouhsira et al. (2013) tenham
sugerido a pulga C. felis como possivel vetor de B. quintana, a importancia epidemiolégica
dos felinos na infec¢do humana por esta espécie ainda ndo esta esclarecida.

Bartonella bovis foi isolada em gatos nos Estados Unidos, B. vinsonii subsp.
berkhoffii foi isolada em caso de osteomielite e, recentemente, B.capreoli foi detectada
molecularmente em sangue de gatos de abrigo. A forma de transmissdo destas espécies aos
felinos domésticos ainda ndo esta elucidada (REGNERY et al., 2000; VARANAT et al.,
2009; GIL et al.,, 2013). No entanto, Chomel et al. (2014), baseados em infeccdo
experimental, sugeriram que gatos ndo sdo reservatorios naturais de B. quintana, B. bovis e
B. vinsonii subsp. berkhoffii e acreditam tratar-se de infec¢des acidentais.

2.2. Bartonella spp. em Felinos

2.2.1. Prevaléncia

Espécies de Bartonella apresentam distribuicdo mundial, verificando-se maior
prevaléncia em areas cujas condicdes ambientais sdo mais propicias ao desenvolvimento
dos artrépodes vetores, isto €, em regides com temperatura e umidade mais elevadas
(BREITSCHWERDT e KORDICK, 2000; GUPTILL, 2010).

Estudos demonstram a ocorréncia de B. henselae e B. clarridgeiae na populagéo de
gatos no Brasil. Na maioria destes, ha predominio de infeccdo por B. henselae
(STAGGEMEIER et al., 2010; BORTOLI et al., 2012; BRAGA et al., 2012; MICELI et
al., 2013; ANDRE et al., 2014; STAGGEMEIER et al., 2014; ANDRE et al., 2015).
Infeccdo apenas por B. clarridgeiae foi evidenciada em gatos no Mato Grosso do Sul
(BRAGA et al., 2015). Outras espécies ainda nao foram detectadas na populacdo de gatos
no Brasil.

Infecgbes por Bartonella spp. em gatos diagnosticadas com base em ensaios
moleculares ja foram reportadas em todos os continentes. Baseados em alguns dos estudos
reportados na literatura, a infeccdo varia de 1% a 70.6% na Europa (FABBI et al., 2004;
TABAR et al., 2008; PENNISI et al., 2010; BENNETT et al., 2011; CHALONER et al.,
2011; GIL et al., 2013), 2.2% a 63% nas Américas (CHOMEL et al., 1995; MESSAM et
al., 2005; KELLY et al., 2010; NAMEKATA et al.,, 2010; MICELI et al., 2013;
CICUTTIN et al., 2014), 16.2% a 35% na Oceania (BRANLEY et al., 1996; JOSEPH et



al., 1997; BARRS et al., 2010), 12.7% a 40.4% na Asia (KIM et al., 2009; MARUYAMA
et al.,, 2001; TSAI et al., 2011; YUAN et al., 2011; ASSARASAKORN et al., 2012;
GUTIERREZ et al., 2013) e 7.8% a 23.5% na Africa (AZZAG et al., 2012; LOBETTI e
LAPPIN, 2012; TRATARIS et al., 2012). Tais variacbes podem estar relacionadas a
localizagdo geografica, tipo de populacdo amostral (domiciliado, abrigo, errante, saudavel,
doente), exposicdo a artropode vetor, método de diagnodstico empregado (Sorologia,
hemocultivo, PCR, gPCR, nested PCR, hemocultivo + PCR), bem como 0s genes
selecionados para diagnostico molecular (BOULQUIS et al., 2005).

No Brasil, embora estudos acerca da ocorréncia de Bartonella spp. em gatos sejam
escassos, nos ultimos 10 anos maior atencdo tem sido destinada a esta importante zoonose.
No final da década de 90, anticorpos anti-B.henselae foram detectados, através da técnica
de Reacgédo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), em 46% (47/102) dos gatos recebidos
entre 1994 e 1995 pelo Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) do municipio de Sdo Paulo
(SLHESSARENKO et al., 1996).

Utilizando a mesma ferramenta de diagndstico, outros trabalhos foram publicados
na regido Sudeste. Loureiro e Hagiwara (2007) observaram soroprevaléncia de Bartonella
henselae de 16% (32/200) em gatos sadios e doentes em Sdo Paulo. No Rio de Janeiro,
anticorpos anti-B.henselae foram detectados em 35,7% (5/14) de gatos saudaveis
pertencentes a tutores portadores do virus da imunodeficiéncia humana (HIV). Neste
mesmo estudo, cdes contactantes e proprietarios ndo foram reativos para B. henselae e o
DNA bacteriano ndo foi amplificado de ectoparasitos coletados dos animais (LAMAS et
al., 2010). Neste mesmo estado, anticorpos anti-B.henselae e DNA de Bartonella spp.
foram detectados em 25% (9/36) e 97.3% (36/37) dos gatos de um abrigo em Vassouras,
respectivamente (SOUZA et al., 2010). Crissiuma et al. (2011), por outro lado, observaram
frequéncias de infeccdo semelhantes utilizando a técnica de RIFI (47.5%; 19/40) e PCR
(42.5%; 15/40) em gatos clinicamente saudaveis submetidos a programa de castracdo no
Rio de Janeiro.

Em gatos de abrigos municipais do Rio Grande do Sul, DNA bacteriano foi
detectado em 17% (8/47) dos animais amostrados, com frequéncia de infeccdo de 10.6%
(5/47) para B. henselae e 6.4% (3/47) para B. clarridgeiae. Destes, 87.5% (7/8)
apresentavam estruturas intraeritrociticas em esfregaco sanguineo sugestivas de infec¢éo
por Bartonella spp. (STAGGEMEIER et al., 2010). Utilizando PCR como ferramenta
diagnostica, baixa frequéncia de infeccdo por Bartonella spp. foi reportada em populacgdes
de gatos saudaveis em S&o Paulo (4.3%; 2/46) e no Maranhé&o (4.5%; 9/200), as especies B.
henselae e B. clarridgeiae foram detectadas em ambos os estudos (BORTOLI et al., 2012;
BRAGA et al., 2012). Niveis de infeccdo semelhantes foram reportados em estudos
conduzidos em populacéo de gatos de abrigo e doentes no Mato Grosso (2.2%; 4/178) e
Mato Grosso do Sul (1.6%; 3/182), nestes, 0 DNA bacteriano sé foi detectado em gatos de
abrigo (MICELI et al., 2013; BRAGA et al., 2015). No Rio de Janeiro, Kitada et al. (2014)
observaram sororeatividade em 56.6% (107/189) da populagcdo amostrada, destes, 64.3%
(72/112) apresentavam-se coinfectados por Sporothrix spp. e 45.5% (35/77) sem
manifestacdes clinicas. Neste mesmo ano, Andreé et al. (2014) detectaram DNA bacteriano
em 30% (11/37) de gatos errantes que vivem no zoologico de S&o Paulo.

Estudos conduzidos com a técnica de gPCR evidenciaram infecgdo por B. henselae
e B. clarridgeiae em 25.5% (12/47) de gatos de abrigos municipais no Rio Grande do Sul,
e 30.5% (46/151) dos gatos amostrados no Mato Grosso do Sul, destes, 54.4% eram
domiciliados e 45.6% errantes (STAGGEMEIER et al., 2014; ANDRE et al., 2015).
Recentemente, DNA bacteriano foi detectado em 20% (6/30) de gatos domiciliados no Rio
Grande do Sul (MALHEIROS et al., 2016). No estado de Pernambuco, anticorpos anti-



Bartonella spp. foram detectados em 15% (6/40) de gatos pertencentes a areas rurais, no
entanto, nenhum destes animais apresentaram DNA bacteriano circulante. Por outro lado,
DNA de B. henselae e B. clarridgeaie foi amplificado em pulgas coletadas destes mesmos
felinos (FONTALVO et al., 2017). Estudos recentes, no Rio de Janeiro, demonstraram a
presenca do DNA de Bartonella spp. em 74.9% (122/163) de gatos domiciliados e 24.7%
(22/89) em gatos errantes e semi-domiciliados no entorno de area de preservacdo ambiental
(SOUZA et al., 2007; SIVA et al., 2008)

Considerando estudos em felinos selvagens, anticorpos anti-B.henselae foram
detectados em 95% (18/21) dos felinos selvagens de vida livre capturados em distintos
biomas do Brasil (FILONI et al., 2006) e 48% (71/147) em felinos selvagens de diferentes
localidades no Brasil, destes, 42% (43/102) do zoologico de S&o Paulo e 62% (28/45) de
felinos selvagens de vida livre capturados pela ONG Mata Ciliar em diversos estados no
Brasil. Neste mesmo estudo, foi detectado DNA de Bartonella spp. em gato-maracaja
(Leopardus wiedii) que veio a dbito. O felino foi mantido sob cuidados humanos por 15
anos e apresentava historico de perda de peso acentuada, desidratacdo e anemia (FILONI et
al., 2012). Baseado em técnicas moleculares, Guimaraes et al. (2010) detectaram DNA de
B. henselae em 14.9% (10/67) de felinos selvagens mantidos em cativeiro no Santuario de
Bela Vista no Parané.

2.2.2. Fatores de risco

Estudos epidemioldgicos baseados em testes de diagnostico soroldgico e/ou
molecular tém demonstrado maior prevaléncia de infeccdo em éareas de clima quente e
umido e em gatos infestados por pulgas e com acesso a rua (GUPTILL, 2010).

Na maioria das pesquisas, infeccdo por Bartonella spp. ocorre com maior
frequéncia em gatos errantes ou de abrigos, jovens (<1 ano), com historico de infestacdo
por pulgas e que convivem com outros gatos no mesmo ambiente (CHOMEL et al., 1995;
GURFIELD et al. 2001; GUPTILL et al., 2004; GIL et al., 2013). Gatos com habito de
caca foram significativamente mais propensos a ser soropositivos do que os gatos que nao
cacavam, tal fato pode estar associado a maior exposi¢do a artropodes vetores e/ou outras
formas de transmissdo deste agente (GUPTILL et al., 2004). Guimarées et al. (2011)
observaram que felinos selvagens machos apresentaram-se mais propensos a infeccao.

2.2.3. Transmisséo

Atualmente, artropodes vetores (moscas hematdfagas, pulgas, piolhos e carrapatos)
vém sendo incriminados na transmissdo destes agentes aos animais (BOULOUIS et al.,
2005; TSAl et al., 2011).

Estudos baseados em formas de transmisséo e evidéncias epidemioldgicas apontam
a presenca de pulgas (Ctenocephalides felis) como elemento crucial na transmisséo
horizontal de B. henselae, B. clarridgeiae e B. koehlerae aos gatos (CHOMEL et al., 1996;
ABBOTT et al., 1997; ROLAIN et al., 2003; TSAI et al., 2011; KAMANI et al., 2015).
Tal condicdo esta relacionada a auséncia de soroconversao ou bacteremia em gatos nédo
infectados quando em convivio com gatos infectados em ambientes livres de ectoparasitos
(CHOMEL et al., 1996; ABBOTT et al., 1997).

Estudo sugere que, assim como observado experimentalmente, as pulgas possam
transmitir B. henselae através da saliva ao se alimentarem em hospedeiro susceptivel
(BOUHSIRA et al., 2013). No entanto, a efetiva transmissao bacteriana pela pulga durante
repasto sanguineo ainda ndo foi comprovada in vivo e deste modo, acredita-se que a
exposicdo do hospedeiro as fezes de pulgas contaminadas seja a principal rota de
transmissdo (FOIL et al., 1998).



