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RESUMO



As bartoneloses humanas sdo um grupo de doengas cuja patogénese € pouco
conhecida. A Bartonella henselae € uma das mais estudadas bactérias deste género. Ainda
assim, pouco se sabe sobre sua viruléncia e sua relagdo com o hospedeiro. O objetivo deste
estudo foi observar se passagens desses microorganismos in vivo determinariam alteracdes
ultra-estruturais nas mesmas. Para isso foram selecionados camundongos isogénicos
fémeas, de 4 a 7 semanas de vida, que foram inoculados com cepa padrao de B. henselae
(I). Estas foram recuperadas inicialmente de animais geneticamente imunodeficientes (II) e
entdo inoculadas em imunocompetentes. ColOnias de bactérias obtidas desta tultima
passagem (III) foram comparadas com colonias I e II a microscopia eletronica de
transmissdo. Perda de fimbrias e abundante formacdo de blebs foram as alteracdes
morfoldgicas mais encontradas nas coldnias III. Também, no sexto dia apds as inoculagdes,
os animais foram sacrificados e as principais alteragdes histoldgicas encontradas foram
proliferacdo endotelial, observada nos animais imunodeficientes, e reagdo granulomatosa
incipiente, observada em um dos camundongos imunocompetentes inoculados. Estes
achados sdo concordantes com aqueles observados clinica e histologicamente nas doencgas
humanas causadas por bactérias deste género. Sdo discutidos, também, outros achados
ultra-estruturais e da microscopia de luz do figado e do baco dos camundongos, além das
observagdes bacterioldgicas e do exame direto do sangue dos camundongos. Este estudo
demonstrou que passagens in vivo da B. henselae induziram-na a alteragdes morfologicas.
Estas alteracdes poderiam explicar a maior viruléncia das bactérias das colonias III,
sugerida pelos resultados encontrados. A maioria destes achados ndo foi previamente
descrita, assim, novos estudos sobre a patogénese da infec¢do pelas bartonelas deverao

considerar as informagdes ora apresentadas.

Resumo

XXXV



~

INTRODUCAO



As bartonelas sdao hoje representadas por pequenas bactérias gram-negativas, de
crescimento lento, microaerdfilas, cocobacilares, que crescem melhor em meios
enriquecidos com sangue € numa atmosfera com 5% de gés carbOnico. Fazem parte da
familia Bartonellaceae e mantém relacdo filogenética remota com os membros da ordem

Rickettisiales (SLHESSARENKO, 1998).

Até recentemente, quando se escrevia sobre bartonelose, fazia-se referéncia a
doenca de Carrion (DC), doenca bifdsica prépria da regido dos Andes. Desde que
BRENNER et al. (1993) propuseram a unificacdo do género Rochalimaea com o Bartonella, a
B. bacilliformis, responsdvel por esta doenca, deixou de ser a Unica espécie deste gé€nero.
Assim, as doencas causadas por bartonelas incluem a febre das trincheiras (FT), a doenca
da arranhadura do gato (DAG), a angiomatose bacilar (AB), além de quadros de bacteremia
febril, septicemia e endocardite, entre outras manifestacdes (ANDERSON & NEUMAN, 1997;
BASS, VINCENT, PERSON, 1997a; BASS, VINCENT, PERSON, 1997b; RAOULT, 1999).

MAURIN & RAOULT (1996) referem que “o espectro clinico das manifestagdes
induzidas pela infec¢do por bartonelas € surpreendente” e WALKER et al. (1996) incluem
espécies deste género entre as responsdveis por zoonoses bacterianas emergentes. Para
SPACH & KOEHLER (1998) o género Bartonella representa um fascinante grupo de

patégenos emergentes.

A verruga peruana € clinicamente indistinguivel da AB e ocorre apds um
quadro febril e imunossupressor chamado de febre de Oroya (GARCIA et al. 1990; GARCIA-
CACERES & GARCIA, 1991; MITCHELL & MINNICK, 1995).

Os achados histolégicos, nestas doengas, parecem estar relacionados ao estado
imunolégico do hospedeiro: reacdo granulomatosa nas lesdes da DAG e proliferacio
vascular na verruga peruana, na AB e na peliose bacilar hepética. A DAG ocorre mais em
pacientes imunocompetentes € a AB e a peliose bacilar hepdtica em imunodeficientes
(SPACH, 1992; TOMPKINS, 1994; PIEMONT & HELLER, 1999).

A resposta imune e a patogénese das bartonelas sdo pouco conhecidas, € a
inexisténcia de um modelo animal apropriado limita seu estudo (DEHIO & SANDER, 1999). A
B. henselae pode ser responsiavel por todas as manifestacdes clinicas resumidamente
descritas acima, exceto a DC e FT, respectivamente causadas pelas B. bacilliformis e B.

quintana.

Introdugdo
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A infec¢do experimental vem sendo realizada, predominantemente, em gatos,
conhecido reservatdrio de espécies deste género, porém os resultados obtidos nem sempre

sdo concordantes, inclusive os histolégicos (CHOMEL et al., 1996; GREENE et al., 1996;
HIGGINS et al., 1996; REGNERY et al., 1996; UENO et al., 1996; ABBOTT et al., 1997; GUPTILL et
al., 1997; GUPTILL et al., 1998; FOIL et al., 1998).

Ha mualtiplas varidveis associadas, entre elas a viruléncia da bactéria, o estado
imunol6gico do hospedeiro, as concentragdes dos indculos, a via de administracdo e a

participacao de vetores no desenvolvimento da infecc¢ao.

Batterman e colaboradores demonstraram, por microscopia eletronica, a perda
de expressdo de fimbrias na B. henselae apds miltiplas passagens em laboratodrio,

aventando sua importancia como determinante da patogénese desta infec¢do (BATTERMAN

et al. 1995).

A formagdo de granulomas no figado de camundongos imunocompetentes
infectados experimentalmente com B. henselae foi obtida apds, pelo menos, quatro
passagens in vivo da bactéria. Na discussdo do estudo, € mencionada a possivel importancia

deste procedimento em aumentar a viruléncia das bactérias (REGNATH et al., 1998).

Camundongos isogénicos imunocompetentes e outros, de mesma linhagem,
com a imunidade celular comprometida geneticamente, foram inoculados com a mesma
bactéria e apenas os imunodeficientes mostraram alteragdo clinica, quatro dias depois

(VELHO et al., 1998).

No presente projeto de pesquisa, estudaram-se as bartoneloses humanas e as
caracteristicas morfoldgicas de uma cepa de B. henselae, antes e depois da passagem in
vivo, em camundongos, a microscopia eletronica de transmissdo. Além disso, foram
analisadas as alteragdes determinadas no figado e no baco desses animais, tanto

imunocompetentes quanto imunodeficientes.

Introdugdo
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2.1. AS DOENCAS
2.1.1. Doenca de Carrion

A DC ¢ assim chamada porque Daniel Alcidés Carrién, em 1885, um estudante
de medicina peruano, tentou demonstrar que duas enfermidades endémicas em seu pais, a
febre de Oroya e a verruga peruana, eram fases de uma mesma infec¢ao. Inoculou-se com
material extraido de paciente com manifestacdo clinica da verruga peruana, vindo a falecer,

durante quadro febril, como o da febre de Oroya.

Duas grandes epidemias de um quadro febril e hemolitico aconteceram, em
torno de 1870, durante a constru¢do da linha férrea que ligaria a capital, Lima, a cidade de
Oroya, 4 mil metros acima do nivel do mar, nos Andes. Mais de 8 mil trabalhadores,
procedentes do Chile e de outras regides do Peru, faleceram nesses episddios, € a doenca

ficou conhecida como febre de Oroya. (GARCIA-CACERES & GARCIA, 1991; BASS,
VINCENT, PERSON, 1997a).

A verruga peruana, primeiramente reportada no século 17 (BASS, VINCENT,
PERSON, 1997a), acontecia na mesma regido, caracterizando-se por tumores vasculares da
pele, da mucosa e dos Orgdos internos, que se instalavam insidiosamente em 1-2 meses e

duravam meses ou anos. As lesdes eram chamadas verrugas.

2.1.1.1. Etiologia

Em 1909, foi creditado a Alberto Barton, médico peruano, a descricdo do
agente etiologico da DC, a B. bacilliformis (BASS, VINCENT, PERSON, 1997a). Ela é parasita
intracelular de eritrécitos e células endoteliais, de grande motilidade e pleomorfico.
Pequeno, de 0,2 nm a 0,5 nm de didmetro por 1 nm a 2 nm de comprimento, €
multiflagelado-unipolar e cora-se em vermelho-violeta a coloragcdo de Giemsa em

esfregacos sangiiineos (GARCIA et al., 1990; BASS, VINCENT, PERSON, 1997a).
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ALEXANDER (1995), pelas diferencas clinicas entre a bartonelose ocorrida no
Equador e a cléassica DC, sugeriu que a doenca é causada por outro microorganismo,
chamando-o de B. verrugiforme. Outra possibilidade para justificar o quadro mais brando
observado naquele pais seria “um processo de adapta¢do imunoldgica entre a populagcao
local e o parasita”. E transmitida por artrépodes de hdbito noturno, Lutzomyia verrucarum,

de limitado alcance de v0o. Nao existem evidéncias de reservatdrios em animais ou plantas

(GARCIA-CACERES & GARCIA, 1991).

2.1.1.2. Epidemiologia

Endémica entre os paralelos 5°N e 13°S, de leste a oeste dos Andes, entre mil e
3 mil metros acima do nivel do mar, a DC se estende do sudoeste da Coldombia, do

Equador, até o centro do Peru. (GARCIA-CACERES & GARCIA, 1991).

Descobertas da era pré-colombiana, em artesanias € mimias, reforcam a teoria
de que esta doencga, em suas duas fases, existe na América do Sul antes da sua colonizagdo
(ALEXANDER, 1995; GARCIA-CACERES & GARCIA, 1991).

