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Levantamento de anticorpos anti-  bartonella henselae em felinos
domiciliados na cidade de Sao Paulo, estado de Sao Paulo
e sua importancia em saude publica

A survey of anti- bartonella henselae  antibodies in domiciliated cats
in the city of S&o Paulo, state of S&o Paulo and its importance
in public health

Valéria de Souza Loureiro,* Mitika Hagiwara**

Resumo

A Doenca da Arranhadura do Gato (DAG) é uma zoonose transmitida pelos gatos que caracteriza-se por linfoadenopatia
regional acompanhada por febre, anorexia e perda de peso. Em pacientes imunodeprimidos, como os aidéticos, o quadro
evolui para outras formas, desde encefalopatias até para a Angiomatose e a Peliose Bacilares, de evolugédo fatal. Os felideos,
principalmente os gatos domésticos, sdo o reservatorio do agente, a Bartonella henselae, restando confirmar a idade na qual
eles estdo mais aptos a transmitir a doenga. Foram analisados 200 soros de felinos na cidade de S&o Paulo, estado de S&o
Paulo, no periodo de janeiro de 1996 até dezembro de 1997 através da técnica da imunofluorescéncia indireta. A metade deles
era saudavel e a outra metade era composta por animais atendidos no Ambulatério do Hospital Veterinario da Universidade de
Sao Paulo. Os animais foram divididos em 4 grupos baseados em sua faixa etaria: animais de até 6 meses de idade, entre 7
e 12 meses, animais de mais de 1 ano até 2 anos e outros com mais de 2 anos. O objetivo foi avaliar a presenga de anticorpos
IgG anti-B henselae nos quatro grupos de animais, bem como o encontro desses anticorpos e 0 sexo ou 0 estado de higidez
dos felinos. Foi encontrada soropositividade de 16% para B. henselae e observou-se que 0 maior nimero de animais
reagentes se encontrava na faixa etaria de 7 a 12 meses, e que nao houve diferenca entre a soropositividade e os sexos, ou
entre os animais higidos ou doentes. Concluiu-se, assim, que a infec¢éo nos felinos se da nas faixas etarias mais jovens com
o desenvolvimento de anticorpos humorais, que diminuem conforme a idade dos animais.

Palavras-chave: Bartonella henselae, imunofluorescéncia indireta, felinos.

Abstract

Cat Scratch Disease (CSD) is a human disease transmited by scratch or bite of asyntomatics cats and characterized by
regional limphadenopaty with fever, anorexy and weigh loss. In immunosupressed patients, like AIDS patients, there are
systemic clinical presentations (bacillary angiomatosis or bacillary splenits), gerally fatal. Domestic cats are the main reservoir
of Bartonella henselae, the agent of CSD and this prevalence is evaluated by serological test. In the period from January 1996
to December 1997, two hundred sera samples of domestic cat from city of Sdo Paulo were analized by using indirect
imunofluorescence test. Fifty percent of the animals were clinically healthy and other half was comprised by felines attended at
Veterinary Hospital — University of S&o Paulo estate of S&o Paulo - Brasil . Felines were divided in four groups according to their
ages: animal up to six months old, between seven and twelve months old, between one and two years old, and older than two
years old. We intended to evaluate the presence of IgG- Bartonella henselae antibodies in the four groups of animals, relationships
between antibodis and gender, and health status of the felines, as well. Seropositivity of 16 % was found for B. henselae. When
the age was analyzed, the evidence that within the group between seven and twelve months of age, was significantly higher than
the other groups. There were no diference between genders, or between health and sick animals. We concluded, that the
infection of felines happens at younger age, due to development of humoral antibodies that decrease with the age of animals.

Keywords: Bartonella henselae, immunofluorescence, felines.

Introducéo pulgas (Ctenocephalides felis) previamente contaminadas
i ) (Chomel et al., 1996 e 2006). A doenca é geralmente benigna,
A doenca da arranhadura do gato (DAG) € uma importante  caracterizada em sua forma tipica por linfoadenopatia regional,

zoonose transmitida ao homem atraves de mordedura ou  5companhada por febre e sintomas gerais como anorexia e
arranhadura de felinos domésticos, ou mesmo através de perda de peso (Drancourt et al., 1995).
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No homem a DAG se caracteriza pelo aparecimento de
pequenas papulas ou pustulas eritematosas 7 a 12 dias ap6s
uma arranhadura ou mordedura felina, e depois de uma ou
duas semanas os linfonodos responsaveis pela drenagem
dessa regido se tornam edemaciados e abscedam,
supurando em 10 a 30% dos pacientes. Geralmente se
observam febre de intensidade moderada e mal estar geral
com anorexia, cefaléia e cansaco. O processo dura de 2 a 4
meses e costuma ter involugéo espontanea dentro de 6 meses
(Margileth et al., 1993, Amarri et al., 1995, Lamps, et al., 2004).