B. henselae, B. clarridgeiae e B. quintana persistem por alguns dias em fezes
eliminadas por pulgas infectadas (BOUHSIRA et al., 2013). Os gatos, por sua vez,
contaminam suas garras e cavidade oral com fezes durante o processo de higienizacao
(BOUHSIRA et al.,, 2013; NAMEKATA et al., 2010; OSKOUIZADEH et al., 2010;
PENNISI et al., 2013). Deste modo, ao interagir com outros gatos e/ou ser humano, por
meio de mordedura e/ou arranhaduras, pode ocorrer inoculacdo bacteriana. Corroborando a
estes achados, tem-se a inducdo de bacteremia em gatos ap6s a inoculacao intradérmica de
fezes de pulgas contaminadas (FOIL et al., 1998).

Resumidamente, acredita-se que as pulgas adquirem as bactérias durante o repasto
sanguineo em gato infectado. Nas pulgas, as bactérias se replicam no aparelho digestivo e
nas glandulas salivares e sdo transmitidas pelo vetor através da saliva durante repasto
sanguineo ao hospedeiro susceptivel ou por inoculagdo das fezes contaminadas durante
interacdes entre 0s gatos por arranhaduras e/ou mordeduras.

Os carrapatos sdo considerados potenciais vetores de espécies de Bartonella. As
observacBes que suportam a transmissdo de Bartonella spp. entre gatos, cdes, humanos e
outros hospedeiros mamiferos incluem a deteccdo de DNA bacteriano em carrapatos
coletados em animais e em humanos com histérico de mordida por carrapatos e improvavel
exposicio a gatos ou pulgas (COTTE et al., 2008; TSAI et al., 2011; MAGGI et al., 2013).
Em estudo baseado em alimentacdo artificial, Cotté et al. (2008) demonstraram a
transmissdo transestadial de B. henselae por carrapatos Ixodes ricinus, bem como
migracao, multiplicacdo bacteriana nas glandulas salivares e transmissao através da saliva
dos carrapatos. Neste mesmo estudo, gatos experimentalmente infectados, apresentaram-se
bacterémicos sete dias apds infeccdo. Deste modo, os autores sugerem a competéncia
vetorial de I. ricinus para B. henselae. No entanto, apesar desta evidéncia, a questdo da
transmissdo de B. henselae por carrapatos a um hospedeiro vertebrado em condigdes
naturais e sua importancia epidemioldgica permanece incerta (ANGELAKIS et al., 2010;
CHOMEL e KASTEN, 2010).

O Colégio Americano de Medicina Interna Veterinaria (ACVIM) recomenda que 0
sangue de gatos e cdes doadores seja rastreado para algumas doencas infecciosas vetoradas
ou ndo por artrépodes vetores, dentre estas, hemoplasmose, cytauxzoonose e bartonelose
(WARDROP et al., 2005), logo, a transfusdo sanguinea configura uma possivel rota de
transmisséo de Bartonella spp. Aparentemente ndo ocorre transmissdo de B. henselae entre
gatos por via sexual, vertical (transplacentaria, durante o nascimento e lactacdo) e,
adicionalmente, por mordedura ou arranhadura em ambientes livres de pulgas (ABBOTT
etal., 1997).

Dentre as espécies de Bartonella responsaveis por doenga em humanos, B. henselae
apresenta destaque. A transmissdo de B. henselae ao homem ocorre mais comumente
através da inoculacdo bacteriana em lesdes cutaneas causadas, principalmente, por
arranhdes de gatos contaminados com fezes de pulgas (CHOMEL et al., 1996; MAGUINA
et al., 2009). A transmissdo por mordeduras de gatos também € relatada na literatura,
apesar de ocorrer com menor frequéncia (CHOMEL et al., 2006a). O papel dos artrépodes
vetores na transmissdo direta de Bartonella spp. a0 homem ainda ndo foi esclarecida
(CHOMEL et al., 1996), entretanto, sabe-se que a presenca da pulga C. felis € essencial na
manutencdo da infeccdo na populagdo felina (BREITSCHWERDT e KORDICK, 2000).
Tal o fato que existe uma elevada correlacdo entre a alta infestacéo por pulgas em gatos e o
elevado nimero de casos diagnosticados em humanos (CHOMEL et al., 1996).



2.2.4. Patogenia e sinais clinicos

Acredita-se que o conceito geral do ciclo de infec¢do seja comum entre os membros
do género Bartonella. Presumivelmente, o ciclo de infeccdo inicia-se pela inoculacdo de
Bartonella nos hospedeiros mamiferos por acdo de artropodes hematéfagos. Embora o
nicho primario da colonizacdo bacteriana ainda ndo esteja bem definido, acredita-se que
seja 0 endotélio vascular, local onde residem e se replicam inicialmente. Em intervalos de
dois e cinco dias, as bactérias sao liberadas do nicho primario para a corrente sanguinea, de
onde podem retornar ao nicho primario e iniciar outro ciclo de infecgdo, ou infectarem os
eritrocitos numa sequéncia de etapas que incluem adesdo/ligacédo aos eritrdcitos, invaséo,
replicacdo em um compartimento intracelular ligado a membrana e persisténcia intracelular
ndo replicativo durante varias semanas, o que viabiliza a transmissdo vetorial (HARMS e
DEHIO, 2012) (Figura 1).
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Figura 1. Modelo do ciclo de infeccdo de espécies de Bartonella (Adaptado de Dehio,
2005)

A invasdo intraeritrocitica € uma estratégia de persisténcia bacteriana, pois permite
as bactérias evadir o sistema imune do hospedeiro e consequentemente, promover
bacteremia cronica persistente, além de diminuir consideravelmente a eficacia de
antimicrobianos e permitir integridade bacteriana para eficiente transmissdo pelo artrépode
vetor (MEHOCK et al., 1998; ROLAIN et al., 2002; HARMS e DEHIO, 2012).

Os gatos domésticos sdo considerados reservatdrios naturais de algumas espécies de
Bartonella e, desta maneira, carreadores assintomaticos destas bactérias. Na dinamica da
infeccdo, gatos infectados com B. henselae ou B. clarridgeiae podem desenvolver
bacteremia crénica que pode se estender por anos e ser recorrente com intervalos
irregulares, tal cronicidade pode se estender por tempo indeterminado quando em
exposicéo continua as pulgas (ABBOTT et al., 1997; KORDICK et al., 1995; KORDICK
et al., 1999; YAMAMOTO et al., 2003). O periodo para soroconversdo € variavel, no
entanto, ocorre geralmente em duas semanas ap0s a bacteremia e o pico de titulo atingido
em média apos 28 dias da inoculagdo, sucessivamente ha declinio gradual e se mantém em
nivel estavel por anos (ABBOTT et al., 1997). Estudo a cerca de reinfeccéo por Bartonella
sugere que a resposta imunoldgica protetora seja especifica a determinado genétipo e/ou a
especie infectante. Gatos previamente infectados por B. henselae tipo | ou tipo Il foram
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susceptiveis a infeccdo por B. clarridgeiae. De maneira semelhante, gatos infectados por B.
koehlerae ou B. clarridgeiae demonstraram ser susceptiveis a infecgdo por B. henselae tipo
I ou Il. Por outro lado, gatos inicialmente infectados por B. henselae tipo | tornaram-se
protegidos contra infec¢do por este mesmo gendtipo e demonstraram protecdo parcial ou
completa contra infec¢do subsequente por B. henselae tipo 11 (YAMAMOTO et al., 2003).

A maioria dos gatos natural ou experimentalmente infectados ndo apresenta sinais
clinicos (GUPTILL, 2010). Apesar de extenso estudo, a relacdo entre a infeccdo com
Bartonella spp. e doenca clinica nos gatos ainda estd sob investigacdo e ndo foi
comprovada até a presente data.

Muitos dos estudos baseiam-se na detec¢do de anticorpos por testes soroldgicos.
Estes, no entanto, apresentam valor limitado no estabelecimento de correlacdo entre
infeccdo e achados clinicos, pois apenas evidenciam exposi¢do ao agente e ndo infeccao
ativa (STUTZER e HARTMANN, 2012). Deste modo, estudos baseados na deteccéo de
DNA bacteriano sdo necessarios para evidenciar a bartonelose felina clinica (BRUNT et
al., 2006). Vale ressaltar ainda que, a elevada prevaléncia de Bartonella spp. em gatos
saudaveis torna dificil demonstrar a relagdo causal entre alteragdes clinicas e patdgeno
(STUTZER e HARTMANN, 2012). Esta elevada prevaléncia associada a um curso de
infeccdo assintomatico demonstra uma longa histéria de co-evolucdo e equilibrio da
relacdo entre Bartonella spp. e os gatos (ABOUDHARAM et al., 2005).

Em infeccdo experimental com Bartonella spp., os sinais clinicos, se presentes,
geralmente sdo leves, transitorios e com resolucdo espontanea. As anormalidades ja
reportadas na literatura incluem abscesso nos locais de inoculagdo, linfadenopatia
periférica, febre autolimitante, anemia discreta, letargia, anorexia e sinais neuroldgicos
suaves (GUPTILL et al., 1997; KORDICK et al., 1999; YAMAMOTO et al., 2003).

Gatos naturalmente infectados por B. henselae normalmente ndo manifestam sinais
clinicos e aparentemente toleram a bacteremia crénica sem anormalidades clinicas notérias
(STUTZER e HARTMANN, 2012). Ainda que ndo conclusivos, estudos tém sido
direcionados na investigacdo da associacdo entre a infeccdo por Bartonella spp. e
alteracdes clinicas diversas em gatos, tais como: endocardite (CHOMEL et al., 2003;
PEREZ et al., 2010), estomatite (SYKES et al., 2010), miocardite piogranulomatosa e
miosite diafragmatica (VARANAT et al., 2012), febre de causa desconhecida (LAPPIN et
al., 2009; BREITSCHWERDT et al., 2015), uveite (LAPPIN et al., 2000) e desordens no
sistema nervoso central (PEARCE et al., 2006; LEIBOVITZ et al., 2008). Destes, apenas
os casos fatais de endocardite, miocardite piogranulomatosa e miosite diafragmatica
apresentaram evidéncias da relacdo causal. Sugere-se que gatos tém maior probabilidade
de desenvolver doenga clinica quando infectados por espécies de Bartonella para as quais
ndo constitui reservatorio como, por exemplo, Bartonella vinsonii subsp. berkhoffii,
espécie incriminada em caso de osteomielite recorrente em gato (VARANAT et al., 2009).

No tocante as enfermidades concomitantes a infeccdo por Bartonella spp. em gatos, as
retroviroses  FIV (Virus da Imunodeficiéncia Felina) e FeLV (Virus da Leucemia Felina) se
destacam, pois constituem as retroviroses mais frequentes e potencialmente imunossupressoras
da clinica de felinos. Segundo Breitschwerdt (2008), tais retroviroses aparentemente aumentam
a patogenicidade de Bartonella henselae em gatos.

As condigbes clinicas sugeridas como atribuiveis & bartonelose felina também
podem resultar de outras etiologias, tal fato torna dificil determinar se as espécies de
Bartonella s&o, de fato, responsaveis pela afeccdo (GUPTILL, 2010). Deste modo, faz-se
necessario o diagndstico diferencial com outras doencas crénicas como herpesvirus felino
tipo I, sindromes neuroldgicas, virus da imunodeficiéncia felina (FIV) e leucemia felina
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(FeLV), toxoplasmose, doenca fungica sistémica e linfoma (ALMEIDA e BABO-TERRA,
2013; PRESSLER, 2006).

Na maioria dos casos 0s achados histopatoldgicos sdo normais. Alguns gatos
apresentam hiperplasia de orgdos linféides e pequenos focos de inflamagédo linfocitica,
piogranulomatosa ou neutrofilica em pulméo, figado, baco, rim ou coracdo, outros
demonstraram pequenos focos de necrose hepética ou esplénica (KORDICK et al., 1999).