Nas dareas endémicas, 60% da populacao € soropositiva para a bactéria e 10% a
15%, portadora assintomatica. Os portadores assintomdticos s@o 0 maior reservatorio da

doenca (GARCIA-CACERES & GARCIA, 1991; BASS, VINCENT, PERSON, 1997a).

Casos de verruga peruana fora da drea endémica, como o descrito por

MATTEELLI et al. (1994), acontecem entre pessoas que viajam para estas regioes.

2.1.1.3. Clinica e tratamento
2.1.1.3.1. Febre de Oroya

Em pacientes ndo imunes a B. bacilliformis, a primo infec¢do pode caracterizar-
se por uma febre banal com mialgias e que regride espontaneamente. Porém, em 15% dos
casos mantém-se como uma bacteremia cronica assintomdtica. A infec¢do também pode
ocorrer como uma fase hemolitica aguda, a febre de Oroya, grave, trés semanas apos a
exposicdo. Evidéncias ndo documentadas sugerem que € mais grave em individuos ndo
nativos da regido. Acompanha febre, que pode ser baixa e insidiosa ou abrupta e alta, mal-

estar, mialgias e artralgias.
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De 80% a 100% dos eritrécitos circulantes podem ser parasitados. A lise
conseqiiente pode resultar, em poucos dias, numa queda destes a menos de 1 milhdo/mm’ e
haver complicacdes como dispnéia, angina, delirios e coma. H4 infiltracdo macica do
sistema reticulo endotelial caracterizada pela formacdo de clumps bacterianos que ocluem
parcialmente a luz capilar e ¢€ traduzida, clinicamente, em hepato-espleno e

linfonodomegalia.

Em sua revisdo, BASS, VINCENT, PERSON (1997a) comentaram que um sinal de
boa evolucdo na febre de Oroya € a mudanca do formato das bactérias nos eritrdcitos,
inicialmente bacilares e em grande nimero, assumindo forma cocdide antes de

desaparecerem.

A mortalidade, na era pré-antibidtica, era de 40% a 85% e, ainda hoje, 8% dos
pacientes vao a Obito tanto pela anemia grave quanto pela instalacdo de um estado de
imunodeficiéncia. O paciente fica susceptivel a septicemias por gram-negativos,
freqiientemente salmonelas, e reativacdo de infecgdes concomitantes como tuberculose,
toxoplasmose e amebiase. Uma bacteremia assintomdtica pode persistir até 15 meses depois
da fase aguda (GARCIA et al., 1990; GARCIA-CACERES & GARCIA, 1991; MITCHELL &
MINNICK, 1995; RAOULT, 1999).

O tratamento se faz com tetraciclina ou cloranfenicol, sendo este udltimo
preferido por sua ac@o contra salmonelas. A resposta € rdpida, interrompendo esta fase.

Transfusao sangiiinea, por vezes, se faz necessaria.

Para GARCIA-CACERES & GARCIA (1991), esta forma de imunodeficiéncia
adquirida causada na febre de Oroya € peculiar, de graus variados, e necessita de maiores
estudos para sua compreensdo. Ela é comprovada pela negativacdo dos testes tuberculinicos
e de reacOes de fixacdo de complemento. Igualmente, hd uma inversdo da relacdo de

linfécitos T helper/supressor.
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2.1.1.3.2. Verruga peruana

De duas a oito semanas apds a aparente recuperacao da fase febril, o paciente
pode apresentar lesdes angiomatosas, papulosas, papulo-tumorais ou nodulares. Estas
lesdes, de 0,2 a 4 cm de didmetro, aparecem em surtos, predominantemente na face e nas
extremidades. Podem persistir por meses ou até anos e ser acompanhadas de febre, dores
Osseas e/ou articulares. A gravidade da erup¢do € variavel e parece ndo estar relacionada ao
tratamento antibiGtico prévio. Esta é a fase tecidual e cronica da DC. E autolimitada e ndo

deixa cicatrizes, exceto quando as lesdes se infectam secundariamente. (GARCIA-CACERES
& GARCIA, 1991; ALEXANDER, 1995).

Trés formas de lesdes cutaneas sdo descritas. Uma erup¢do miliar, com papulas
de 0,2 a 0,3 mm de didmetro, outra com lesdes com 8 a 10 mm e, ocasionalmente, lesoes

dolorosas, grandes e profundas, proximas a articulagdes e que podem ulcerar e sangrar

(BASS, VINCENT, PERSON, 1997a).

A verruga peruana reflete uma imunidade parcial a B. bacilliformis (NOSAL,
1997). Histologicamente, as lesdes da verruga peruana mostram proliferacdo de células
endoteliais da vasculatura terminal da derme e subcutaneo. Importante achado € o infiltrado
inflamatdério, agudo e cronico, mesmo em lesdes ndo-ulceradas, que acompanha a presenca
de B. bacilliformis no intersticio e no interior das células endoteliais. Nestas células podem
estar contidas em vacuolos, estruturas citoplasmdsticas, chamadas de inclusdes de Rocha-
Lima. As lesdes podem ter vasos mais diferenciados e ectésicos, clinica e histologicamente
semelhantes ao granuloma piogénico. Atipias celulares podem ser encontradas,
especialmente em lesdes mais sélidas, com luzes inaparentes e células fusiformes que

lembram o sarcoma de Kaposi.

A AB, outra bartonelose, se ndo pelos dados epidemiolégicos, pode ser

indistinguivel da verruga peruana.

A eficdcia antibidtica nesta fase é questiondvel (BASS, VINCENT, PERSON,
1997a).
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2.1.1.4. Diagnéstico

O diagnodstico € mais freqiientemente estabelecido pela cultura da bartonela ou
sua observacdo em esfregacos sangiiineos corados com Giemsa, na fase febril. Nas
verrugas, o agente pode ser observado em cortes histolégicos corados também com o

Giemsa, no citoplasma de células endoteliais (BASS, VINCENT, PERSON, 1997a).

2.1.2. Febre das trincheiras

A FT foi reconhecida como entidade clinica na epidemia da Primeira Grande
Guerra, em 1915. A febre causada pela B. quintana foi raramente relatada afora as
epidemias relacionadas as guerras mundiais. Contudo, é provavel que, desde a Idade Média,

a doenca ja fosse conhecida (MAURIN & RAOULT, 1996).

Na primeira epidemia € estimado que mais de 1 milhdo de pessoas tenham sido

afetadas, predominando em militares, tanto das tropas alemas quanto dos aliados.

Adquirida, provavelmente, por soldados alemaes da populagdo russa, onde a
infeccdo era endémica, esta disseminou-se por toda a Europa. Com o final da guerra, houve
declinio acentuado da epidemia e, assim, o seu interesse médico. Com a Segunda Guerra
Mundial, a infec¢do tornou-se reemergente. Manteve-se endémica na Polonia, Leste
Europeu, no norte da Africa, na Rissia e, possivelmente, na China (BASS, VINCENT,

PERSON, 1997a).

2.1.2.1. Etiologia

Como inicialmente imaginou-se que o agente causador era um parasita
intracelular obrigatorio, este foi considerado uma riquétsia. Entre outros nomes, foi-lhe
proposto Rickettsia rocha-limae (MAURIN & RAOULT, 1996) em homenagem ao Dr.
Henrique da Rocha Lima, grande anatomopatologista brasileiro, estudioso do tifo

exantemadtico e outras riquetsioses.
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Com o isolamento do agente a partir de amostras sangiiineas de pacientes com
FT em meio de dgar-sangue sem células, este j& ndo mais poderia ser considerado no
género Rickettsia, sendo criado entdo o género Rochalimaea. Foram VINSON, VARELA,
MOLINA-PASQUEL (1969) que satisfizeram os postulados de Koch, induzindo a clinica da
FT em voluntarios inoculados com Rochalimaea quintana, isolada de pacientes com a

doenca, definindo assim sua etiologia.

Em 1993, BRENNER et al. sugeriram a transferéncia de todas as espécies deste
género para o gé€nero Bartonella, familia Batonellaceae, removendo-as da ordem
Rickettsiales, baseados em relacdes filogenéticas e na inexisténcia de patégeno intracelular

obrigatorio entre as bartonelas.

Foi também Rocha Lima quem demonstrou a posi¢ao extracelular da bactéria
no limen intestinal de piolhos, inferindo que o relacionamento entre eles é de
comensalismo. Foi uma das confirmagdes de que estes artropodes eram vetores da infecg¢ao,
justificando a efetividade de medidas de desinfestacio no controle da transmissdao da

doenca, tomadas ja durante a primeira epidemia (MAURIN & RAOUT, 1996).

A observacdo de médicos oficiais foi de que “a doenga ocorria primariamente
quando um nimero grande de pessoas vivia junto, em circunstancias apertadas e nao-
higi€nicas”. Embora o piolho da cabeca seja capaz de transmitir a doenca
experimentalmente, € o piolho do corpo (Pediculus humanus var. corporis) o vetor mais
envolvido, podendo transmitir a doencga a voluntérios susceptiveis, cinco a dez dias apds o

contato com pessoas infectadas.

A B. quintana foi demonstrada na saliva e nas fezes dos piolhos e infectam o
homem quando a pele estd lesada. As fezes secas dos piolhos mantém-se infectantes por
varios meses. Em circunstincias epidémicas, piolhos foram coletados de 15% a 40% de
pessoas aparentemente sauddveis. O agente pode ser isolado da saliva e da urina dos
doentes. A presenca de B. quintana em carrapatos recuperados de pacientes com quadro
semelhante a FT, no norte da Africa, jé foi referida (MAURIN & RAOULT, 1996; BASS,

VINCENT, PERSON, 1997a).

Revisdo Bibliogrdfica

48



2.1.2.2. Epidemiologia

De distribui¢@o possivelmente universal, a B. quintana causa infeccao de forma
endémica ou epidémica, sobretudo em populagdes com prevalente infestacdo por piolhos,

com mads condi¢des de higiene pessoal e de saneamento (MAURIN & RAOULT, 1996).