Em pacientes imunodeprimidos como nos casos de Aids,
transplantados e sob tratamento de quimioterapia, o quadro
pode evoluir para Angiomatose Bacilar ou para Peliose Bacilar
caracterizados respectivamente por proliferacdo de pequenos
vasos sanguineos na pele e 6rgédos viscerais, ou pelo
aparecimento de espacgos multiplos, dilatados e hemorragicos
nesses orgdos de evolugéo fatal (Tompkins et al., 1993; Welch
et al.,1996).

O agente responsavel por tal patologia foi identificado como
Bartonella henselae, um bacilo gram-negativo, pequeno,
pleomérfico, encontrado isolado ou em cadeias curtas em
média com 0,6 a 3,0 nm de comprimento e de 0,3 a 1,0 nm de
didmetro (Arlet et al., 1990 e 1991; Brenner et al.,1991).

O gato doméstico é confirmadamente o reservatério da B.
henselae, porém a maioria dos animais permanece
assintomatica (Kirkpatrick et al.,1989; Ueno et al.,1996).

A bacteremia inicia-se entre 6 e 15 dias ap6s a inoculagao
intra venosa (IV) do agente e persiste em média por 10 a 16
semanas chegando a até 24 meses, de forma ciclica. Ela &
seguida de perto pelo aumento do titulo de anticorpos IgG
anti-B. henselae a partir de uma ou duas semanas. Os
anticorpos atingem titulos préximos de 1024 a 8192 naterceira
semana pés-inoculacdo, e entdo inicia-se uma queda
constante até atingir titulos de 512 a 1281, que se mantém
por até 6 semanas. A bacteremia diminui a medida que
aumentam os titulos de anticorpos (IgG), os quais controlam
a multiplicacdo bacteriana. Assim os niveis de 1gG sédo
considerados indicativos de infeccdo passada ou corrente
por B. henselae , pois os anticorpos podem coexistir com
bacteremia por longos periodos apés a infec¢do. Animais
expostos a segunda infeccdo ndo desenvolvem bacteremia,
porém ocorre aumento dos niveis de IgG.

A prevaléncia dos anticorpos anti-B. henselae e o encontro de
bacteremia diminuem com a idade do felino indicando que
os animais devem adquirir a doenga no primeiro ano de vida,
especialmente a partir dos seis meses de vida, com queda
inversamente proporcional a idade do animal (Greene et
al.,1994; Regnery et al.,1996; Kordick et al.,1997 e 1998,
Micolajczyk, Mg et al., 2000).

Para a pesquisa de anticorpos foi utilizada a técnica de
imunofluorescéncia indireta (IFl), teste cuja sensibilidade e
especificidade dependem da linha de corte, que define o titulo
a partir do qual o resultado seré positivo. A linha de corte 64 é
utilizada pela maioria dos autores citados, e tem especi-
ficidade de 94% e sensibilidade de 88%, porém nesse estudo
utilizaremos a linha de corte de 100, segundo Raoult et al.
(1994), cujo valor preditivo positivo é 68,2% (Regnery et
al.,1992; Dalton et al.,1995; Amerein et al.,1996, Bergmas et
al., 1997; Zbinden et al.,1998).
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Este trabalho tem por objetivo avaliar a magnitude da infeccéao
por B. henselae nos felinos domésticos na cidade de S&o
Paulo, estado de Sao Paulo, através da pesquisa de
anticorpos por meio da reagdo de imunofluorescéncia indireta
e sua relacdo com a idade dos animais infectados e seu
estado de saude, visando auxiliar na prevencéo da doenca na
populacdo humana.