2.2.5. Diagnostico

Ha diversas técnicas disponiveis para diagnostico de agentes infecciosos na
medicina felina (VEIR e LAPPIN, 2010). O diagndstico da bartonelose em amostras
clinicas ainda constitui um desafio, uma vez que Bartonella spp. sdo organismos
fastidiosos, de dificil crescimento em meios de cultura (BRUNT et al., 2006).

Segundo o Centro de Controle e Prevencdo de Doencas (CDC), infecces por
Bartonella spp. em gatos devem ser confirmadas por meio de cultivo de sangue ou tecidos,
por amplificacdo de sequéncia de DNA das bactérias presentes por meio de Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR) ou deteccdo de anticorpos anti-Bartonella. No entanto, o
diagnostico definitivo de Bartonella € dificil, uma vez que o valor diagnostico de cada
teste permanece incerto e indisponivel.

Os testes sorolégicos, ensaio imunoenzimatico (ELISA) e reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI), constituem alternativa de diagnostico. No entanto,
estes testes tém limitacGes quanto a diferenciacdo entre infeccdo ativa e contato prévio e
pela reatividade cruzada com Coxiella, Chlamydia e outras espécies de Bartonella. O
resultado soroldgico positivo sugere exposicdao, mas nao prova a infec¢cdo atual e € incapaz
de determinar a espécie infectante e um resultado negativo ndo exclui a infeccdo
(ALMEIDA e BABO-TERRA, 2013; NAKAMURA et al., 2011; WHITTEMORE et al.,
2012). O teste soroldgico de imunofluorescéncia indireta é a ferramenta diagndstica mais
sensivel para confirmar a exposicdo bacteriana, no entanto, ndo é util na identificacdo de
quais animais podem representar um risco para a salde dos proprietarios ou identificar os
animais que necessitam de tratamento. Logo, os resultados dos testes soroldgicos devem
ser interpretados com cautela (BRUNT et al., 2006).

As limitacGes dos testes soroldgicos adicionadas a rapidez de execucdo, assim como,
a especificidade e sensibilidade elevadas das técnicas de biologia molecular resultaram no
uso frequente da PCR no diagnéstico de enfermidades infecciosas (VEIR e LAPPIN,
2010). ldentificacdo molecular e sequenciamento de genes especificos tem sido uma
alternativa para o diagnostico de Bartonella spp., auxiliando dessa forma na identificagdo
de reservatorios para espécies com potencial moérbido para seres humanos e animais
domeésticos. DNA bacteriano pode ser detectado em sangue, fluido e/ou tecido. Resultados
positivos identificam a presenca do DNA de Bartonella spp., no entanto, ndo indicam que
0 micro-organismo esta vivo ou que o gato estd clinicamente doente em funcdo da
infeccdo. Por outro lado, resultados falso-negativos podem ocorrer em funcdo da
bacteremia intermitente, uso de antibioticos, auséncia ou pouco DNA microbiano na
amostra testada (NAKAMURA et al., 2011).

Zanutto et al. (2001) e Varanat et al. (2009) demonstraram aumento da sensibilidade
da PCR no diagndstico de Bartonella spp., quando ha associacdo da mesma ao
hemocultivo prévio da amostra. De forma que esta associagdo constitui método mais
eficiente no diagndstico de felinos infectados e bacterémicos. André et al. (2015) e
Staggemeier et al. (2014) demonstraram maior sensibilidade de diagnostico utilizando o
PCR em tempo real quando comparado a PCR convencional.
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No tocante as alteracdes laboratoriais hematoldgicas ou bioguimicas relacionadas a
infeccdo, poucos estudos tem sido desenvolvidos. Dos poucos relatos, todos sdo baseados
em evidencias em gatos experimentalmente infectados. S&o relatadas desde ausentes a
discretas alteragdes laboratoriais, como presenca de anemia discreta a moderada,
neutrofilia madura, linfocitose e eosinofilia persistente em gatos infectados por B. henselae
(BREITSCHWERDT e KORDICK, 2000; BREITSCHWERDT et al., 2005; GUPTILL,
2010; SOUZA et al., 2017). Hiperglobulinemia foi associada a infeccdo natural por
espécies de Bartonella (WHITTEMORE et al., 2012).

O diagnostico de bartonelose felina envolve um conjunto de achados, como
evidencia clinica de sindrome associada a infeccdo por Bartonella spp., exclusdo de outras
possiveis causas da sindrome clinica, deteccdo de Bartonella spp. nos testes diagndsticos
(cultura microbiolégica, PCR e/ou sorologia) e resposta ao tratamento preconizado para
bartonelose em felinos (BRUNT et al., 2006).

2.2.6. Tratamento

Segundo o Centro de Controle e Prevencdo de Doengas, a terapia antimicrobiana
com doxiciclina, amoxicilina, enrofloxacina, rifampicina ou eritromicina instituida por
periodo prolongado (4 a 6 semanas) pode ser efetivo na minimizacdo da bacteremia em
gatos, no entanto, nenhum protocolo terapéutico baseado em antimicrobiano Unico ou a
combinacdo destes demonstrou total eficiéncia na eliminacdo dos micro-organismos da
circulacdo sanguinea. Dado ao prolongado periodo requerido de tratamento e a
possibilidade de desenvolvimento de resisténcia antimicrobiana, a instituigdo de tratamento
é indicada apenas em circunstancias especificas: gatos com sinais clinicos de infec¢do por
Bartonella spp. ou gatos jovens de até dois anos infectados por Bartonella spp. com
manifestacdo ou ndo de sinais clinicos e que convivam com pessoas imunocomprometidas
ou criangas (STUTZER e HARTMANN, 2012).

O tratamento de eleicdo em gatos infectados e assintomaticos em contato com
individuos imunossuprimidos é a doxiciclina devido a efetividade e seguranca terapéutica.
A dose recomendada é de 5-10mg/Kg uma ou duas vezes ao dia administrado por via oral
junto a alimentacdo ou com fornecimento subsequente de agua devido ao risco de esofagite
associada a terapia com tetraciclinas em gatos (McGROTTY e KNOTTENBELT, 2002;
GERMAN et al., 2005; STUTZER e HARTMANN, 2012). O tratamento nio garante a
total eliminacdo bacteriana em todos os gatos submetidos ao protocolo terapéutico
(STUTZER e HARTMANN, 2012). Tal fato pode estar relacionado a presenca de genes de
resisténcia aos antibidticos em B. henselae, de forma que tratamentos alternativos podem
ser necessarios em alguns casos (NAKAMURA et al., 2011).

Existem alguns relatos bem sucedidos de uso de antibidticos em felinos.
Mostraram-se eficazes a administracdo associada de azitromicina (10mg/Kg/48h durante 3
meses) e amoxicilina/clavulanato (62,5mg/12h durante 2 meses) no tratamento de
osteomielite recorrente em gato infectado por Bartonella vinsonii subsp. berkhoffii, bem
como, associagdo de amoxicilina/clavulanato  (22mg/Kg/24h), marbofloxacina
(5mg/Kg/24h) e azitromicina (10mg/Kg/24h) durante 6 semanas em tratamento de
endocardite ocasionada por Bartonella henselae (VARANAT et al., 2009; PEREZ et al.,
2010).

O tratamento de gatos assintomaticos ndo € recomendado, salvo excecdo acima
citada. E, quando necessario o tratamento antimicrobiano, o controle continuo dos
ectoparasitos, em especial as pulgas deve ser iniciado e mantido. E digno de nota que,
embora o tratamento diminua o nivel de bacteremia nos gatos, ndo ha evidéncias concretas
de que ndo havera transmissdo do patdgeno aos proprietarios (GUPTILL, 2012).
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2.2.7. Prevencao

Considerando as possibilidades de transmissdo associadas aos fatores de risco, a
prevencdo de infeccdes por Bartonella em gatos é realizada evitando a exposicdo a animais
infectados e suas pulgas. Recomenda-se eliminar 0s ectoparasitos, especialmente as pulgas,
evitar acesso as ruas e gatos errantes. Outra medida profilatica inclui a ndo administragédo
de hemocomponentes de gatos infectados a gatos doentes, visto que, € relatada a
transmissdo de Bartonella spp. por inoculacdo de sangue de gato infectado (WARDROP et
al., 2005; GUPTILL, 2012).

Com relacdo a prevencdo no homem, o Centro de Controle e Prevencdo de Doencas
recomenda evitar arranhdes e mordidas, principalmente de gatos de rua/errantes ou
filhotes, pois o0 DNA bacteriano também pode ser amplificado a partir de saliva de gatos
assintomaticos e doentes, bem como de suas unhas, portanto, mordidas e arranhdes devem
ser evitados (QUIMBY et al., 2008; KIM et al., 2009), controle de ectoparasitas em gatos,
especialmente as pulgas; manter os gatos no interior das casas e sem contato com gatos
errantes.  Tais medidas sdo  especialmente  importantes para individuos
imunocomprometidos.

2.2.8. Importancia na Saude Publica

O género Bartonella compreende importantes patdgenos associados a diversas
manifestagdes clinicas em humanos. Destes, Bartonella henselae é a principal espécie
transmitida dos gatos para humanos (STUTZER e HARTMANN, 2012). Acredita-se que a
transmisséo de B. henselae de gatos aos seres humanos ocorra principalmente por meio de
arranhdes contaminados com excrementos de pulgas (CHOMEL et al., 1996)

H& uma variacdo consideravel nas apresentacdes clinicas e lesbes associadas a
infeccdo por Bartonella spp. em pessoas. Esta variabilidade pode ser atribuida a diferencas
de estirpes bacterianas, bem como a integridade e diferencas na resposta imunolégica do
individuo infectado (KORDICK et al., 1997). As espécies de Bartonella provocam uma
variedade de sindromes clinicas em humanos, que incluem doenca da arranhadura do gato
(DAG), angiomatose e peliose bacilar, peliose bacilar parenquimatosa, febre recorrente
com bacteremia, endocardite, neurite Optica, osteomielite e granulomas pulmonares,
hepéaticos e esplénicos. De maneira geral, individuos imunocompetentes apresentam
infeccOes localizadas e auto-limitantes, por outro lado, em imunocomprometidos, a
infeccdo frequentemente € sistémica e possivelmente fatal (GUPTILL, 2015).

Individuos imunocompetentes normalmente ndo exibem sinais clinicos e estes,
quando presentes, caracterizam uma infeccdo localizada, tipicamente DAG (STUTZER e
HARTMANN, 2012; GUPTILL, 2015). O termo DAG denota geralmente uma doenca
auto-limitante caracterizada por febre e linfadenopatia (NOAH et al., 1997). Estudos tém
sugerido que a bartonelose ndo constitui doenca importante apenas para individuos
imunocomprometidos. Correa et al. (2012) demonstraram elevada associacdo entre
infeccdo por Bartonella spp. e cardiomiopatias (endocardite, arritmias e doenca de
Chagas).

Por outro lado, individuos imunocomprometidos sdo mais gravemente acometidos,
principalmente aqueles portadores do virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (CHOMEL
et al., 2004). Tal o fato, que dentre uma populagdo soropositiva para HIV e Bartonella
spp., 35,7% dos gatos pertencentes a este grupo de pacientes também eram soropositivos
para Bartonella, sugerindo a importancia dos gatos domésticos na transmissdo da bactéria
para estes individuos (LAMAS et al. 2010). Curi et al. (2006) associaram a ocorréncia de
manifestacdes oculares a infecgdo por B. henselae em trés pacientes HIV positivos com
historico de contato com gatos. Infeccdo por B. henselae foi reportada em paciente HIV
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positivo com sinais clinicos e historico de mordidas e arranhaduras por seus gatos, sendo
estes também positivos para Bartonella spp. (DOS SANTOS et al., 2008). Todos estes
estudos confirmam a estreita relacdo entre gatos e bartonelose em humanos
imunocomprometidos e ressaltam a importancia do diagndstico e prevencéo desta zoonose.