Em nossos dias, a descri¢do de quadros febris em indigentes (SPACH et al., 1995)
causados pela mesma bactéria tem sugerido mencao de “febre das trincheiras urbanas dos

dias modernos” (ANDERSON & NEUMAN, 1997).

A reemergéncia da FT foi confirmada em Marselha, em Seatle, em Baltimore e
em Burundi, sempre associadas a condi¢des humildes de vida. Dos pacientes sem domicilio
avaliados em Marselha, 30% eram sorologicamente positivos para B. quintana. Neste
trabalho ha referéncia sobre a soropositividade de 20% entre aqueles de Seatle e 10% de
soropositividade entre os usudrios de droga avaliados em Baltimore. De 104 profissionais
que trabalhavam com piolhos em um laboratério polonés, apés a Segunda Grande Guerra,
90 desenvolveram FT e, dentre os 14 restantes, aparentemente assintomaticos, cinco
desenvolveram bacteremia cronica e baixos titulos de anticorpos. Nesse trabalho, o
isolamento de B. quintana foi obtido de hemoculturas de pacientes que tinham tido FT ha

mais de oito anos (BROUQUI et al., 1999).

2.1.2.3. Clinica

A doenca é também conhecida como febre quintana ou dos cinco dias, febre da
perna ou da tibia, dadas suas manifestacdes clinicas, e, ainda, febre de Wolhynian, distrito

polonés onde a doenca aconteceu de forma epidémica.

Com periodo de incubacdo de 15 a 25 dias, a FT pode ser assintomdtica até
doenca grave. Aproximadamente metade dos infectados tem um quadro gripal, de
instalacdo abrupta, porém, sem sintomas respiratérios e de curta duragdo. Pode ocorrer
febre alta e prolongada por semanas, sugerindo febre tiféide (BASS, VINCENT, PERSON,

1997a; RAOULT, 1999).

Revisdo Bibliogrdfica

49



As manifestacdes observadas classicamente nas tropas eram de episodios febris
de instalacdo aguda. Duravam de trés a cinco dias, com pico em torno de 40° C nos
primeiros dias, quando sintomas como cefaléia frontal e retro-ocular e dor nos 0ssos,
sobretudo os ossos longos das pernas, eram também mais intensos. Prodomo de dois ou

mais dias acontecia.

Os sintomas sofriam remissdo por varios dias, com exacerbagdo clinica
paroxistica trés a cinco vezes, ou mais, num periodo de aproximadamente um ano. Recaidas

em individuos saudéveis, apos este periodo, ja foram descritas.

Usualmente, os ataques sucessivos diminuiam em intensidade. Fraqueza, mal-
estar, dispnéia, vertigem, dores lombares e abdominais, calafrios, sudorese intensa, diarréia,
constipacdo, anorexia, ndusea, agitacdo e insonia podiam acompanhar o quadro. Lingua
saburrosa, enantema conjuntival e dor no aparelho locomotor eram também freqiientes.

(MAURIN & RAOULT, 1996).

Miculas ou pépulas eritematosas com 1 cm de didmetro eram observadas no

tronco da maioria dos pacientes. Esplenomegalia ocorria ja no primeiro dia de doenca

(BASS, VINCENT, PERSON, 1997a).

Sintomas neuroldgicos como depressao e resposta anormal a estimulos foram

relatados (MAURIN & RAOULT, 1996).

Formas cronicas, raramente relatadas, manifestavam-se por uma astenia

importante associadas a episddios subfebris repetidos.

Leucocitose, as custas de polimorfonucleares, freqiientemente acompanhavam

estagios febris da doenca. Anemia também podia acontecer (RAOULT, 1999).

Estudos em voluntdrios mostraram que ha susceptibilidade a reinfeccdo com
trés a seis meses do quadro inicial, embora anticorpos especificos possam ser detectados
ap6s semanas da primeira infeccao, podendo persistir por anos (BASS, VINCENT, PERSON,
1997a).
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Considerando as descrigdes de bacteremias por B. quintana, especialmente
entre pacientes ndo domiciliados, pode-se imaginar que, transmitida a bactéria por um
piolho infectado, algumas pessoas desenvolverdo o quadro classico e agudo da FT e outras,
infeccdo cronica. Estes poderdo desenvolver linfonodopatia cronica e, especialmente os

imunodeficientes, AB, sem comprometimento hepatico (BROUQUI et al., 1999).

2.1.2.4. Diagnéstico

Fora das epidemias, o diagnéstico clinico ndo € possivel pela similaridade com

vérias doencas agudas e cronicas.

O principal diagnéstico diferencial é com tifo exantematico, em pacientes com
infestacdo por piolhos do corpo, embora este apresente um quadro cutaneo mais exuberante

e mortalidade significativa.

Cultura para o isolamento do agente, sorologia e técnicas moleculares serdo

referidas adiante.

2.1.2.5. Tratamento

Nao existem trabalhos controlados sobre a susceptibilidade antibidtica de
pacientes com FT. Contudo, resposta dramadtica tem sido observada com o uso de
tetraciclina ou cloranfenicol, com desaparecimento dos sintomas em um a dois dias. Alguns
pacientes tratados, porém, apresentaram recrudescéncia, ndo se conhecendo o real efeito

destas drogas sobre o agente (BASS, VINCENT, PERSON, 1997a).

2.1.3. Doenca da arranhadura do gato

Robert Debré, professor de pediatria na Universidade de Paris, ja em 1931,
observou um menino com adenite supurativa epitroclear e multiplas arranhaduras de gato
na mao homolateral. Mas s6 em 1950, este mesmo professor e seus colaboradores fizeram a
primeira publicacdo da doenca que ja chamavam de DAG (CARITHERS, 1985). Ela ja era

conhecida como entidade clinica, tanto que, em 1946, Harry Rose aspirou dos linfonodos
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de seu colega Franklin Hanger, que havia sido arranhado por seu gato, 20 ml de contetido
purulento, utilizando este material como antigeno para a realizacdo de testes intradérmicos.
Houve intensa reacdo em Hanger e também em pacientes com adenites seguidas a
arranhaduras de gatos. Deste entdo, o teste intradérmico de Rose e Hanger passou a ajudar

no diagndstico de casos suspeitos (CARITHERS, 1970).

2.1.3.1. Etiologia

A etiologia da linforreticulose benigna, como também € chamada, foi objeto de
véarias investigacOes. Entre os agentes que foram implicados como responsdveis, estao

virus, micobactéria atipica e clamidia (HADFIELD et al., 1985).

Em 1983, WEAR et al. identificaram, a colora¢do de Warthin-Starry e de Brown-
Hopp, pequenos bacilos argiréfilos e gram-negativos, pleomorficos, isolados, em cadeias
ou agrupados, encontrados na parede dos capilares, em macréfagos ao longo dos sinuséides
e proximos ao centro germinativo de linfonodos de pacientes com diagnéstico de DAG.
Utilizando soro de pacientes convalescentes, coraram intensamente estas bactérias com
técnica de imunoperoxidase, o que ndo acontecia com soro de individuos sem historia de tal

doenca.

Demonstraram depois a presenca de microorganismos, com a mesma
morfologia na lesdo cutanea primaria de trés pacientes com DAG (MARGILETH et al., 1984)
e isolaram, a partir do cultivo de dez linfonodos acometidos, bactéria idéntica a ja

demonstrada em tecidos, que foi chamada de “bacilo da doenga da arranhadura do gato”
(ENGLISH et al., 1988).

Uma cepa isolada foi enviada ao Center for Disease Control (CDC) e foi
identificada, com outras trés cepas isoladas de pacientes com a mesma doenca. Um novo
género foi proposto: Afipia (Afip do acrostico de Armed Forces Institute of Pathology),
onde foi primeiramente identificado por WEAR et al. (1983). A espécie foi chamada de felis
pela sua relacdo com o gato doméstico, Felis domesticus, suposto reservatério do agente

(BRENNER et al., 1991). Assim, a Afipia felis foi considerada o agente da DAG.
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Na revisdo de SLHESSARENKO (1998), ha referéncia a varios estudos
questionando tal fato, porém, além dos casos inicialmente isolados pelo grupo de Wear e
English, BRENNER et al. (1991) isolaram a A. felis de linfonodos de dois pacientes

pediatricos.

Outros autores relataram o isolamento da bactéria isolada ou associada a outro
agente posteriormente descrito, a B. henselae, em espécimes de pacientes com DAG.
GILADI et al. (1998) concluem que raramente a A. felis € causa isolada da DAG e que
evidéncias indiretas sugerem que deva ser muito mais associada a etiologia do que

normalmente se considera.

A A. felis possivelmente integra a microbiota fixadora de nitrogénio que habita

solo e d4gua. (BERGMANS et al., 1995).

Em 1990, SLATER et al. reconheceram um novo patégeno gram-negativo,
responsavel por quadros de febre e bacteremia persistente em pacientes imunodeficientes e
imunocompetentes. Observou-se semelhanca deste organismo com a entdo chamada

Rochalimeae quintana.

RELMAN et al. (1990) identificaram, em pacientes imunodeficientes com AB,
utilizando a técnica da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) seqiiéncias génicas de
microorganismos intimamente relacionados a R. quintana. Comparando-os com os de

bacilos visualizados nas lesdes da DAG, sugeriram ser o agente etioldgico desta doenca.