Material e métodos

Foram avaliadas amostras de soros de 200 felinos
domiciliados na cidade de S&o Paulo (estado de S&o Paulo),
com idades de 1 més a 3 anos, metade dos quais higidos e
a outra metade composta por animais atendidos no
Ambulatério do Hospital Veterinario da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia — Universidade de S&o Paulo, a partir
janeiro de 1996 até dezembro de 1997.

Eles foram divididos em quatro grupos segundo sua faixa
etéaria: felinos entre 1 e 6 meses (n = 41), felinos entre 7 e 12
meses (n = 56), com mais de 1 ano até 2 anos (n= 55) e
animais acima de 2 anos (n = 45). Tal amostragem foi
estabelecida por conveniéncia dos pesquisadores.

A técnica de imunofluorescéncia indireta foi realizada segundo
o0 Centro Nacional de Referéncia para Ricketsioses, em
atividade na Faculdade de Medicina, Farmacia e Odontologia
de La Timone, Marselha, Franca.

A cepa de Bartonella henselae foi semeada em placas de
Agar Columbia com 5% de sangue de carneiro durante 15
dias, num total de 4 passagens, e entdo foram co-cultivadas
com células Vero por 72 horas, sempre em estufa de 37°C
em ambiente de CO2. O material resultante foi lavado com
PBS pH 7,2 e centrifugado a 4°C durante 10 minutos a 5.500
rpm, por trés vezes.

Na lamina para IFI foram distribuidas, com auxilio de bico-de-
pena, finas camadas de B. henselae secas ao ar em
temperatura ambiente, e depois fixadas no alcool etilico por
10 minutos.

Os soros foram diluidos em meio tampdo PBS pH 7,2
acrescido de leite a 3%, em progressao aritmética de razédo 2,
a partir de 1/25 até 1/800. Aproximadamente 40 ml de cada
diluicédo foram colocados sobre o antigeno, e a seguir a lamina
foi incubada a 37°C por 30 minutos em camara Umida, lavada
com solugdo PBS pH 7,2, imersa em solu¢cdo PBS Tween por
10 minutos por 2 vezes e finalmente, imersa em agua
destilada por mais 5 minutos. Apds a secagem da lamina em
estufa 37°C, foram acrescentados 30 ml do conjugado de
cabra anti-lgG felino (diluido a 1/ 50 em PBS leite 3% corado
com Azul de Evans a 0,05%) sobre o antigeno e entao
novamente incubada a 37°C por 30 minutos em camara
Umida, procedendo-se a seguir, a lavagem e as imersoes,
conforme descrito anteriormente.

A lamina seca em estufa 37°C acrescentou-se uma gota de
Fluoprep (glicerina tamponada — meio de conservagdo para
imunofluorescéncia — Biomerieux) cobrindo-se com laminula.
A reacdo foi observada ao microscépio de epifluorescéncia
Zeiss com objetiva de 40 X e a leitura da lamina foi feita
baseada na intensidade de fluorescéncia, numa classificagdo
de 0, +1, +2, +3 até +4, (0 a auséncia total de fluorescéncia e
+4 a visualizacdo da B. henselae perfeitamente fluorescente).



Considerou-se resultado positivo aquele igual ou superior a
fluorescéncia de +3, em diluicdo de 1/100.

O teste estatistico utilizado foi o teste Z para analise dos dados
dos quatro grupos de felinos, comparando-se a propor¢édo de
animais soropositivos entre cada faixa etaria, assim como
avaliada a frequéncia de soropositividade entre os grupos
saudaveis e doentes, machos e fémeas, para p d” 0,05 (calculos
com auxilio do programa SPSS for Windows release 6,0).

Resultados

Dentre os 200 felinos incluidos nesse estudo, os 100 animais
higidos e os 100 animais atendidos no Ambulatério do
Hospital Veterinario da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia — USP, foram observados 32 reagentes a B.
henselae, correspondendo a 16 % da amostragem utilizada.

A maior freqiiéncia dos reagentes conforme o titulo de
anticorpos anti- B. henselae detectados através da reacao IFI
foi observada no grupo de animais da faixa etaria de 7 a 12
meses, seguida pela faixa de 1la 6 meses. Observa-se dife-
renca significativa entre os animais da faixa etaria de 7 a 12
meses com os da faixa etaria de > 1 ano a 2 anos, e os de
mais de 2 anos.