E, de extrema importancia, o fato da soroprevaléncia de Bartonella spp.,
especialmente B. henselae, ser superior em grupos de risco especificos, nos quais
veterinarios e criancas destacam-se (CHOMEL e KASTEN, 2010). Bartonella henselae e
B. clarridgeiae j& foram detectadas em veterinarios que apresentavam sintomas variaveis
(febre, dor de cabeca, linfadenopatia, lesdo papular, convulsbes e anormalidades
neuroldgicas) e histérico de mordidas e arranhaduras por gatos (KORDICK et al., 1997;
MAGGI et al., 2013). Representam um grupo vulneravel a infeccdes por estes agentes em
virtude das atividades inerentes a profissdo, como estar em frequente contato com gatos
expostos ou infestados por pulgas, gatos domiciliados e errantes, dos quais pouco se sabe
sobre sua condi¢cdo clinica, bem como imprudéncia, por parte destes profissionais, na
higienizacdo das maos entre atendimentos clinicos ou demais procedimentos, e na
higienizacdo imediata de feridas apds mordidas sofridas (BRUNT et al., 2006). Em
decorréncia de poucas informacdes disponiveis a respeito da ocorréncia de bartonelose em
veterinarios e por representarem grupo potencial de risco, estes profissionais devem utilizar
equipamentos de protecdo e conterem adequadamente seus pacientes felinos antes de
qualquer procedimento a fim de evitar mordidas e arranhdes (MAGGI et al., 2013).

Instituicbes de salde internacionais relacionadas ao tratamento de infeccGes
oportunistas em adultos, adolescentes e criancas infectadas ou expostas ao HIV
recomendam que ao adotar gatos, 0s mesmos tenham idade superior a um ano, estejam em
bom estado de saude e livre de pulgas, com manutencdo do controle mensal das pulgas e
impedimento de lambedura de feridas ou cortes pelos felinos (GUPTILL, 2010). Embora
esta recomendacdo ndo esteja explicitamente relacionada a bartonelose, evidencia-se a
vigilancia a sanidade destes animais e consequentemente ao homem, principalmente
aqueles em condi¢des imunossupressoras.

3 MATERIAL E METODOS

3.1.  Animais

Os procedimentos efetuados no estudo foram previamente aprovados pelo Comité
de Etica do Uso de Animais da presente instituicdo sob protocolo de nimero 027/2014
(Anexo I1).

O estudo foi conduzido com gatos pertencentes a diferentes abrigos da Regido
Metropolitana do Rio de Janeiro, cuja amostragem abrangeu, no méaximo, 30% da
populacéo total de gatos. Duzentos e oito gatos foram amostrados, por conveniéncia nao
probabilistica, e subdividos em dois grupos: a) Grupo 1, referente a abrigos localizados no
municipio do Rio de Janeiro (68 gatos em 4 abrigos) e b) Grupo 2, aqueles localizados nos
municipios de Belford Roxo, Duque de Caxias, Guapimirim, ltaguai, Mesquita, Nova
Iguacu, Sdo Gongalo e Seropédica (140 gatos em 14 abrigos) (Figura 2). Previamente a
coleta de sangue dos gatos, os tutores foram devidamente esclarecidos sobre os termos do
projeto, objetivos e importancia do estudo e posteriormente um Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (Anexo 1) foi assinado permitindo a coleta e uso do material na
pesquisa. Informacdes individuais dos felinos, tais quais, padrdo racial, sexo, idade,
historico de ectoparasitos e doencas e ambiente foram obtidas.
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Figura 2: Municipios da Regido Metropolitana do Rio de Janeiro dos quais foram obtidas
as amostras de sangue de felinos domésticos.

BGrupo 1: Rio de Janeiro (n=68) e BGrupo 2: Demais municipios (n=140) — a) Itaguai (n=16), b)
Seropédica (n=46), c) Nova Iguacu (n=20), d) Duque de Caxias (n=7), e) Mesquita (n=20), f)
Belford Roxo (n=7), g) Guapimirim (n=9), h) Sdo Gongalo (n=15).

3.2.  Exame Clinico dos Gatos

Os gatos amostrados foram devidamente contidos e inspecionados quanto a
presenca de ectoparasitos. E estes, quando presentes, coletados manualmente,
acondicionados em microtubos estéreis e armazenados a — 20°C até processamento.

Os dados do exame clinico foram registrados em fichas clinicas individuais,
contendo além dos sinais clinicos evidenciados, dados referentes ao comportamento,
condicdo corporal, historico e presenca de ectoparasitos. O total de gatos amostrados foi
subdivido em sintomaético e assintomatico segundo a presenca ou auséncia dos seguintes
sintomas: anorexia, letargia, falha reprodutiva, diarreia, alteracbes de pele, alteracOes
oculares (conjuntivite, lacrimejamento excessivo, secre¢do), alteracfes orais (estomatite,
gengivite, Ulceras orais), desidratacdo, febre (>39,2°C), linfadenomegalia, alteracdes
respiratorias, alteragcdes no trato urinario (obstrucéo urinaria, hematuria e calculo renal) e
enfermidades (esporotricose e hipertireoidismo).

3.3.  Coleta de Sangue

As amostras sanguineas foram obtidas por venopuncéo cefélica, femoral ou jugular.
O total de 3 mL de sangue coletado foi dividido em frascos contendo EDTA (2 mL) e sem
anticoagulante (1 mL) para posterior separacdo do soro sanguineo por centrifugacdo. As
amostras coletadas foram transportadas sob refrigeracdo e processadas, no prazo maximo
de 24h, no laboratorio de Patologia Clinica Veterinaria da Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro. As aliquotas de soro foram preservadas em congelamento a— 20°C e
utilizadas na realizacédo do teste soroldgico. As amostras nos tubos contendo EDTA foram
empregadas na analise hematoldgica e posteriormente armazenados a — 80°C para posterior
processamento laboratorial (biologia molecular), conforme descrito abaixo.
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3.4.  Analises Hematoldgicas

A analise hematoldgica foi realizada por meio do contador hematoldgico
automatico de células (Poch 100iV/Roche), cujos parametros hematoldgicos determinados
foram: contagem de hemacias (x10%/uL), leucocitos (x10%/uL) e plaquetas (x10%/uL),
determinacdo de hemoglobina (g/dL), volume globular (%), CHCM (%), VCM (fL).
Morfologia eritrocitaria e leucometria especifica (percentual de eosindfilos, neutrdfilos,
linfécitos, monadcitos e basofilos) foram avaliadas em esfregacos sanguineos corados pelo
método de coloracdo instantanea (Panotico Rapido®) com auxilio de microscépio oOptico,
objetiva de imersdo 1000x. A concentracdo de proteinas totais foi determinada pela técnica
de refratometria.

3.5.  Testes Soroldgicos Bartonella henselae

A deteccdo de anticorpos IgG anti- B. henselae foi realizada por Kit comercial de
Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (Bion®, Illinois, USA). O titulo de 1:64 foi
utilizado como ponto de corte (CRISSIUMA et al., 2011). Como controle positivo foi
utilizado Soro de felino reconhecidamente positivo e disponivel na soroteca do Laboratério
de Referéncia Nacional para Rickettsioses (IOC/FIOCRUZ).

3.6. Identificacdo Taxon6mica dos Ectoparasitos

Utilizando estereoscopio, todos os exemplares dos ectoparasitos coletados foram
identificados morfologicamente ao nivel de género ou espécie por critério entomologico
segundo Linardi e Santos (2012) para pulgas, Urquhart et al. (1998) para piolhos e Barros-
Battesti et al. (2006) para carrapatos.

3.7.  Deteccdo Molecular de Bartonella spp.
3.7.1. Extracdo de material genémico

3.7.1.1. Ectoparasitos

Pulgas e carrapatos foram acondicionados individualmente em microtubos estéreis
e os piolhos, coletados do mesmo hospedeiro, foram acondicionados em dupla. Algumas
das pulgas ovipuseram no interior dos tubos, desta forma, estes ovos foram subdivididos
em pools por hospedeiro e também direcionados a extracdo de DNA conforme protocolo
descrito por Horta et al. (2007), a seguir: Cada pulga ou carrapato ou pool de piolhos ou
ovos de pulgas foram macerados em microtubos estéreis e eluidos em 40 pl de tampao Tris
EDTA (10 mM Tris-HCI; 0.5 mM EDTA; pH 9.0). A suspenséo final foi submetida ao
processo de fervura a 100°C durante 30 minutos. Para a garantia de qualidade da extracao,
agua ultra-pura esterilizada (Invitrogen) foi processada como controle negativo em paralelo
com as amostras.

3.7.1.2. Sangue dos gatos

Uma amostra de 200 pL de sangue total foi submetida ao processo de extragdao de
DNA total utilizando o Kit Relia PrepTM Blood gDNA Miniprep System (Promega) de
acordo com as recomendacdes do fabricante. Para monitoramento de DNA contaminante
durante o processo de extracdo de DNA total, agua ultra-pura esterilizada (Invitrogen) foi
utilizada como controle negativo. Todas as amostras de DNA total tiveram suas
concentragdes determinadas pelo espectrofotometro NanoDrop 2000, separadas em
aliquotas e armazenadas a -20°C até a realizagcdo dos ensaios moleculares.
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3.7.2. Reagdes em cadeia da polimerase

As amostras foram submetidas & PCR convencional para a deteccdo de Bartonella
spp. baseadas nos genes gltA e Regido Intergénica ITS (16S-23S RNA Ribossomal),
conforme descrito por Norman et al. (1995) e Maggie e Breitschwerdt (2005),
respectivamente (Tabela 1). As reacdes de amplificacdo foram realizadas no termociclador
GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems) com as seguintes especificacoes:
volume final de 25uL, contendo uma mistura de 4ulL. DNA teste ou controle, 0,2mM de
cada deoxinucleotideo (dATP, dTTP, dCTP e dGTP), 0,2uM de cada oligonucleotideo
iniciador, 1,5mM de Cloreto de Magnésio, 0,5U de Platinum Taq polimerase, tampéo de
PCR (1x) e &gua ultra-pura esterilizada. Os controles positivos utilizados em todas as
reacOes consistiam em B. henselae (cepa Houston) cultivadas em células HEp-2. Agua
ultrapura livre de DNAse e RNAse (Invitrogen) foi utilizada como controle negativo das
reacoes.

Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese horizontal em gel de
agarose a 1%, 90V durante 60 minutos. Para a determinacdo dos produtos amplificados foi
utilizado um marcador de peso molecular de 100pb (Invitrogen). Os resultados foram
visualizados e analisados através do transiluminador de luz ultravioleta Biorad (Biorad gel
doc XR) e com coloragéo por GelRed (Biothium).

Tabela 1: Descricdo da sequéncia de oligonucleotideos iniciadores (‘primers’) e das
condicdes de amplificacdo para deteccdo de Bartonella spp.