REGNERY et al. (1992a) cultivaram um bacilo do sangue de um paciente febril e
soropositivo para o virus da imunodeficiéncia humana (HIV), e a andlise bioquimica,
microscopica, molecular e da composicdo dos acidos graxos caracterizou 0 microorganismo
como pertencente ao género Rochalimeae. Outros microorganismos, independentemente
isolados, inclusive o de SLATER et al. (1990), de Oklahoma, foram comparados e, utilizando
a PCR com polimorfismos do comprimento de fragmentos de restricdo, RFLP, foram
considerados idénticos aquele que REGNERY et al. (1992a) chamaram de Houston-1. Todos
eles diferiam das outras duas espécies do género ja conhecidas. Nova espécie foi entdo

criada para caracterizar estas bactérias, sendo chamada de R. henselae, em homenagem a
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Diane Hensel, microbiologista que se destacou no isolamento e na identificacdo das
mesmas. No mesmo numero da revista, WELCH et al. (1992), que trabalhavam em
cooperacdo com 0s primeiros, mostravam que, além de bacteremia febril, esta nova espécie

causava também septicemia, AB e peliose bacilar hepatica.

No mesmo ano, REGNERY, MARTIN, OLSON (1992) publicaram o isolamento da
R. henselae do sangue de um gato assintomatico, o que se repetiu trés semanas apds. Com
esta observacdo, os autores concluiram que gatos serviam de reservatdrios para estas
bactérias. Ainda neste ano, REGNERY et al. (1992b) utilizando teste de imunofluorescéncia
indireta relataram o achado de anticorpos contra R. henselae no soro de 88% de 41
pacientes com diagndstico clinico de DAG e em 3% de um grupo controle de 107
individuos. Os mesmos grupos, testados pela mesma técnica, ndo detectaram anticorpos
contra A. felis. Também mostravam, por PCR, que em cinco reagentes para
intradermorreacdo, utilizados no diagndstico desta doenca, o DNA encontrado era de R.

henselae e ndo de A. felis.

DOLAN et al. (1993) descreveram o isolamento de R. henselae dos linfonodos de
dois pacientes com manifestacdo cldssica da DAG. Assim, as evidéncias indiretas da

etiologia da doenga por este microorganismo se confirmaram.

Como ja referido, apds a sugestdao de BRENNER et al. (1993) de transferir todas as
Rochalimeae spp. para o gé€nero Bartonella, esta classificacdo foi amplamente aceita.
Posteriormente, houve reconhecimento de que a B. henselae é o agente causador da maioria

dos casos.

ANDERSON & NEUMAN, em 1997, referiram existir uma pequena, mas
significativa, porcentagem de pacientes com DAG que ndo apresentavam evidéncias de
infeccdo por bartonelas. Este indice chega de 5% a 15%, quando a avaliacdo soroldgica €
conduzida em pacientes com critérios rigidos de diagnéstico da linforreticulose benigna.
Para eles, o papel da A. felis na etiopatogenia da doenca ainda precisava ser mais bem

estabelecido.
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Cogitaram que este microorganismo fosse capaz de causar linfonodomegalia e
sintomas clinicos, como os encontrados na DAG. Porém, novos estudos seriam necessarios
para definir sua participagdo, ou, talvez, de outros agentes, na etiologia desta porcentagem

de casos em que a B. henselae ndo parecia ser a responsavel.

Uma nova espécie de bartonela foi descrita em 1996 por LAWSON & COLLINS e
chamada de B. clarridgeiae. Ela foi isolada de um gato, cujo dono apresentava septicemia
por B. henselae. KORDICK et al. em 1997, isolaram este patdgeno de um veterinario com
quadro de DAG. Sua relevancia, no contexto da DAG, ainda permanece obscura, como ja

havia mencionado REGNERY et al. (1996).

Neste ultimo trabalho, os autores comentam que, embora a sororreatividade a
antigenos de B. quintana tenha sido observada em vdrios pacientes com DAG, este
microorganismo nunca havia sido recuperado de pacientes com o quadro clinico e nem
mesmo de gatos. Nenhuma outra espécie de bartonela descrita, além da B. henselae e B.

clarridgeiae, era associada a esta doenca.

Recentemente, AZEVEDO et al. (2000) descreveram caso brasileiro da doencga

tipica causada por B. quintana.

2.1.3.2. Epidemiologia

DEHIO & SANDER (1999) referiram que a doenga € descrita na maioria dos
paises do mundo e é a mais freqiiente expressio da infeccdo por bartonelas. E uma doenca
comum, sendo a principal causa de linfonodomegalia benigna em criangas e adultos jovens.
Nos Estados Unidos da América, em todas as suas regides, sdo aproximadamente 24 mil

casos ao ano com mais de 2 mil internacdes anuais (BASS, VINCENT, PERSON, 1997b;
LOUTIT, 1997).

O envolvimento do gato doméstico, Felis domesticus, € reconhecido mesmo
antes da descricdo da doenga, como ja mencionado. CHOMEL et al. (1996) comentam que um

terco dos lares norte-americanos tem pelo menos um gato.
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Na Holanda, a incidéncia de DAG € de 2 mil casos por ano, e a prevaléncia de

gatos bacterémicos estimada em 400 mil (BERGMANS et al., 1997a).

Sua relacdo nesta zoonose € tdo importante que o contato com gatos € um dos
critérios diagndsticos. Porém, numa pequena porcentagem de pacientes, a histéria de
contato com animais nao estd presente. Achados sugerem que cachorros domésticos, como

os gatos, também sirvam de reservatério para a B. henselae (MARGILETH, 1993;

TSUKAHARA et al., 1998).

CARITHERS (1985) propds que o agente entraria em contato com O organismo
por meio de uma perda de continuidade da pele a partir do contato com o gato, presente em
99,1% dos 1.200 pacientes por ele acompanhados. Para ele, tanto a mordida de outros

mamiferos, quanto a transmissao por objetos inanimados estaria descartada.

Para BASS, VINCENT, PERSON (1997b), em sua revisao, a incidéncia da DAG é
proporcional a densidade da populacao de gatos, a idade deles e a exposi¢ao da populagdo a
estes; também a prevaléncia e ao grau da infestacdo por pulgas, Ctenocephalides felis, a

climas quentes e umidos, relacionados com posicao geografica e sazonalidade.

ZANGWILL et al (1993) encontraram que pacientes com DAG mais
freqiientemente eram proprietdrios de um gato de 12 meses ou menos, com pulgas ou
carrapato, nado completamente domiciliados e que foram arranhados ou mordidos por ele.
Em seu estudo, do tipo caso-controle, concluiram que, ser arranhado ou mordido por
filhotes de gato trazia um risco sete vezes maior de contrair a doenca em relacdo aos
individuos que ndo possuiam estes animais. A presenga de filhotes com pulgas aumentava

em dez vezes o risco de adoecer em relacao aos que ndo possuiam gatos.

Para eles, a maior ocorréncia da doenca no outono e no inverno se justificaria
pelo fato de as gatas, com freqii€ncia, iniciarem uma gestacdo na primavera ou no comego
do outono, estando os filhotes aptos a transmissao no final do verdo. Também, nesta época,
a procriacdo de pulgas atinge seu pico. BOYLER & CHERRY (1992) mencionam que esta
variacdo sazonal ocorre em paises de clima temperado, ndo sendo observada em paises

tropicais.
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CHOMEL et al. (1996), retirando pulgas de gatos bacterémicos e colocando-as em
filhotes SPF (livre de patégenos especificos), em condi¢des controladas, demonstraram que
estes se tornaram bacterémicos, 0 que ndo aconteceu com estes animais, quando colocados
para conviver com gatos bacterémicos sem pulgas. Comprovaram, assim, a transmissao
entre gatos pelas pulgas e o seu potencial envolvimento, indireto, porém substancial, na

doenca humana, por amplificar o tamanho do reservatorio felino.

Os gatos normalmente sdo assintométicos, mesmo quando bacterémicos. Isto
vem sendo demonstrado por trabalhos experimentais com gatos e serd discutido mais a

frente.

Estudos tém sido conduzidos por todo o mundo demonstrando altos indices de

soroprevaléncia e bacteremia nestes animais, conforme revéem BERGMANS et al. (1997a).

Trabalho sobre soroprevaléncia a infec¢do por B. henselae realizado no Brasil
foi conduzido na cidade de Sdo Paulo, demonstrando que de 102 gatos ndo domiciliados,

do Centro de Zoonoses, 46% possuiam anticorpos anti-B. henselae (SLHESSARENKO et al.,
1996).

A transmissdo inter-humana ndo € referida, segundo BASS, VINCENT, PERSON
(1997b).

Embora ZANGWILL et al. (1993), em estudo epidemioldgico com 60 pacientes,
tenham sugerido que a doenca seja mais comum em adultos do que anteriormente
reconhecido em publicacdes por pediatras, a doenca € mais incidente em pacientes menores
de 18 anos de idade. Para CARITHERS (1985), avaliando 1.200 pacientes, o pico de

incidéncia foi entre 3 e 10 anos.

Parece ndo haver diferenca no acometimento entre sexos, com os trabalhos
mostrando indices ora pouco maiores para o sexo feminino, ora o masculino, como

exemplificam, respectivamente, os dois ultimos trabalhos citados.

CARITHERS, em 1985, mencionou que a doenga ndo acontecia em epidemias e
parecia ndo ser facilmente adquirida, reportando-se a baixa ocorréncia de mais de um caso

na mesma familia, mesmo quando esta possui vdrias criancas. Referiu, porém, que muitas
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pessoas tinham a doenga sem reconhecé-la, justificando o desenvolvimento de imunidade
sugerido pela positividade do teste cutineo. Em 578 contactantes familiares de seus
pacientes, 18,5% tinham a reacdo positiva. Mencionou também a positividade em 36% dos
contactantes familiares que referiam gostar de gatos contra 0,8% naqueles que nao
gostavam deles. Retestando 12 pacientes com mais de 10 anos de histéria da doenga, todos

foram positivos, sugerindo que 0 mesmo se mantenha positivo por toda a vida.

No estudo de DALTON et al. (1995) os titulos mais altos de anticorpos anti-B.
henselae detectados no CDC foram seis a oito semanas apds a instalacdo da doenca e

declinaram depois, mantendo anticorpos detectdveis por um ano.

BASS, VINCENT, PERSON (1997b), considerando que a recorréncia da doenga é

rara, supdem haver imunidade por toda a vida.