E soropositivos

Vi
V
=

1 a6 meses

7 a12 meses >1 a2 anos >2 anos

Grafico 1: Freqliéncia dos animais reagentes a B. henselae segundo
sua faixa etéria.

Em relacédo a freqiéncia de animais soropositivos no grupo
de felinos higidos e doentes, observou-se distribuigdo similar
entre os grupos, sendo 17 animais (53,1%) nos higidos e 15
animais (46,9 %) nos doentes. O mesmo ocorre em relacédo a
distribuicdo dos reagentes a B. henselae de acordo com o
sexo: 17 animais soropositivos entre os animais higidos e 15
animais soropositivos entre os doentes.

Discusséo e conclusdes

A freqUiéncia de felinos reagentes a B. henselae observada na
presente amostragem, de 16%, mostra-se semelhante a de
alguns outros estudos ao redor do mundo; 12,5% nos Alpes
Suicos (Glaus et al.,1997), Africa do Sul com 21% (Kelly et al.,
1996); porém é menor que nos EUA com 35,8 %(Foley et al.,
1998); na Alemanha com 50% (Bergmans et al., 1997), e na
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Califérnia com 81 % (Yamamoto et al., 1998), e maior que na
Suica e Japéo, com 8,3% (Glaus et al., 1997) e 9,1% (Maruyama
et al., 1998), respectivamente. No CCZ de Sao Paulo obser-
vam-se 46% dos felinos com anti- B. henselae (Slhessarenko
et al., 1996).

Convencionou-se considerar no presente trabalho o titulo
minimo de 100 como o titulo a partir do qual os felinos foram
considerados positivos (Raoult et al., 1994), o que em parte
explicaria a disparidade dos diversos resultados encontrados
por outros autores, assim como a escolha da amostragem
utilizada e as condi¢Bes de manutengao dos felinos (Bergmas
et al., 1997).

A maior frequéncia de reagentes observada na faixa de 7 a 12
meses encontra respaldo na literatura, segundo a qual a
maioria dos casos de infec¢cdo humana por B.henselae, 0s
gatos envolvidos com 0s quais 0s pacientes relatam contato
sao filhotes ou jovens, geralmente em menos de 1 ano de
idade, dos quais se isolou 0 agente etiologico. A bacteremia
por B. henselae que ocorre nos felinos é aparentemente de
curta duracdo, de cerca de 1 a 4 meses (24 meses em casos
excepcionais) ocorrendo a soroconversdao em cerca de 2
semanas. O titulo atinge o pico em cerca de 28 dias, apds o
qual apresenta declinio gradual, mantendo-se em patamares
minimos por até 2 anos.

Considerando-se o decréscimo da imunidade humoral dos
filhotes ao redor de 40 dias de idade (animais sensibilizados
com anticorpos) e o periodo de incubacédo de 30 dias, os
felinos infectados constituem-se em potencial fonte de
infeccdo para humanos ao redor de 3 a 4 meses de idade.

A dindmica da infeccdo dos felinos por B. henselae permite
explicar que os filhotes de 1 a 6 meses de idade ja tenham
anticorpos circulantes e que a freqiiéncia maxima de reagentes
tenha sido observada entre animais de 7 a 12 meses. Vale a
pena ressaltar que nessa idade os animais domiciliados estéo
em contato intimo com seus proprietarios, geralmente
criangas, aumentando grandemente a chance de mordeduras
ou arranhaduras acidentais e, conseqientemente, o
aparecimento das patologias relacionadas com a DAG desde
linfoadenopatias benignas até outras complicacées como
dores abdominais, dores de cabeca e perda de peso que
requerem maiores cuidados médicos (Reynolds, MG et al.,
2005, Liao HM et al., 2006).

Nao ha nenhuma diferenca na susceptibilidade a infeccéo
entre 0s sexos, sugerindo que 0s mesmos tenham a mesma
oportunidade de contagio direto entre eles ou através de vetor,
no caso a pulga (Higgins et al., 1996; Foley et al., 1998).

E a auséncia de relagdo entre a doenca e soropositividade a
B. henselae observada no presente trabalho vem confirmar
pouca ou nenhuma patogenicidade do agente para os gatos
domésticos, como ja relatados por outros autores, conferindo
a Bartonella henselae maior importancia ao seu hospedeiro
humano do que felino (Groves et al., 1994; Chomel et al.,
1995; Abbott et al., 1997).
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