Agente Sequéncia do oligonucleotideo (5’- 3°) Condigbes de

amplificacéo
Bartonella spp. ITS 94°C/5” +
H o 2
Br';’i'fs%%'v'fl:r " 321s (AGATGATGATCCCAAGCCTTCTGG) 40 §4E9c4/ g‘,‘i *
(2005) 983as (TGTTCTYACAACAATGATGATG) 72°C/457] + 72°C/7°
Bartonella spp. gltA 35 X9?9gé/;0,, +
Norman et al. BhCS.781p (GGGGaCCaGCTCALtGGtGG) 56°C/30° + 72°C/1°]
(1995) BhCS.1137n (AaTGCAAAAAGaACAGTaAACA)

+ 72°C/7

3.8.  Sequenciamento de Nucleotideos

Produtos de amplificagdo de amostras positivas nas reagfes de PCR foram
selecionados aleatoriamente e purificadas com o kit comercial Illustra GFX PCR (GE
Healthcare). As sequéncias foram determinadas em sequenciador automatico modelo
ABI3730xI (Applied Biosystems), segundo seu manual de instrugdes. As sequéncias
obtidas foram analisadas utilizando o programa DNA Sequence Assemble v4 e
comparadas com outras sequéncias disponiveis no GenBank utilizando a ferramenta de
pesquisa de alinhamento local basica (BLAST, National Center for Biotechnology
Information, disponivel em https://blast.ncbi.nlm.nih.gov).
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3.9.  Analise Estatistica

A analise estatistica foi realizada através do teste Qui-Quadrado ou Exato de Fisher
em nivel de 5% de significancia para verificar associacdo entre infeccdo por Bartonella
spp. e os dados obtidos. Os parametros hematoldgicos foram primeiramente submetidos ao
teste de normalidade de Lillierfors. Quando os dados apresentaram distribuicdo normal,
foram avaliados por analise de variancia (ANOVA) em nivel de significancia de 5%, em
contrapartida, quando a distribuicdo dos dados ndo foi normal, foi aplicado o teste de
Mann-Whitney em nivel de significancia de 5%. A frequéncia das altera¢cGes hematoldgicas
no grupo de gatos infectados e nao infectados foi comparada através do teste exato de
Fisher ou Qui-quadrado em nivel de 5% de significAncia. Para a realizagdo de todos os
testes estatisticos acima mencionados foi utilizado o programa de andlise estatistica
Bioestat 4.0.
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4 CAPITULOS

Os resultados desta tese serdo apresentados na forma de artigos cientificos. Cada
capitulo corresponde a um dos artigos, a seguir:

4.1. CAPITULO | — “Molecular survey of Bartonella species in shelter cats in a
metropolitan area, Brazil: clinical, hematological and risk factors”

Bartonella spp. in shelter cats, Brazil

Juliana Macedo Raimundo’, Andresa Guimaraes?, Gleice Marques Amaro?, Aline Tonussi
da Silval, Camila Flavia Magalhaes Botelho?, Carlos Luiz Massard?, Elba Regina Sampaio
de Lemos?, Alexsandra Rodrigues de Mendonga Favacho®, Cristiane Divan Baldanit*

1 Laboratorio de Patologia Clinica Veterinaria, Instituto de Veterinaria, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro — UFRRJ, Seropedica, RJ, Brasil

2 Laboratorio de Hemoparasitos e Vetores, Instituto de Veterinaria, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro — UFRRJ, Seropédica, RJ, Brasil

3Laboratorio de Hantaviroses e Rickettsioses, Instituto Oswaldo Cruz, Fundacdo Oswaldo
Cruz - Fiocruz, Rio de Janeiro, RJ, Brasil

* Fundacéo Oswaldo Cruz - Fiocruz Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, Brasil.

*Corresponding author: Cristiane Divan Baldani. Laboratério de Patologia Clinica
Veterinaria, Departamento de Medicina e Cirurgia Veterinaria, Instituto de Veterinéria,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro — UFRRJ, BR 465, Km 47, CEP 23890-000,
Seropédica, RJ, Brasil. e-mail: crisbaldani@gmail.com

SUMMARY

The present study aimed to detect Bartonella DNA in cats belonging to shelters, and to
evaluate risk factors, clinical signs, and hematological abnormalities associated with
infection. Complete blood counts and screening for the presence of Bartonella DNA were
performed on cats EDTA-blood samples. Eighty-three cats (39.9%) were positive for
Bartonella species. Bartonella DNA was also detected in fleas and in the blood of cats
infested by positive flea. Cats that had been sterilized, had outdoor access, had histories of
fights, and had concurrent flea infestation were more likely to be infected by Bartonella
species (p<0.05). Age and sex were not associated with infection. Cats with blood
collected between March and June months were significantly more frequently infected
(p<0.05). Fifty-one (38.6%) of symptomatic cats were positive to Bartonella species
(p>0.05). Clinical conditions most commonly observed were signs of respiratory
abnormality and Sporothrix species coinfection (p>0.05). Regarding hematological
changes, eosinophilia was associated with infection (p<0.05). A high frequency of
Bartonella species infection was found in shelter cats and highlights the importance of an
adequate flea control programs to prevent infection in cats and consequently in adopters
and other animals.

Keywords: Feline diseases, Bartonella spp., Eosinophilia, Fleas, Shelter cat, Zoonoses,
Brazil.
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INTRODUCTION

Bartonella species are small, fastidious, gram-negative bacteria, arthropod-
transmitted that have been isolated from numerous host species, including humans,
rodents, rabbits, felids, canids, and ruminants [1]. Cats are likely the main mammalian
reservoir hosts for the zoonotic species Bartonella henselae, B.clarridgeiae and B.
koehlerae, agents commonly associated with human disease and transmitted between cats
by Ctenocephalides felis fleas [2]. Human transmission occurs by means of cat bites and
scratches with teeth and nail contaminated with flea feces. In humans, these bacteria are
responsible for many clinical syndromes including cat scratch disease, endocarditis,
bacillary angiomatosis, granulomatous hepatitis, meningitis, and glomerulonephritis. Some
of these can be fatal, especially for immunocompromised patients [2,3].

Although Bartonella infection in cats is common, relationship details of these
bacteria with the cat, including possible role of Bartonella species in pathogenesis of feline
diseases, are far from clear [1]. Most infected cats remain asymptomatic carriers for years.
However, studies have suggested a potential association between Bartonella DNA
detection and clinical signs in cats such as endocarditis [4,5], stomatitis [6],
pyogranulomatous myocarditis and diaphragmatic myositis [7], fever of unknown cause
[8,9], and central nervous system diseases [10]. Regarding hematological findings, limited
data are available in cats that were naturally or experimentally infected. Nevertheless,
some cats have shown transient anemia, persistent eosinophilia and mature neutrophilia
[11,12].

Bartonellosis in cats occurs worldwide. However, in Brazil there are very few
studies, especially focusing on detection and molecular characterization of Bartonella
species [13-16]. Considering that bartonellosis can lead to non specific signs, studies
involving these agents are important, particularly to assess their actual occurrence in
veterinary clinical practice.

The aims of this study were to detect Bartonella DNA in blood of potentially
naturally infected cats by means of Polymerase Chain Reaction (PCR) diagnosis and to
evaluate associated risk factors, clinical signs, and hematological abnormalities in cats
from shelters located in Metropolitan Region of Rio de Janeiro, Brazil.

METHODS

Cat sample

The procedures followed in this study were previously approved by the ethics
committee for the use of animals at the Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
(protocol number 027/2014).

The survey was carried out in shelters (autonomous and independent organizations
which aims to rescue, sterilizate and promote adoption of abandoned cats) located in the
metropolitan region of Rio de Janeiro, Brazil. Two-hundred and eight cats were sampled
and divided into groups: group 1, those in the Rio de Janeiro municipality (68 cats in 4
shelters) and group 2, those in the Belford Roxo, Duque de Caxias, Guapimirim, Itaguali,
Mesquita, Nova lguagu, Sdo Gongalo, and Seropedica municipalities (140 cats in 14
shelters). After the owners granted consent, blood samples were aseptically obtained by
cephalic phlebotomy, transferred into sterile tubes containing ethylenediamine tetraacetic
acid anticoagulant, and maintained at 4°C until hematological analysis.

Cats were physically examined for ectoparasites presence, which were also
collected when possible. The following data were recorded for each cat: age (kitten < 1
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year vs. adult > 1 year), sex (male vs. female), outdoor access, sterelity status, evidence of
fight history, ectoparasites status (previous and current infestation), ectoparasiticide use,
vaccination status, worm therapy, and contact with other animal species as reported by the
owners. Following clinical evaluation cats were classified as symptomatic or asymptomatic
according to clinical manifestation previously reported on literature [6,17] and others
clinical signs observed during feline physical examination.

Hematological analysis

Complete blood count was carried out using the fully automated analyzer Poch-100
iV (Roche), in accordance with the manufacturer’s recommendations. Differential
leukocyte counts were performed manually on Diff Quick stained thin blood films, using
an optical microscope, with immersion objective lens magnification of 1000x and total
plasma protein concentration determined by refractometry [18]. After hematological tests
were completed, blood samples were stored at —80°C until molecular analyses were
undertaken.

Molecular assays

DNA extraction from 200 pL of whole blood was performed using a ReliaPrepTM
Blood gDNA Miniprep System kit (Promega), in accordance with the manufacturer’s
instructions. Flea DNA extraction was performed individually as previously described
[19]. Concentration and purity were determined using a NanoDrop 2000
spectrophotometer (Thermo Scientific). For monitoring contaminant DNA during the
process of DNA extraction, sterilized ultrapure water was used as a negative control and
processed in parallel with the samples. DNA samples were screened for the presence of the
16S-23S rRNA intergenic spacer (ITS) region and the gltA gene using primers previously
reported [20,21]. Following amplification, PCR products were subjected to horizontal
electrophoresis on 1% agarose gel and stained with GelRed® (Biothium). The positive
control consisted of B. henselae (Houston strain) cultured in HEp-2 cells. All PCR runs
were performed with nuclease-free water (Invitrogen) as negative control.

Sequence analysis
A total of fifty-one positive samples were randomly selected, purified using an
Illustra GFX PCR Purification Kit (GE Healthcare), and submitted to sequencing using an
automatic sequencer (ABI3730xl, Applied Biosystem). Sense and antisense sequence were
analyzed using DNA Sequence Assembler v.4 software and compared with those deposited
in the GenBank DNA database using the basic local alignment search tool (BLAST,
National Center for Biotechnology Information, available at https://blast.ncbi.nlm.nih.gov).

Statistical analysis

Association between Bartonella species infection and risk factors, months of blood
collection, clinical signs and hematological abnormalities were evaluated by comparing
frequencies with Chi-square and Fisher's exact test with a significance level of 5%.
Hematological analyses were evaluated with the Lillierfors normality test, followed by
analysis of variance (ANOVA) or the Mann-Whitney test at the 5% significance level.
Additionally, frequencies of the hematological abnormalities eosinophilia (eosinophils
count >0.8x10° cells/pl), thrombocytopenia (platelets count <300x10° cells/pl),
lymphopenia (lymphocytes count <1.5x10° cells/pl), and hyperproteinemia (total plasma
protein concentration > 7.5g/dl) were correlated with Bartonella positivity. All statistical
tests were performed using Bioestat 5.0 statistical software.
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RESULTS

Of the 208 shelter cats sampled, eighty-three (39.9%) were positive for Bartonella
species based on ITS (16S-23S) and gltA gene results. The frequence in groups 1 and 2
was 22.1% and 48.6%, respectively (p<0.01) (Table 1). Bartonella DNA was also detected
in fleas from cats infected by the bacteria. Cats were more frequently infected by
Bartonella species during the period of March to June (52.2%) than December to March
(27.7%) (p<0.05) (Figure 1 and Table 2). Among the 51 positive samples selected,
sequencing confirmed Bartonella henselae (68.6%, 35/51), Bartonella clarridgeiae
(23.5%, 12/51), and Bartonella koehlerae (17.6%, 9/51) infections in cats. Three (5.9%)
and two (3.9%) cats were concurrently infected with B. henselae plus B. clarridgeiae and
B. clarridgeiae plus B. koehlerae, respectively. Cat fleas were found to harbor Bartonella
henselae and Bartonella clarridgeiae DNA. No B. koehlerae strain was detected in fleas.