Tem sido descrita em vdrios pacientes soropositivos para o HIV, com Aids

(sindrome da imunodeficiéncia adquirida humana) ou ndo (GUCCION et al., 1996; LOUTIT,
1997).

2.1.3.3. Clinica

A doenca € benigna, subaguda e autolimitada, podendo estar associada a
significante morbidade. Os raros relatos de morte durante quadro de encefalite foram
questionados por BASS, VINCENT, PERSON, (1997b). Estes autores referem que a forma
classica da doenga vem sendo chamada de DAG tipica e as demais manifestacdes clinicas

como atipicas.

2.1.3.3.1. Doenca tipica

Acontece em pacientes imunocompetentes e tem curso clinico bastante

previsivel.

E observada em 89% dos casos, segundo SCHWARTZMAN (1992).
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O periodo de incubacdo é de poucos dias a vdrias semanas. Segundo
CARITHERS (1985) de trés a cinco dias do trauma cutaneo ao aparecimento da lesdo
primdria. Esta caracteriza-se por uma pdpula eritematosa, ndo-pruriginosa, no local do
trauma ou numa extremidade deste, quando se trata de arranhadura. Em dois a trés dias
torna-se vesiculosa e crostosa, permanecendo por alguns dias, involuindo para uma mécula
de até dois a trés meses de duracdo. Este autor tem o maior indice de encontro da lesdao
primaria, 92,6% dos pacientes, em sua maior sé€rie. Sua presenga deve ser exaustivamente
procurada na histéria e no exame fisico e uma cicatriz superficial, lembrando a cicatriz
deixada pela varicela, poderd ser encontrada apds este periodo. Seu tamanho é de poucos
milimetros a 1 cm de didmetro. No couro cabeludo, embora freqiiente, pode ser de dificil
visualizagdo. Para NOSAL (1997), em 50% dos casos estd localizada nos membros

superiores. Pode apresentar-se como pustula ou nddulo e evoluir com ulceracgao.

A linfonodomegalia unilateral é considerada a marca da doenga. CARITHERS

(1985) encontrou 85% dos seus 1.200 pacientes com comprometimento de um s6 linfonodo.

Quando hd linfonodopatia de mais de um ganglio, usualmente dois ou no
maximo quatro linfonodos sdo acometidos. O raro comprometimento nio contiguo de

linfonodos corresponde a inoculacdo em diferentes sitios ou muito préximo a linha média.

O crescimento do linfonodo se dd de uma a trés semanas. O aumento do volume
é progressivo e atinge 5 cm em média, podendo chegar a até 12 cm. E mével, fibroeldstico
e ndo aderido a planos profundos. Mantem-se estaciondrio por duas a trés semanas e
involuem em mais duas ou trés semanas, com duracdo total da doenca de dois a trés meses.
Alguns casos sdo mais protraidos, podendo durar varios meses. A pele suprajacente pode
tornar-se tensa, quente e eritematosa. Pode ocorrer flutuacao do linfonodo e supuragdo em

10% dos casos, se ndo forem drenados, o que se deveria fazer por aspiracdo com agulha
(MARGILETH, 1993; BASS, VINCENT, PERSON, 1997b).

Como a linfonodomegalia € regional e a maior parte dos ferimentos com gatos
acontece nos bracos e nas maos, os linfonodos mais acometidos sdo, em ordem decrescente,
axilares, cervicais, submandibulares, inguinais, pré-auriculares, femurais, claviculares e

epitrocleares.
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A febre, em geral, é baixa ou moderada (37,8°C a 39,5°C), de
aproximadamente sete dias de duracdo. Para os 1.200 casos relatados por CARITHERS
(1985), 41% nado apresentaram febre e apenas 9% tiveram temperatura maior de 39°C.

Alguns pacientes tiveram anorexia, mal-estar, cefaléia, artralgia e mialgia.

2.1.3.3.2. Doenca atipica

Um aparente aumento na incidéncia de casos atipicos tem sido observado na
literatura que, segundo BASS, VINCENT, PERSON (1997b), reflete um maior reconhecimento

clinico destas formas.

Pacientes com febre alta ou com linfonodos bilateralmente acometidos sao

raros e portanto atipicos. Outras manifestagdes nao usuais sao:

2.1.3.3.2.1. Sindrome oculoglandular de Parinaud (SOGP)

A sindrome foi descrita por Parinaud, no final do século 19. Referia-se a trés
pacientes com um tecido de granulacdo envolvendo a conjuntiva € ndo a cdérnea, com
regressdo espontanea em 4-5 meses, sem deixar cicatrizes e com linfonodopatia pré-
auricular ipsilateral que evoluiu para supuracdo antes da quinta semana e mantiveram-se

enfartados. (WEAR et al. 1985).

Caracteriza-se por conjuntivite unilateral acompanhada de linfonodopatia

regional.

Virias doengas ja foram associadas ao quadro, entre elas tuberculose, tularemia,

sifilis e linfogranuloma venéreo. PRESME & MARCHAND (1950) associaram-na a DAG.

E a manifestacio atipica mais freqiiente. Dos 1.200 pacientes acompanhados

por CARITHERS (1985), 5% tiveram apresentacdo nao-cldssica e, destes, 80% a SOGP.
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Segundo HUANG & DREYER (1996), a DAG € a causa mais freqiiente desta

sindrome.

A inoculagdo, embora possa ser direta, provavelmente seja veiculada pelas
maos do paciente. A conjuntiva palpebral € acometida com maior freqii€éncia e apresenta

tecido de granulacdo de diferentes tamanhos. E indolor, ndo-pruriginosa e ndo-purulenta

(CARITHERS, 1985).

2.1.3.3.2.2. Manifestacoes neurolégicas

A encefalite ¢ a manifestacio neuroldgica mais freqiiente. Publicado por
STEVENS (1952), 0 primeiro caso ocorreu em um menino com adenopatia epitroclear e axilar
a direita e febre. Uma semana apds o inicio do quadro apresentou crise convulsiva
generalizada que se repetiu vdrias vezes nos dias seguintes. O teste cutaneo para a DAG foi
positivo. Nesta mesma revisdo relata-se que a encefalopatia acontece uma a seis semanas
apo6s o aparecimento da adenopatia, sendo acompanhada de febre em 50% dos pacientes. A
convulsao é freqiientemente o primeiro sinal de envolvimento neurolégico e pode ser focal
ou generalizada, durando de poucos minutos a um estado de mal convulsivo. A melhora é

usualmente rapida e acontece com 2 a 14 dias de doenca.

Toda crianga em estado de mal convulsivo deve ser cuidadosamente examinada
a procura de adenomegalia, bem como investigado contato prévio com gatos. Outra

alteracdo pode ser a subita alteracao do nivel de consciéncia, variando de letargia a coma.

O liquor € normal na maioria dos casos e, quando alterado, mostra discreta

pleocitose as custas de linfocitos (CARITHERS, 1985).

Além da encefalopatia, pode ocorrer a sindrome da neuroretinite estrelar de
Leber, caracterizada por perda visual com escotoma central, unilateral na maioria dos
casos, edema do disco 6ptico e formacao estrelar a partir da méacula. Acomete criangas e
adultos jovens. A sindrome foi associada a DAG na década de 70. BASS, VINCENT,

PERSON (1997b) concluiram que a B. henselae deve ser a causa mais freqiiente desta
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sindrome. Quando diagnosticada como o agente, um progndstico favoravel pode ser
antecipado ao paciente, com resolucdo e recuperacdo completa da visdo em um a trés

meseEs.

O’HALLORAN et al. (1998) relatam um caso de neuroretinite estrelar de Leber

causado pela B. elizabethae, conforme sugerido por sorologia.

Diversas outras formas de envolvimento do SNC foram associadas a DAG,

entre elas mielite transversa, radiculites, neurites periféricas, ataxia cerebelar e paralisia de

Bell (SLHESSARENKO, 1998).

2.1.3.3.2.3. Outras

Para RAOULT (1999) as formas cronicas seriam 1,5% dos casos e se
manifestariam por adenopatias multiplas, persistentes por meses e de evolucdo recorrente,

sendo acompanhada por uma febre prolongada, mal-estar geral e mialgia.

Febre alta e persistente e outros elementos como dor abdominal, sintomas
constitucionais, linfonodomegalia periférica ou abdominal podem estar associados a
alteragdes tomograficas ou ultra-sonogrificas de comprometimento hepatico e/ou
esplénico. Nestes casos, mesmo que nao haja evidéncia clinica ou laboratorial de agressao

hepatica, os granulomas sao positivos para exames especificos de identificacao da bartonela
(BASS, VINCENT, PERSON, 1997b; SLHESSARENKO, 1998).

Purpura trombocitopénica, embora rara, pode ser grave. Exantema
maculo-papular, eritema anular, eritema multiforme e eritema nodoso sdao para WARWICK
(1967) as expressoes cutaneas que acompanham a DAG. Para este autor, o eritema nodoso €
o mais freqiiente deles no que concorda CARITHERS (1985) que ndo considera uma surpresa
esta associagdo, ja que o eritema nodoso aparece no curso de outras doengas

granulomatosas, como tuberculose e sarcoidose.

Na revisao de SLHESSARENKO (1998), manifestacdes das vias aéreas podem

comprometer da faringe ao parénquima pulmonar e pleura com formacao de empiema.

Revisdo Bibliogrdfica

62



Pode haver concomitancia com linfonodomegalia mediastinal, além da
periférica. Boa evolucdo também é esperada, mesmo sendo necessario, por vezes, suporte
ventilatério. Comprometimento osteoarticular sdo raros. As lesdes s@o osteoliticas € podem
ser continuas ao linfonodo acometido ou apresentarem-se a distancia, sugerindo
dissemina¢ao hematogénica. Anemia hemolitica nao imune também ja foi descrita. Para ela
estd indicada a pesquisa de B. henselae em todos os casos de processos inflamatdrios intra-
oculares de origem desconhecida, sejam uveites, vitrites, retinites e neurites. Os pacientes
podem apresentar apenas sinais e sintomas oculares como a turvagdo visual, a diminui¢do

ou a perda da visao.

MARGILETH, WEAR, ENGLISH (1987), comparando pacientes com manifestacao
atipica com os da forma cléssica, observou que os primeiros tinham febre prolongada,

fraqueza e mal-estar, mialgia, artralgia, perda de peso e esplenomegalia.

Casos de DAG em pacientes imunodeficientes foram descritos mostrando

evolucdo mais agressiva e disseminada (ANDERSON & NEWMAN, 1997; BASS, VINCENT,
PERSON, 1997b; LOUTIT, 1997).

2.1.3.4. Diagnéstico
Na pratica, para a maioria dos médicos, o diagndstico € clinico (LOUTIT, 1997).

Os critérios mais aceitos para o diagnéstico da DAG tipica sdo os trazidos por
SLHESSARENKO (1998) em sua revisdo: (1) histéria de contato com gatos, (2) exclusdo de
outras causas de adenopatias por testes soroldgicos , culturas e testes cutaneos, (3) reacdao
de Rose e Hanger positiva, (4) padrdao histoldgico caracteristico, especialmente pela

demonstracao de bacilos pleomérficos pela impregnagao pela prata.

Epidemiologicamente, ZANGWILL et al (1993) diagnosticavam DAG em
pacientes com adenomegalia sem causa aparente e proprietarios de, pelo menos, um filhote

de gato, no periodo de trés meses, antes do inicio dos sintomas.

O teste cutineo, embora tenha sido muito utilizado no diagndstico desta doenga,
tem sido preterido em virtude de novas técnicas disponiveis. BASS, VINCENT, PERSON
(1997b) consideraram-no pouco seguro, sem padronizacio e sem aprovacdo pelas

autoridades de saide. Com a descoberta do principal agente, o diagndstico pode ser feito
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por meio de cultura, sorologia, imuno-histoquimica e técnicas moleculares (ANDERSON &

NEUMAN, 1997).

Diagnéstico microbioldgico, soroldgico e por técnicas moleculares para

identificac@o da B. henselae serdo discutidos adiante.

O exame anatomopatolégico, embora caracteristico, ndo € patognomonico de

DAG.

Os achados histolégicos na lesdo primdria e no linfonodo acometido sdo
semelhantes, constituindo-se de formacdo de granulomas com drea necrdtica central,
circundadas por linfécitos e histidcitos e com infiltrado neutrofilico. O pus pode estar
loculado, o que tem importancia durante a aspiracdo. Difere das demais doencas
granulomatosas porque nestas ndo é comum o encontro de microabcessos e granulomas
concomitantemente (SLHESSARENKO, 1998). Os achados histopatoldgicos em linfonodos
podem ser confundidos com aqueles encontrados na doenca de Hodgkin, inclusive com

células semelhantes as de Reed-Stenberg (GUCCION et al., 1996).

LOUTIT (1997) mencionou que os organismos sdo encontrados no infiltrado
neutrofilico inicial e nos granulomas recém-formados sendo s6 raramente demonstravel em

granulomas maduros.

A coloracdo de Warthin-Starry, bacilos delicados e pleomorficos poderdao ser
visualizados, no foco de necrose. Aparecem isolados, em cadeias, em clumps e, por vezes,

como filamentos. Medem 0,5 um de didmetro e de 0,5 um a 2,5 um de comprimento.

WEAR, MARGILETH, HADFIELD (1983) descreveram a visualizacdo,
primariamente, nas paredes dos vasos sangiiineos, nos macrofagos, nos centros
germinativos e nos microabcessos. A quantidade de bacilos € maior nas fases iniciais da

infec¢do e rara nos granulomas maduros.

A microscopia eletronica, embora possibilite diagndstico presuntivo pelo
encontro dos bacilos, ndo pode diferir as espécies. HADFIELD et al. (1985) descreveram-nos

como intracelulares e encontrados em clumps. S@o irregularmente formados, discretamente
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encurvados e podem dispor-se em cadeias ou com formas em “Y”. Medem

aproximadamente 0,2 um de didmetro e 1,0 um a 2,5 um de comprimento.

Para WEAR et al. (1985), 2 microscopia eletronica observam-se bacilos intra e
extracelulares com alteracdo da ultra-estrutura das células do hospedeiro. Para GUCCION
et al. (1996), sdo raras as bactérias observadas em fagossomos, no interior de macréfagos, e
ndo foram observadas formas sem parede celular. Sdo também facilmente encontradas nas

paredes dos seus vasos sangiiineos proliferados, ainda que nao assumam disposi¢@o lobular.

A parede de aspecto trilaminar que o caracteriza € formada por glicocalix no
exterior, uma fina camada semelhante a peptideoglicano ao redor do protoplasma bacilar.
Material elétron-lucente (um vacuiolo) e substancia elétron-densa, homogénea e amorfa sdo

encontrados no citoplasma bacilar.

2.1.3.5. Tratamento

O tratamento na DAG € questiondvel, porque, embora haja susceptibilidade da
B. henselae in vitro a varios antibidticos, sua acdo na evolucdo clinica parece ser
prescindivel, especialmente nos casos tipicos de DAG. Para CARITHERS (1985), tendo
avaliado 1.200 pacientes, “antibidticos parecem ndo encurtar a duracdo da doenga nem
prevenir a progressao para supuracao dos linfonodos acometidos”. Porém, existe apenas um
estudo duplo-cego e randomizado para avaliar a atividade antibidtica in vivo realizado por
BASS et al. (1998). Eles demonstraram beneficio clinico obtido com o uso de azitromicina.
Parece claro que os beta-lactimicos ndo sdo efetivos. Para os estudos que deverdo ser
realizados prospectivamente, atencao inicial deverad ser dada a rifampicina, eritromicina e
claritromicina e azitromicina. Outras drogas a serem avaliadas sdo gentamicina, doxiciclina

e ciprofloxacina (BASS, VINCENT, PERSON 1997b).

Em geral, apenas sintomdticos sdo prescritos nos casos de apresentacdo mais

tipica (LOUTIT, 1997).
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2.1.4. Angiomatose bacilar

Em 1982, quando ainda pouco se conhecia da recém-identificada Aids, um
paciente que negava homossexualismo ou drogadi¢cdo apresentou moniliase oro-esofdgica e

ulcera géstrica por herpes simples, sendo iniciado tratamento com nistatina.

A contagem de células T-helper era 40/mm3. Trés semanas depois retornava
com febre, diarréia, emagrecimento e sudorese. No exame fisico, foram notados nddulos
subcutineos de 2 cm a 6 cm de didmetro na regido occipital e membros, ndo-presentes
anteriormente. Nos dias seguintes, os nddulos aumentaram e novos apareceram. O paciente
era anérgico a testes cutaneos. Bidpsia das lesdes foram feitas e amostras, semeadas em
diferentes meios, sem identificacio de nenhum agente. O exame histoldégico mostrou
proliferacdo de células histiocitarias e endoteliais com pouca formacdo capilar e
proeminente infiltrado neutrofilico. Diferentes coloragdes foram realizadas podendo-se
observar apenas a coloragdo de Warthin-Starry infiltracao difusa de pequenas formas
bacilares, confirmadas com microscopia eletronica. Foi tratado empiricamente com
eritromicina oral com recuperacdo do peso e desaparecimento dos nddulos em trés
semanas. Quatro meses depois, foi a 6bito por pneumonia por Pneumocystis carinii € por
citomegalovirus. A necropsia ndo mostrou envolvimento por sarcoma de Kaposi e completa

regressao macro e microscépica dos nédulos foi observada.

Publicado em 1983 por STOLER et al., este foi o primeiro caso descrito desta
entidade clinica reconhecida, em 1987, por COCKERELL et al. que a chamaram de
angiomatose epitelidide, relatando cinco casos de pacientes com lesdes papulosas e/ou

nodulares.

OMURA & OMURA (1989) relataram caso, observado 20 anos antes, com
caracteristicas semelhantes as da AB em um paciente submetido a quimioterapia por um
linfoma maligno. Posi¢des contrérias ao estabelecimento desta como uma doenga diferente

foram publicadas na mesma revista (BROOKS & FISCHER, 1987; JAFFE, 1987).

LeBoit e seus colaboradores (entre os quais Stoler, English e Wear), em 1988
publicaram sete casos de pacientes com Aids com lesdes clinicamente semelhantes a

sarcoma de Kaposi e histologicamente semelhantes a angiomas epitelidides, nas quais
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puderam demonstrar tais bacilos pela coloracao de Warthin-Starry e microscopia eletronica.
Foram os primeiros a fazer associacdo do contato com gatos para esta doenca e a relaciond-
la com a bartonelose entdo conhecida, a DC em sua fase tecidual, a verruga peruana. Para
realizacdo de imuno-histoquimica, em cinco dos casos apresentados, utilizaram anti-soro
contra um bacilo recém-isolado do linfonodo de uma paciente com DAG. Os cinco
apresentaram reacdo positiva tanto em agrupados bacterianos como para organismos
individualizados. Entre os controles que nao coraram, havia cortes com B. bacilliformis
(LEBOIT et al.; 1988).

No mesmo ano, ANGRITT et al. referiram ter encontrado na pele e em
linfonodos de pacientes soropositivos para o HIV o mesmo aspecto histolégico e bacilos
como os descritos. COCKERELL & FRIEDMAN-KIEN (1988) confirmaram que 0s casos por
eles relatados como angiomatose epitelidide realmente tratavam-se da mesma condi¢do
caracterizada pelos demais, definindo-a ndo como uma neoplasia, mas uma proliferacao de
vasos sangiiineos em conseqiiéncia de uma infeccdo bacteriana especifica, chamando-a

angiomatose epitelidide bacilar.