Additionally, cats that were sterilized, had outdoor access, showed evidence of fight
histories, were infested with fleas at the time of collection, and did not receive
ectoparasiticide prophylactic management or vaccination protocols were more likely to be
infected by Bartonella species (p<0.05). Young and adult cats of both sexes had similar
chance of becoming infected (p>0.05).

Cats with past or present ectoparasite infestation or prior flea infestation had greater
chances of bacterial infection, although these findings were not statistically significant
(p>0.05). In contrast, tick or lice infestation was not linked to infection (p>0.05). Cats in
contact with other species, especially opossums as reported by the owners, were more
likely to be infected, although the correlation was not significant (p>0.05) (Table 2).

Symptomatic (38.6%) and asymptomatic (42.1%) cats had similar chances of
becoming infected (p>0.05). Bacterial infection was seen most commonly in cats
presenting respiratory signs (42.6%) or Sporothrix species infection (39.3%). Less
commonly, it was observed in cats with oral (28.6%) or ocular (20%) signs and chronic
diarrhea (16.7%) (p>0.05). Nonspecific clinical signs such as anorexia, lethargy,
dehydration, fever, and lymphadenopathy were not associated with infection (p>0.05)
(Table 3). Eosinophilia was associated with infection (p<0.05), being observed in 64% of
Bartonella species positive cats. No other hematological abnormality was associated with
infection (p>0.05) (Tables 4 and 5).

DISCUSSION

Zoonosis studies have become more important in recent years because the cat
population has risen noticeably and adopting domestic animals has become more common.
In Brazil, few previous studies have addressed Bartonella infection in cats, including risk
factors, and hematological and clinical abnormalities. In the present study, 39.9% of cats
tested positive for Bartonella DNA, which is higher than those found in previous reports,
including those that address cats from shelters [13,15,22-24]. Similar results were reported
in California, USA [24]. Notably, it was found 97.3% of cats harbored bacterial DNA in a
shelter in VVassouras municipality, Rio de Janeiro, which is attributable to local conditions
[25].

Bartonella infection was significantly higher in cats from group 2 when compared
to those from group 1 (Rio de Janeiro municipality), which may be explained by
differences in hygiene conditions and preventive flea control applied in these shelters.
Approximately 69% (97/140) of the cats from group 2 shelters were flea infested, which
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represents four times the level observed in cats from group 1 (16.1%, 11/68). This finding
supports us to establish a correlation between bacteremia and flea infestation. The presence
of Bartonella DNA in C. felis fleas collected in bacteremic cats also suggests that these
ectoparasites play an important role in the transmission of Bartonella species to cats. It was
shown C. felis to be a potential vector for Bartonella species, including those for which cat
serve as a natural reservoir, B. henselae and B. clarridgeiae [26].

Apparently, there is a seasonal trend of this bacterial infection. In the study, we
observed that the number of cats infected by the bacteria (52.2%, 35/67) and infested by
fleas (55.5%, 60/108) were both highest in the autumn months (20 March to 19 June), a
finding also observed in previous studies [24,27]. A possible explanation is that owners,
thinking that cat flea season is over, reduce measures to control flea infestation in their
pets. Indeed, autumn months represent an active period for fleas, especially in Rio de
Janeiro, where temperatures remain moderate year round and so fleas can proliferate.

Previous or current ectoparasite infestation showed a nonsignificant association
with Bartonella species bacteremia in cats, with animals that had fleas at any time in their
life being almost three times more likely to be bacteremic than those that had not. Cats
harboring fleas at the time of blood collection had significantly increased risk of being
infected by Bartonella species. A similar correlation to B. henselae bacteremia was found
[28]. In addition, vector control programs were crucial to avoid Bartonella species
infection, as cats that did not use ectoparasiticides were significantly more likely to be
infected. These findings reinforce the association between Bartonella species bacteremia in
cats and past or present flea contact and highlights C. felis as a primary vector for these
bacterial agents. It is noteworthy that prevention of Bartonella infection in cats is best
accomplished by preventing exposure to ectoparasites, especially fleas.

Non-sterilized cats and those with outdoor access were significantly more likely to
be bacteremic than other cats. Although it was not associated with infection, a study found
that non-sterilized cats were twice as likely to be bacteremic than sterilized ones [29].
These findings reinforce the importance of fleas in cat infection as non-sterilized and with
outdoor access cats are greater exposed to arthropod vectors.

Interestingly, cats with histories of fight behavior had twice the chance of becoming
infected. Experimental intradermal inoculation of Bartonella species has induced
bacteremia in cats [30,31]. In addition, Bartonella species has been successfully isolated
from saliva and nails of naturally infected cats [24,32,33]. This evidence suggests the
possibility that cats have other sources of infection besides direct horizontal transmission
via fleas. Previous studies have demonstrated that Bartonella bacteremia is higher in
younger animals [22,34]. Although, our results demonstrate that young and adult cats of
both sexes have similar chance of becoming infected. Such results are consistent with other
studies [29,35].

Although the association was not significant, cats that lived in presence of other
animals generally showed almost two times more chance of becoming infected by
Bartonella species. Interestingly, presence of opossums in the neighborhood increased the
risk of infection by three times. Opossums (Didelphis species) are synanthropic animals
and, therefore, adapted to peridomicile environments. Ctenocephalides felis flea, the main
ectoparasite involved in transmission of Bartonella species among cats has been shown to
parasitize opossum species in Brazil, including Rio de Janeiro State [36,37]. Along these
lines, the presence of these ectoparasites in opossums indicates their proximity to human
residences and to domestic animals. This interaction highlights the imminent risk of
pathogen transmission between animal species through arthropod vectors and,
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consequently, to humans, thus posing a public health risk [36]. More studies are needed to
understand the importance of opossums in the epidemiological chain of this disease.

Endoparasites presence or absence seems not to be related to Bartonella infection in
cats. On the other hand, cats without adequate vaccinations were at significantly higher
risk of infection. It is important to note that the shelter cats studied generally live under
constantly stressful conditions including as poor nutrition, crowding, inadequate hygiene
and vaccination measures, which may interfere with cats’ immune status [38]. In such
scenarios, inadequate or absent vaccinal support predispose the animals to such
imunossupressive diseases as retroviruses, which appear to increase the pathogenicity of B.
henselae infection in cats [39].

No clinical signs were associated with Bartonella species infection since
symptomatic and asymptomatic cats have similar chances of becoming infected. This
finding is consistent with other authors [17], according to whom most naturally infected
cats do not show clinical signs and appear to tolerate chronic bacteremia without obvious
clinical abnormalities. However, previous studies have suggested Bartonella species are
causative agents of clinical condition such as endocarditis, stomatitis, pyogranulomatous
myocarditis and diaphragmatic myositis, fever of unknown cause and central nervous
system diseases [4-10]. It should be mentioned that is difficult to establish causal
associations between clinical conditions and such a pathogen as Bartonella species, which
has high prevalence in the reservoir host population. This high prevalence of asymptomatic
bacteremia indicates that there is a long history of co-evolution between Bartonella and
their cat hosts [40].

Many of the symptoms exhibited by the cats of this study are nonspecific and
common to other diseases affecting these animals routinely. Therefore, the likelihood that
some clinical conditions have multiple causes must also be considered, particularly in cats
exposed to arthropod vectors. Thus, a differential diagnosis with other diseases of common
occurrence in the feline clinical routine is necessary [12].

Regarding laboratory findings, eosinophilia was highly associated with Bartonella
species infection in cats, being present in 64% of bacteremic cats. In accordance with our
results, a study has observed persistent eosinophila in cats experimentally infected with
Bartonella species and related this hematological finding with infection chronicity [11]. It
is important to note that other clinical conditions may also cause this hematological
change, such as infection by intestinal parasites and skin or respiratory abnormalities found
in cats from this study. And so, further studies are needed to verify if there is a real
correlation between eosinophilia and Bartonella infection in cats.

The high occurrence of Bartonella species in cats from shelters at Metropolitan
Area of Rio de Janeiro emphasize the need for local veterinary community, owners, and
public health authorities to be alert to the risk of infection. Ectoparasites control measures,
especially those designed to prevent flea infestation should be implemented to minimize
the risk of infection by cats, other vertebrate hosts, and humans.
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Table 1: Distribution of Bartonella species bacteremia in shelters cats located in
municipaties at metropolitan region of Rio de Janeiro, Brazil

Bartonella species infection

Group Municipality N° of cats Positive Negative % p-value
1 Rio de Janeiro 68 15 53 22.1
2 Others 140 68 72 486 00004
Duque de Caxias 7 4 3 57.1
Itaguai 16 9 7 56.3
Mesquita 20 9 11 45.0
Nova Iguacu 20 11 9 55.0
Seropédica 46 24 22 52.2
Belford Roxo 7 4 3 57.1
S&o Gongalo 15 6 9 40.0

Guapimirim 9 1 8 11.1
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Table 2: Statistical analysis of factors associated with Bartonella species bacteremia in
cats from shelters located in the Metropolitan Region of Rio de Janeiro State, Brazil (to be
continued)

Odds
Variable Cats (n)  Positive (%) p (X?) Ratio IC (95%)
Age
Young (<1 yr) 68 28 (41.2) 1
Adult (>1yr) 140 55(39.3)% 0.9122 1.08 0.60-1.95
Sex
Female 110 41 (37.3)° 1
Male 98 42 (42.9)*  0.4971 1.26 0.72-2.20
Outdoor access
No 135 46 (34.1)° 1
Yes 73 37 (50.7)° 0.0288  1.99 1.11-3.55
Sterilized
No 101 49 (48.5)° 2.02
Yes 107 34 (31.8)*  0.0202 1 1.15-3.56
Historic of fights
No 151 52 (34.4) 1
Yes 57 31(54.4)° 00138 227 1.22-4.22
Present ectoparasite
infestation
No 27 6 (22.2)% 1
Yes 181 77 (42.5)*  0.0718 2.59 1.00-6.73
Past ectoparasites
infestation
No 84 27 (32.1) 1
Yes 124 56 (45.2)*  0.0824 1.74 0.97-3.10
Present tick
infestation
No 196 78 (39.8) 1
Yes 12 5 (41.7)% 0.9998 1.08 0.33-3.53
Present lice
infestation
Yes 24 8 (33.3)* 1

No 184 75 (40.8)*  0.6332 1.38 0.56-3.38
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2P Same letters in the same column do not differ according to Fisher’s exact or Chi-square

test at 5% significance.
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Figure 1: Distribution of Bartonella species in shelter cats by period (months).