Em 1989, LEBOIT et al. sugeriram o nome ‘“‘angiomatose bacilar’” como um nome
descritivo de transi¢do até a identificacdo do agente, ressaltando sua resposta dramética a

antibidticos e aspectos histolégicos e ultra-estruturais.

O primeiro caso de AB em paciente imunocompetente foi descrito por
COCKERELL & LEBOIT (1990) com encontro de bacilos a coloracdo pela prata e
confirmacao ultra-estrutural em lesdes presentes ha 18 meses no antebraco arranhado por
seu periquito. Foram isolados cocobacilos pleomorficos, fastidiosos, moveis € com unico
flagelo unipolar. A imuno-histoquimica nio houve positividade com anticorpos para o

bacilo da DAG, cedidos por Wear e English.

2.1.4.1. Etiologia

Como ja referido; em 1990, RELMAN et al. identificaram, de pacientes
imunodeficientes com AB, seqiiéncia génica muito semelhante a encontrada na R. quintana.
REGNERY et al., em 1992a, isolaram um organismo semelhante as Rochalimeae spp. de um

paciente febril e soropositivo para o HIV que foi chamado de Rochalimeae henselae. Este
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foi considerado idéntico ao isolado do paciente com AB. Além da R. henselae, KOEHLER
et al. (1992) isolaram de pacientes com lesdes cutineas e Osseas de AB a R. quintana,
conhecido agente da FT. As culturas, neste caso, foram realizadas em co-cultivo com

células eucaridticas no caso do 0sso, e por lise e centrifugacdo, para o sangue.

Com a reclassificagdo proposta por BRENNER et al., em 1993, estes dois agentes
relacionados a AB t€m sido chamados de B. henselae e B. quintana. Nenhuma outra das
bactérias deste género foi envolvida com esta doenca, embora o fendtipo do
microorganismo encontrado por COCKERELL & LEBOIT (1990) ndo corresponda a nenhuma

dessas espécies.

2.1.4.2. Epidemiologia

Em uma revisao sobre a recém-descrita doenca, SPACH (1992) referiu que quase
todos os casos descritos eram em pacientes soropositivos para o HIV e destes, a maioria
com Aids avancada e contagem de CD4 menor que 200 células/mm”. Dos trés soronegativos
até entdo relatados, um era transplantado cardiaco, outro recebia quimioterapia para
linfoma e outro era imunocompetente. Comentou que o fato de aproximadamente 90% dos
casos de AB serem em homens deveria estar associado a despropor¢do do acometimento
masculino com aquela doenca, como era observado naquela época. Referia apenas 20% de

arranhadura ou mordedura por gatos.

E de TAPPERO et al. (1993a) o trabalho sobre a epidemiologia desta doenca. Dos
48 pacientes com este diagndstico, seis eram soronegativos para o HIV; cinco,
imunocompetentes, € um, imunodeficiente. Os outros 42 eram pacientes com Aids. Destes,
45% ja tinham este diagndstico antes da instalacdo da AB, 21% deles fizeram o diagndstico
das duas doengas concomitantemente no ultimo més e 34% tiveram o diagndstico da Aids
ap6s o diagnéstico de AB. Destes, 87,5% eram homens, 90%, brancos, 87,5%,
homossexuais. Das diversas andlises realizadas, apenas a exposi¢do recente a gatos foi fator
com envolvimento estatisticamente significante, sobretudo apds arranhadura ou mordedura

destes animais, porém, um terco dos pacientes ndo referiam tal contato. Neste trabalho nao
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foi observada a relagdo entre mordidas de insetos e a doenga, embora considerando as
varidveis envolvidas nesta andlise, os autores sugeriram que novos estudos fossem

necessarios para melhor elucidacio deste fator.

Do mesmo autor e do mesmo ano € a descri¢do dos cinco casos em pacientes
com avalia¢do imunoldgica normal e soronegativos para o HIV, dos quais trés que referiam
contato com gatos e suas pulgas tinham como agente responsavel a B. henselae, enquanto
nos outros dois nao foi realizada a identificagdo. Dos cinco, trés tinham concomitancia das
seguintes condi¢des: um com esferocitose e diabetes mellitus, outro com hemocromatose e

outro com artralgias e fadiga de origem nao-identificada (TAPPERO et al., 1993b).

O relato de TOROK et al. (1994) do desenvolvimento de lesdo de AB no local da
arranhadura de gato em um paciente com leucemia linfocitica cronica e diabete refor¢a que
esta doenca tem no gato doméstico um de seus reservatorios. Estes autores previam que um
aumento nos casos de AB aconteceria em virtude da epidemia pelo HIV e do aumento do

uso de tratamentos imunossupressores.

MOHLE-BOETANI et al. (1996) fizeram estudo caso-controle dos casos de AB em
pacientes com Aids e observaram que os pacientes com a doenca eram mais geralmente
comprometidos que os outros (média da contagem de CDy foi de 21 células/mm’ para os
primeiros e 186 para os controles). Concluiram que esta doenga acontece tardiamente no
curso da infeccdo pelo HIV, devendo ser considerada uma doenga oportunistica que define
Aids propriamente dita. Outra observacdo importante € a ocorréncia em 45% dos casos sem

lesdes cutianeas ou subcutineas.

REGNERY, CHILDS, KOEHLER (1995) consideraram que a infec¢do por
Bartonella sp. em pacientes infectados pelo HIV freqiientemente ndo sao reconhecidas por

vérias razdes, sendo portanto subdiagnosticadas.

NOSAL (1997) referiu que a AB € extremamente rara em criancas, embora
existam relatos de casos, um em uma crianga em quimioterapia para leucemia aguda e outra
imunocompetente. BASS, VINCENT, PERSON (1997b) e LOUTIT (1997) comentaram que a

doenca ocorre quase exclusivamente em pacientes com imunossupressao severa e, além dos
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pacientes com Aids, referem-se aos pacientes em terapia imunossupressora como pacientes

com canceres ou receptores de 6rgdos transplantados.

KOEHLER, GLASER, TAPPERO, em 1994, isolaram B. henselae do sangue de sete
gatos cujos donos tiveram AB pelo mesmo agente. Esta bactéria também foi isolada de
pulgas destes gatos. Outros 61 gatos da regiao da Baia de Sao Francisco foram avaliados e

41% deles eram bacterémicos para a mesma bartonela.

Com isso, os autores concluiram que a infeccdo por este agente € uma nova

zoonose, com o gato doméstico como reservatorio.

Fatores de risco envolvidos na transmissdo da infeccdo por B. quintana, tais
como alcoolismo cronico e condicdes higi€nicas insatisfatdrias, sugerem que esta possa ser

transmitida por artropodes (MAURIN & RAOULT, 1996).

LOUTIT (1997) referiu que casos de AB tém sido descritos em todas as dreas dos
EUA, com nimero maior dos casos observados em dreas mais prevalentes para o HIV.
Embora a doenga seja considerada incomum, a maioria dos casos descritos, tanto 14 como
também na Europa, sdo em pacientes soropositivos para este virus, independentemente do
grupo de risco. O mesmo foi constatado por YOUSIF et al. (1996). Eles demonstraram
soropositividade de 16% entre os soropositivos para o HIV de uma ilha do Golfo Pérsico e
3,5% entre os soronegativos usados como controle. O porqué da maior freqiiéncia de

soropositividade entre os portadores de HIV ainda néo foi explicado.

2.1.4.3. Clinica

As manifestagdes clinicas da AB variam de localizacdo, porém sdo
representadas por lesdes de proliferacdo vascular, decorrentes da resposta angiogénica
determinada pelas bartonelas. Além das lesdes cutaneas, linfonodais e Osseas ja
mencionadas, a doenca pode envolver praticamente todo o organismo. As lesdes mais
freqiientemente reconhecidas sao as cutaneas, porém outras manifestagdes nao associadas a
pele podem ocorrer. O quadro pode ser precedido ou acompanhado por febre, em geral de
moderada intensidade, anorexia, emagrecimento, dor abdominal, ndusea, vOmito e diarréia,

especialmente quando do comprometimento visceral. A evolu¢do pode ser fatal,
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especialmente nos pacientes imunodeficientes (SPACH et al., 1992; BAKER et al. 1995;
MAURIN & RAOULT, 1996; MOHLE-BOETANI et al., 1996; BASS, VINCENT, PERSON, 1997b;

NOSAL, 1997).
Possivelmente, a forma mais conhecida da doenga seja o comprometimento

cutaneo.

As manifestacoes mais comuns da AB sdo lesdes papulosas ou papulo-
tumorais, angiomatosas, de poucos milimetros a vérios centimetros, eritematosas, vinosas
ou da cor da pele, de superficie lisa, sangrante ou com crostas. Pequenas papulas podem ser
identificadas apenas ao exame mais cuidadoso. As lesdes sao localizadas, zosteriformes ou
disseminadas. Podem caracterizar-se por lesdo solitiria ou aumentar gradualmente em
nimero, chegando a vdrias centenas, compreensiveis ou tensas, mais ou menos superficiais.
Semelhantemente ao granuloma piogénico podem apresentar colarete epidérmico. Fridveis,

podem sangrar facil e abundantemente. Com freqiiéncia apresentam-se na face e no térax.

Também podem ser nodulares, com comprometimento subcutidneo
predominante, méveis ou fixas a estruturas mais profundas. O ultra-som com doppler
poderd mostrar as caracteristicas vasculares das lesdes nodulares. Comprometimento
cortical do osso contiguo ja foi descrito, quando nas extremidades. Por vezes, na superficie,
aspecto de celulite é observado. Eventualmente, estes nddulos podem ulcerar e sangrar e

serem extremamente dolorosos (MAURIN & RAOULT, 1996; COCKERELL & LEBOIT, 1990;
SPACH, KOEHLER, 1998).

A apresentacdo como placas enduradas e hiperpigmentadas é menos freqiiente
(LOUTIT, 1997; BASS, VINCENT, PERSON, 1997b; COCKERELL & LEBOIT, 1990).