Table 3: Association between Bartonella species bacteremia in asymptomatic and
symptomatic cats, clinical signs and diseases reported in 208 shelter cats from

Metropolitan Region of Rio de Janeiro State, Brazil

Clinical signs or disease Positive Negative Total % p-value
Asymptomatic 32 44 76 42.1 0.7301
Symptomatic 51 81 132 38.6 '
Anorexia 0 11 11 0.0 0.0036
Lethargy 0 7 7 0.0 0.0434
Reproductive failure 0 1 1 0.0 1.0000
Diarrhea 2 10 12 16.7 0.1295
Skin lesions 5 17 22 22.7 0.1312
Ocular signs 1 4 5 20.0 0.6502
Oral signs 4 10 14 28.6 0.4142
Stomatitis 0 1 1 0.0 1.0000
Gengivitis 3 10 13 23.1 0.2515
Ulcers in the tongue 1 1 2 50.0 1.0000
Urinary tract disorders 1 3 4 25.0 0.6519
Fever (>39,2°C) 12 25 37 324 0.3729
Dehydration 19 38 57 33.3 0.3029
Sporotrichosis 11 17 28 39.3 0.8921
Respiratory Signs 20 27 47 42.6 0.8008
Hyperthyroidism 1 1 2 50.0 1.0000
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Table 4: Hematological results from 208 shelter cats screened for Bartonella spp. infection
Bartonella species

Parameter Result Mean DP EP p-value Reference*

6 Positive 8.3% 1.5 0.2 ]
RBC (10%/pl) Negative 810 16 02 00645 5.0-10.0

Positive 3777 65 0.7

Negative 36.1° 70 0.6 0.3098 30-45

Hematocrit (%)

Positive 11.6* 2.0 0.2

Negaive ~ 11.1° 23 02 023  98-154

Hemaoglobin (g/dl)

Positive 455% 4.8 0.5

MCV () Negative a7 41 o4 0497 39-55
wcon e BN % e
Platelet (10%/ul) Elzsg';'t‘l’\‘je gg}; o 19 00494 300-800
PP () Negtve £ 11 01 000 607
woww T H T2 02 o ses
ot fome 025 90 90 0y 100
et e 828 9T 0T s 25
Lymphocytes (10%l) E‘;Z';'t‘l’\‘je j{;ggj gég 8:231 0.2116 157.0
Monocytes (10%/ul) E‘;Z';'t‘l’je 8;‘? 058 00" 02568 0.0-0.9
Eosinophils (10¥/l) E‘;Z';'t‘l’\‘je 3;2 - 8;18 0.0169 0.0-0.8
Basophils (10%)  Fositive 0017007 0.01 40 0.0-0.2

Negative 0.01* 0.06 0.01
P Same letters in the same column did not differ according to Mann-Whitney test at 5% significance.
RBC: Red blood cell count; MCV: Mean corpuscular volume; MCHC: Mean corpuscular hemoglobin
concentration; TPP: Total plasma protein concentration; WBC: White blood cell count; DP: standard
deviation; EP: standard error. *Duncan & Prasse's Veterinary Laboratory Medicine
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Table 5: Hematological results for Bartonella infection in cats from shelters located in the
Metropolitan Region of Rio de Janeiro State, Brazil

Bartonella species n(%o)

Hematological change Positive (n=83) Negative (n=125) p-value
Eosinophilia Egs gg 82%2 gg Egg:g; 0.0352
Thrombocytopenia \N(gs (ng ggégz ?g Egggg 0.0259
omaropiaE° - BEY HWD oo
Hyperproteinemia \N(gs gi 8382 %% ((2722)) 0.1280

2> Same letters in the same column did not differ according to Chi-square test at 5% significance
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ABSTRACT

Cats are likely the main mammalian reservoir hosts for the zoonotic species
Bartonella henselae, B. clarridgeiae, and B. koehlerae, agents commonly associated with
many human diseases. Feline Bartonella can be transmitted to humans through cat
scratches or bites, and between cats by Ctenocephalides felis flea. The occurrence of
Bartonella DNA was assessed in ectoparasites and their cat hosts living in shelters in state
of Rio de Janeiro, Brazil. Conventional polymerase chain reaction (PCR) based survey on
the ITS region and gltA gene were performed to detect Bartonella genus DNA in cat blood
and ectoparasites. Bartonella DNA was detected in 47.5% (19/40) of blood samples from
shelter cats and in 18.3% (21/115) and 13.3% (2/15) of Ctenocephalides felis fleas and
eggs pools, respectively. No bacterial amplification was observed in a Rhipicephalus
sanguineus nymph. Bartonella henselae and B. clarridgeiae DNA were detected in cat
fleas, while B. henselae, B. clarridgeiae, and B. koehlerae in blood samples from
bacteremic cats. Prevalence of bacteremia in cats and presence of positive ectoparasites did
not differ significantly, although cats infested by positive ectoparasites showed
approximately twice the chance of being infected. Our results indicate shelter cats have a
high prevalence of Bartonella species known to be human pathogens and highlight the
importance of controlling their infestation by ectoparasites to avoid cat and human
infection.

Keywords: Bartonella spp., Vectors., Pathogen transmission, Cats, Cat flea
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INTRODUCTION

Considering One Health concepts, studies approaching bartonellosis are important
because this bacterial genus infects a broad variety of animals, are linked to an ever
increasing number of human diseases, and are transmitted by arthropod vectors (REGIER
et al., 2016). According to the List of Prokaryotic Names with Standing in Nomenclature
(LPSN 2016), the genus Bartonella contains 33 species and 3 subspecies. Potential
domesticated and wild animal reservoirs include horse, cats, dogs, rodent, rabbits,
ruminants, sea mammals, wild felines, coyotes, deer, elk, and foxes. The list of vectors and
potential vectors associated with bacterial transmission includes flies, fleas, ticks, lice, and
mites (BALDANI et al., 2014). To date, natural infections in cats have been reported for
six Bartonella species: B. henselae, B. clarridgeiae, B. koehlerae, B. bovis, B. quintana, B.
vinsonii subsp. Berkhoffii, and more recently B. capreoli (CHOMEL & KASTEN 2010,
VARANAT et al., 2009, GIL et al., 2013). Most Bartonella species infecting humans are
zoonotic, and cats appear to be the primary mammalian reservoir for B. henselae, B.
clarridgeiae, and B. koehlerae (BOULOUIS et al., 2005). Feline Bartonella can be
transmitted to humans through scratches or bites. Transmission between cats most often
occurs via Ctenocephalides felis flea (CHOMEL et al., 1996, KORDICK et al., 1999,
GUPTILL, 2012), which harbors B. henselae, B. clarridgeiae, B. quintana, and B.
koehlerae DNA (ROLAIN et al., 2003).

In Brazil, little information is available about Bartonella occurrence in animals and
humans, and to date no study has verified the occurrence of Bartonella spp. in cat shelters
in the Southeast region. Therefore, the objective of this study was to investigate the
prevalence of Bartonella infection in shelter cats and their ectoparasites.

MATERIALS AND METHODS

Cat sample

The study protocol was approved by the animal use ethics committee at
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (process number 027/2014). The survey was
carried out in shelters in the Metropolitan Region of Rio de Janeiro State, Brazil, from
September 2014 to September 2015. After obtaining the shelter owner’s permission,
approximately 2 mL of blood was aseptically obtained from cats by cephalic phlebotomy,
transferred into sterile tubes containing the anticoagulant ethylenediamine tetraacetic acid,
and maintained at —80°C until used for molecular analysis.

Ectoparasite collection and identification
Ectoparasites were retrieved manually from the cats, placed into dry sterile tubes,
and stored at —20°C until used. All ectoparasites were morphologically identified to genus
or species based on morphological criteria observed with a stereoscopic microscope,
according to standard taxonomic keys by Linardi and Santos (2012) and Barros-Battesti et
al. (2006).

Molecular detection
Fleas and ticks were individually packed in separate tubes. Some fleas laid eggs
inside the tubes, permitting their separation into a single pool per specimen for DNA
extraction. As described by Horta et al. (2007), each flea or tick and pool of flea eggs was
ground in 40 ul of TE buffer (10 mM Tris-HCI; 0.5 mM EDTA; pH 9.0) in sterile micro
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tubes. The final suspension was boiled at 100°C for 30 minutes and maintained at -20°C
until tested by polymerase chain reaction (PCR). For cats, DNA was extracted from 200uL
of whole blood sample using Kit Relia PrepTM Blood gDNA Miniprep System
(Promega®), according to the manufacturer’s instructions. For quality assurance, a
negative control was processed at the same time as the study samples.

All DNA samples were screened for the presence of Bartonella spp. 16S-23S rRNA
intergenic spacer region (ITS) using primers 321s and 983as, as described by Maggi et al.
(2005), and of citrate synthase gene (gltA) using primers BhCS.781p and BhCS.1137n, as
previously reported by Norman et al. (1995). Following amplification, PCR products were
subjected to horizontal electrophoresis on 1% agarose gel and stained with GelRed
(Biothium, CA, USA). The positive control consisted of B. henselae (Houston strain)
cultured in HEp-2 cells. All PCR runs were performed with nuclease-free water
(Invitrogen, USA) as negative control. In order to prevent PCR contamination, DNA
extraction, reaction setup, PCR amplification, and electrophoresis were performed in
separated rooms.

Positives flea and cat samples were randomly selected and purified using the
lllustra GFX PCR Purification Kit (GE Healthcare, Buckinghamshire England, UK).
Purified DNA fragments were submitted to sequence confirmation in an automatic
sequencer (ABI3730xl, Applied Biosystem, CA, USA). Sense and antisense sequences
were analyzed using DNA Sequence Assembler version 4 software and compared with
those deposited in the GenBank DNA database using the Basic Local Alignment Search
Tool (BLAST, National Center for Biotechnology Information, available at
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov).

Statistical analysis
The relationship between bacteremia in cats and their ectoparasites was evaluated
by Fisher’s exact test using the Bioestat 5.0 statistical software.

RESULTS

A total of 115 fleas and one tick were collected from 40 cats. All flea specimens

were identified as Ctenocephalides felis adults. The tick specimen was identified as a
Rhipicephalus sanguineus nymph. All sampled cats presented ectoparasites on their bodies.
On average, approximately three fleas were collected per cat (range 1-9 fleas).
Overall, 47.5% (19/40) of cats tested positive for Bartonella DNA according to both gltA
and ITS (Table 1). Sequencing confirmed Bartonella henselae, Bartonella clarridgeiae,
and Bartonella koehlerae infection among the blood samples. Cases in which ITS and gltA
sequences from a single same cat corresponded to different feline Bartonella species were
considered coinfections.

Bartonella DNA was detected in 18.3% (21/115) of C. felis fleas, of which 15.7%
were by means of the gltA gene and 4.3% by the ITS. Bacterial DNA was amplified for
both ITS and gltA fragments in only three samples. Among 15 pools of eggs laid by fleas,
13.3% showed amplification of the expected Bartonella spp. gltA gene. Bartonella
henselae DNA was detected in cat fleas and their respective eggs, while Bartonella
clarridgeiae DNA was only identified in fleas. No eggs were positive for the ITS region.
No amplification of Bartonella DNA was obtained in the Rhipicephalus sanguineus
nymph. Bartonella henselae was the predominant species in both fleas and cats (Table 2).
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At least one Bartonella species was detected in fleas in each shelter. Additionally,
all bacteria species detected in each shelter’s fleas were also identified in at least one of its
cats. Bartonella spp. was also amplified from fleas belonging to apparently uninfected cats
and from bacteremic cats infested by negative fleas. Not all fleas had the same Bartonella
species as their hosts. Two of three positive fleas were infected with the same Bartonella
species as their cat hosts (Table 2). Whereas 60% (n = 15) of cats with positive
ectoparasites was bacteremic, the prevalence was only 40% (n = 25) in those infested by
negative ectoparasites. Although cats infested by positive ectoparasites, especially fleas,
had more than twice the chance of being infected, there was no statistical correlation
between cats’ bacteremia status and parasitism by positive fleas (Table 3).

DISCUSSION

One Health is an initiative aiming to bring together human, animal, and
environmental health and plays a significant role in zoonosis prevention and control
(BIDAISEE & MACPHERSON, 2014). The increasingly close health relationship between
humans and their domestic animals, especially cats, is conspicuous. According to the
Brazilian Association of Pet Products Industry, the cat population has shown an
accelerated annual growth in Brazil. Based on these facts, zoonosis studies have become
ever more important. From a public health perspective, cats are a major reservoir host for
at least three zoonotic Bartonella species (B. henselae, B. clarridgeiae, and B. koehlerae)
and they are commonly infested by C. felis fleas, which also represent the great majority of
fleas observed in peoples’ homes (BITAM et al., 2010). To the best of our knowledge, this
Is the first study in Brazil to investigate Bartonella DNA in ectoparasites and shelter cats.

The overall prevalence of Bartonella DNA was 47.5% in cat blood, 17.4% in fleas,
and 13.3% in flea egg pools. The occurrence of Bartonella DNA was higher than
previously reported, especially in shelter cats (BERGMANS et al., 1997, NAMEKATA et
al., 2010, STAGGEMEIER et al., 2010, MICELI et al., 2013, BRAGA et al., 2015).
However, Souza et al. (2010) reported 97.3% positivity in one shelter in Rio de Janeiro,
Brazil. Risk factors which appear to influence the occurrence of bacteremia in cats include
age, flea infestation status, and multiple cat households (CHOMEL et al., 1995,
GURFIELD et al., 2001). Bartonella DNA detected in C. felis fleas varies worldwide, with
prevalence ranging from 7.3% to 75.6% (ROLAIN et al., 2003, TSAI et al., 2011,
GUTIERREZ et al., 2015, RIZZO et al., 2015). Bartonella DNA was not detected in ticks
collected from shelter cats in Taiwan (TSAI et al., 2011).

This study confirmed Bartonella henselae, Bartonella clarridgeiae, and Bartonella
koehlerae single infection as well as coinfection by B. henselae and B. clarridgeiae in
feline blood samples. Occurrence of concurrent infection by two or more Bartonella
species are uncommon in the literature, being documented in low percentages of cats or
being absent (GIL et al., 2013; ANDRE et al., 2015; GUTIERREZ et al., 2015). Bartonella
species encountered in the present study in cat fleas (B. henselae and B. clarridgeiae) have
also been detected in cat fleas in previous studies (ASSARASAKORN et al., 2012; ROJAS
etal., 2015)

In all shelters, Bartonella spp. were detected in fleas and their hosts. In one shelter,
Bartonella species detected in fleas and their eggs were different from those in their
respective hosts. However, the discrepant bacteria species was detected in other cats
sharing the same environment. For such non coincident cases, it is possible that fleas
previously fed on different bacteremic cats from the one on which they were collected.
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Interestingly, bacteria DNA was detected in fleas collected from non-bacteremic
hosts and detected in cats harboring negative fleas. It is noteworthy that in this study, fleas
collected from cats represent a sample of the real flea population present on cats and in the
local environment. Thus, newly emerged or not yet infected fleas may have been collected.
Examples of different bacterial species in fleas and cat hosts has been documented
previously (LA SCOLA et al.,, 2002, GABRIEL et al., 2009, BAI et al., 2015,
GUTIERREZ et al., 2015).

The presence of Bartonella DNA in C. felis fleas collected in bacteremic cats also
suggests that these ectoparasites play an important role in the transmission of Bartonella
species to cats. Bouhsira et al. (2013) have shown C. felis to be a potential vector for
Bartonella species including those for which cats serve as natural reservoir, such as B.
henselae and B. clarridgeiae. Although there was no statistical association, cats infested by
fleas have at least twice the chance of becoming infected by Bartonella. Similarly,
previous studies found no apparent correlation (LA SCOLA et al., 2002, BAI et al., 2015).

The possibility of vertical Bartonella spp. transmission among fleas remains a
hypothesis. In our study, B. henselae DNA was detected in naturally infected fleas and
their respective eggs. Consistent with our findings, Bartonella DNA was detected in
reproductive tissues (ovary) of flea species collected from several mammals, suggesting
that transovarian transmission of this organism among fleas may be is possible
(BRINKERHOFF et al., 2010). However, no Bartonella DNA was amplified in eggs laid
by infected fleas, but the authors concluded that their results cannot be extended to natural
conditions (BOUHSIRA et al., 2013). Knowledge of Bartonella behavior and dispersal in
fleas is limited and the question of whether fleas can acquire Bartonella by mechanisms
other than ingestion of infected blood remains. Additional studies are needed to validate
the vertical transmission hypothesis. According to a study evaluating ticks as a possible
bacterial vector, transovarian transmission was not supported because no bacterial
amplification was obtained in larvae even though B. henselae DNA was detected in the
respective egg pools laid by females ticks that had fed on infected blood (COTTE et al.,
2008).

This study shows that three distinct Bartonella species occur in shelter cats in
metropolitan region of Rio de Janeiro and that B. henselae and B. clarridgeiae circulate
among fleas collected from them, reinforcing the importance of this ectoparasite in
bacterial transmission between cats. For public health purposes, it is important to note that
the three species identified in ectoparasites and their host cats are important agents
associated with human disease. Thus, ectoparasites control measures should be
implemented to prevent flea infestation and, consequently, Bartonella infection in cats and
the humans with whom they have close contact.

Table 1: Prevalence of Bartonella DNA in cats and their ectoparasites in shelters located
in the Metropolitan Region of Rio de Janeiro State, Brazil

Cats (n/%)
Ectoparasites

Flea
DNA Samples Blood Adults Eggs (pool) Ticks
Total N°. of samples 40 115 15 1
Total PCR Positive 19 (47.5) 21 (18.3) 2 (13.3) 0 (0.0)
gltA Positive 18 (45.0) 18 (15.7) 2 (13.3) 0 (0.0)

ITS Positive 10 (25.0) 5 (4.3) 0(0.0) 0 (0.0)




Table 2: Bartonella species in cats and their fleas by shelter and sequencing (identities

varied from 95 to 100%) in Rio de Janeiro State, Brazil

Ectoparasites

Flea
Host Cat Adult Eggs

Shelter 1

211 B. henselae B. henselae B. henselae

208 - * -

76 * * -
Shelter 2

175 B. clarridgeiae B. henselae B. henselae

171 B. koehlerae * -

168 B. henselae - -

172 B. henselae - -

178 * - -

180 - * -

173 - * -
Shelter 3

205 B. clarridgeiae Bartonella sp. -

207 B. clarridgeiae * -

201 B. clarridgeiae + B.henselae - -

206 - B. clarridgeiae -

202 B. clarridgeiae - -
Shelter 4

117 B. henselae B. henselae -

116 B. henselae Bartonella sp. -

Shelter 5

132 - B. clarridgeiae -

131 B. clarridgeiae - -

129 B. henselae - -

Shelter 6

193 B. henselae - -

191 * B. henselae -

195 B. henselae - -

200 B. henselae - -

198 - * -

*Sample positive, but showing weak bands whose DNA concentration was too low to be

sequenced.
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Table 3: Statistical analysis of the Bartonella infection status of host cats and fleas in Rio
de Janeiro State, Brazil

Cat blood .
— , p-value Oddsratio IC (95%)
Positive Negative
- Positive 9 (60.0)°  6(40.0)  0.3685 2.25 0.61-8.31
eas
Negative 10 (40.0)* 15 (60.0) 1

%Same letters in the same column did not differ by Chi-square test at 5% significance.
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5 CONCLUSOES GERAIS

E frequente a infecgdo por Bartonella spp. na populacéo de gatos domésticos de abrigos da
Regido Metropolitana do Rio de Janeiro, principalmente por Bartonella henselae;

Gatos nao castrados, com acesso a rua, historico de briga, sem uso de ectoparasiticidas e
infestados por pulgas estdo mais propensos a infeccao;

As pulgas Ctenocephalides felis, principal ectoparasito encontrado nos gatos do estudo,
aparentam ser vetores importantes na transmissdo de Bartonella spp. entre os gatos
domeésticos. Logo, medidas de controle devem ser implementadas para prevenir a infec¢édo
em gatos, hospedeiros vertebrados e pessoas.

A ocorréncia Bartonella spp. em pulgas e gatos de abrigos na Regido Metropolitana do Rio
de Janeiro enfatiza a necessidade de alertar a comunidade veterinaria local, proprietarios e
autoridades de satde publica para o risco desta zoonose.
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7 ANEXOS

7.1. Anexo | - Termo de consentimento livre e esclarecido:

(EpuFRRY

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
Instituto de Veterinaria

Proprietério: Data: / /

Convite a participagdo da pesquisa intitulada “Avaliacdo clinico-hematoldgica-bioquimica da
bartonelose e associacdo com FIV/FeLV em felinos domesticos domiciliados e de abrigo do Rio de
Janeiro” que tem como principal objetivo investigar a presenca de Bartonella spp. em felinos domésticos
domiciliados e de abrigo do estado do Rio de Janeiro através da reagdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI)
e reacdo em cadeia da polimerase (PCR), buscando correlacionar as alteragdes clinicas, hematolégicas e
bioguimicas com a infec¢éo, bem como sua associagdo com as retroviroses FIV/FeLV. O conhecimento deste
agente infeccioso em gatos, bem como dos fatores que interagem para seu surgimento sdo necessarios para a
formulacéo de estratégias de profilaxia e controle.

A pesquisa ndo oferece riscos fisicos para vocé ou seus animais, no entanto, seu animal sera
devidamente contido para coleta da amostra de sangue, procedimento que pode trazer algum desconforto ao
animal e indiretamente ao proprietario.

Sua participacdo baseia-se no consentimento da coleta de amostra de sangue do seu animal por
um profissional da equipe de pesquisa e na resposta a um questionario padronizado que serd aplicado
em todas as propriedades pesquisadas. As informacdes obtidas serdo utilizadas somente para fins da pesquisa

acima mencionada, sua identificacdo e dados confidenciais serdo mantidos em sigilo.

Pela participagdo no projeto o (a) senhor (a) ndo receberd qualquer remuneragao, assim como nao
sera cobrada qualquer taxa. Estd assegurada sua liberdade de recusa em participar da pesquisa ou de retirar
seu consentimento, em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma. Qualquer divida em relagdo a

pesquisa o Sr.(a) podera procurar a pesquisadora responsavel no endereco abaixo:

Cristiane Divan Baldani, DSc. Prof. Adjunto |

Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Instituto de Veterinaria - Departamento de Medicina e Cirurgia
Veterinaria (BR 465, Km 7, Seropédica, RJ - CEP: 23890-000)

Telefone: 21 2682-1711 / Ramal 232/ e-mail: crisbaldani@ufrrj.br

Concordo voluntariamente em participar do estudo, dispondo da informacdo de que posso retirar meu

consentimento a qualquer momento, sem penalidades, prejuizo ou perda de qualquer beneficio adquirido.

Data: / /

(Assinatura do participante)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido deste proprietario.

Data: / /

(Assinatura do responsavel pelo estudo)
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7.2.  Anexo Il - Aprovacdo CEUA/IV:

MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
INSTITUTO DE VETERINARIA

BR 465, Km 7 — Centro — Seropédica — Rio de Janeiro — CEP: 23.890-000
Telefone: (21) 2682-3051 — E-mail: ceua.iv.ufrrj@gmail.com

Seropédica 28 de maio de 2014

DECLARACAO DE APROVACAO

Declaramos para os devidos fins que foi aprovado o protocolo de nimero 027/2014
intitulado “Avalia¢do clinico-hematoldgica-bioquimica da bartonelose e associagédo
com FIV/FeLLV em felinos domésticos domiciliados e de abrigo do Rio de Janeiro”
encaminhado pelo Professor(a) do Departamento de Medicina e Cirurgia Veterinaria —
Clinica Médica de Animais de Companhia, Cristiane Divan Baldani. Informamos que foi
aprovado em reunido ordinaria da CEUA-1V realizada no dia 28 de maio de 2014, apds

avaliagdo do plenario da referida Comiss&o.

ﬂl&(p T Scott A - sl =

Fabio Barbour Scott Jonimar Pereira Paiva

v Coordenador CEUA-IV Vice-Coordenador CEUA-IV