Existe freqiientemente uma adenomegalia regional no territério de drenagem

linfatica das lesoes cutdneas (MAURIN & RAOULT, 1996; RAOULT, 1999).
Involucdo espontanea de algumas lesdes podem ocorrer.

Hé4 descricoes de comprometimento de mucosa oral, anal, conjuntival,

gastrointestinal, genital feminina, de vias aéreas e de medula 6ssea (LEVELL et al., 1995;

LONG et al., 1996; COCKERELL & LEBOIT, 1990; MAURIN & RAOULT, 1996; MILAM et al.,
1990).
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Comprometimento pulmonar ja foi referido com lesdes polipdides da traquéia e
bronquios a endoscopia, em paciente com Aids e febre, dor tordcica, tosse produtiva e

lesdes angiomatosas na pele (LOUTIT, 1997).

O comprometimento 6sseo ndo parece ser comum. A radiografia pode mostrar
lesdes osteoliticas ou regides de destruicdo cortical maldefinidas, com reagdo periostal,

quando associados a massas de partes moles (LOUTIT, 1997; SPACH & KOEHLER, 1998).

Porém, o comprometimento visceral € mais freqiiente no figado, no bago, no

trato gastrointestinal, nos ganglios, na medula e no cérebro (RAOULT, 1999).

Também em paciente imunodeficiente pela infeccao pelo HIV, uma massa no
lobo temporal esquerdo, sugestiva de toxoplasmose, foi biopsiada com encontro de um
infiltrado rico em neutréfilos e sem evidéncias de vasoproliferacdo. Com a piora do
paciente, nova tomografia foi realizada com aumento da lesdo intracerebral. Outra bidpsia
mostrou infiltrado inflamatério linfocitico e proeminente microvasculatura com células
endoteliais atipicas. Quatro meses depois, ainda sem diagndstico, lesdo ndédulo ulcerada
com histopatologia de AB apareceu na fossa antecubital direita e, apds coloracdo com prata
da segunda bidpsia cerebral, foram evidenciados bacilos naquele tecido e resposta completa

foi observada com o tratamento com eritromicina (SPACH et al., 1992).

BAKER et al. (1995) fizeram referéncia a dois pacientes com quadros
psiquidtricos que precederam o aparecimento de lesdes de AB e que involuiram com

tratamento especifico.

Existem vdrias referéncias do envolvimento hepdtico e esplénico na AB,
variando desde simples hepatoesplenomegalia ao exame fisico até a peliose destes 6rgaos,
encontrada em bidpsias (COCKERELL & LEBOIT, 1990; MAURIN & RAOULT, 1996). O

comprometimento cutaneo pode ndo ser presente.

Hepatoesplenomegalia foi mais comum nos pacientes com diagnéstico de AB
do que nos pacientes de controle do estudo de MOHLE-BOETANI et al. (1996). Em muitos

desses casos, porém, houve involu¢do do quadro hepatoesplénico com o tratamento.
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A AB pode ser acompanhada por doenca visceral disseminada tanto em

imunodeficientes como em imunocompetentes.

Existe uma forma de comprometimento parenquimatoso hepético em que ha
concomitancia de lesdes de vasoproliferacdo e dilatacdo capilar com formagdo de cistos
hemorragicos, chamada de peliose bacilar. Ela se caracteriza por proliferacdo de espacgos
cisticos de diferentes tamanhos, cheios de sangue e envolvidos por estroma fibromixdide
em que sdo encontrados bacilos similares aos das lesdes cutaneas também em Orgaos
internos sélidos com elementos reticuloendoteliais, primariamente o figado e o baco,

linfonodos abdominais e a medula éssea (COCKERELL & LEBOIT, 1990; MILAM et al., 1990;
RAOULT, 1999).

MAURIN & RAOULT (1996) comentaram que pacientes soropositivos para o HIV
foram relacionados com peliose bacilar, causada somente pela B. henselae. Para BASS,
VINCENT, PERSON (1997b), a peliose bacilar ocorre primariamente em pacientes com Aids
com doenca terminal. Porém, exemplificando, SLATER, WELCH, MIN (1992) descreveram
um paciente transplantado renal com peliose, no figado e no baco, causadas pela B.
henselae, 1isolada do baco. Pacientes com esplenite bacilar desenvolvem severa

trombocitopenia ou pancitopenia.

A peliose é observada a tomografia computadorizada como multiplas lesdes
hipodensas que promovem o aumento do figado ou do baco. Bidpsia do figado tem maior
risco de hemorragias e, portanto, lesdes outras como de linfonodos ou cutineas devem ser
preferidas, justificando, se positivas, o tratamento. Estd contra-indicada a bidpsia hepatica

percutanea pelos riscos de sangramento (RAOULT, 1999).

No estudo caso-controle de MOHLE-BOETANI et al. (1996) foi observado que

anemia e niveis elevados de fosfatase alcalina estdo mais associados a infec¢do por B.

henselae e B. quintana.

As lesdes hipoecéides encontradas ao ultra-som ou hipodensas, a tomografia
computadorizada, no figado e/ou baco desses pacientes devem entrar no diagnéstico
diferencial como sarcoma de Kaposi, linfoma, infec¢do bacteriana piogénica e

pneumocistose extrapulmonar (KOEHLER, 1995).
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Como ja foi descrito, a concomitancia de lesdes extracutaneas em pacientes
com diagnostico de AB, uma anamnese e exames fisicos cuidadosos devem ser feitos,

seguidos de investigacao armada, pois tais lesdes sistémicas podem ser assintomaticas.

Uma possivel forma atipica da doenca foi descrita por ITIN et al. (1994) que
relatou o caso de um homem de 27 anos com recorrente granuloma piogé€nico com
satelitose no dorso, com presenca de bacilos semelhantes aos encontrados na AB e com
sorologia positiva para B. henselae, reexpondo a possibilidade do granuloma piogénico,

pelo menos aqueles com satelitose, ser causado por agente bacteriano, uma bartonela.

Foi aventado que a diferenca entre a resposta angiogénica e granulomatosa,
observadas na AB e na DAG, respectivamente, desencadeada pelo organismo parece ser

determinada pelo grau de imunocompeténcia do hospedeiro (KEMPER et al, 1990;

TOMPKINS, 1994).

A concomitancia de lesdes com caracteristicas clinico-patoldgicas da DAG e da
AB, também relatada apds o uso de corticoesterdides, com a demonstracio de um mesmo

agente, colabora com a interpretacdo acima (SCHLOSSBERG et al., 1989).

HALL et al. (1988) também descreveram um paciente soropositivo para o HIV,
com histéria de arranhaduras por gatos, com 75 células CDy/mm’ e lesdo pré-esternal
granulomatosa nao-especifica que aumentou de tamanho e foi excisada, mostrando tecido
de granulacdo associado com granulomas malformados e dreas de necrose. A coloracdo de

Whartin-Starry, clumps bacterianos semelhantes aos descritos na DAG foram encontrados.

Um terceiro relato no qual se observa a concomitancia de caracteristicas dessas
duas doencas foi mencionado acima e publicado por SLATER, WELCH, MIN (1992), que
descreveram um paciente transplantado renal com peliose do figado e no baco associadas a

angiogénese e a inflamacao piogranulomatosa. A B. henselae foi isolada do baco.
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2.1.4.4. Diagnéstico

Por tratar-se de doenca infecciosa e de evolugdo potencialmente fatal

(COCKERELL et al., 1987), o diagndstico deve ser precocemente estabelecido.

O maior ndmero de casos de AB foi descrito em pacientes anti-HIV positivos
com linfécitos helper abaixo de 200/mm3 que freqiientemente desenvolvem uma outra
lesdo hemangiomatosa, o sarcoma de Kaposi, que € o principal diagnéstico diferencial da
AB cutanea (BROOKS & FISCHER, 1987; RAOULT, 1999). As duas proliferacdes vasculares
podem, no entanto, coexistir (BERGER et al., 1989; COCKERELL & LEBOIT, 1990).

Nas lesdes tnicas, o diagndstico de granuloma piogénico pode ser impossivel
de ser afastado clinicamente. A verruga peruana €, sendo pelo antecedente epidemiolégico,

indistinguivel desta doenca (COCKERELL & LEBOIT, 1990).

A sindrome oculoglandular de Parinaud (conjuntivite unilateral com
linfonodomegalia regional) pode ser manifestacio da DAG, sendo, neste caso, mesmo

histologicamente, indistinguivel da AB (COCKERELL & LEBOIT, 1990; WEAR, 1985).

Outros diagndsticos diferenciais incluem a doenga de Kimura, angioblastoma,

angiossarcoma, angioqueratoma, dermatofibroma e angioma rubi (KAPLAN et al., 1987;

CHAN et al., 1988; KNOBLER et al., 1988; JONES & ORKIN, 1989; COCKERELL & LEBOIT, 1990;
NIELSEN & NIELSEN 1994).

Este diagnéstico deve ser aventado em todo paciente soropositivo para o HIV
com quadro febril, lesdes osteoliticas, linfonodomegalias, sintomas abdominais, anemia ou

elevada fosfatase alcalina, acompanhadas ou nao de lesdes cutineas (MOHLE-BOETANI

et al. 1996).

Embora o diagnéstico possa ser ajudado por exames microbioldgicos,
soroldgicos e por técnicas moleculares, que serdo discutidos adiante, na pratica clinica € o

exame histolégico que mais facilmente possibilitard o diagndstico.
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A AB pode ser, para patologistas experientes, definida com base na coloracao

de hematoxilina-eosina (HE), na maioria dos casos (LEBOIT et al., 1989, COCKERELL &
LEBOIT, 1990).

As lesdes sao de proliferacdo capilar disposta em l6bulos, sendo que os centrais
sdo os mais diferenciados, ectdsicos e os da periferia menos maduros, com luzes muitas
vezes inaparentes. As células endoteliais sdo protuberantes para o interior da luz vascular

e/ou edematosas (COCKERELL et al., 1987; ANGRITT, 1988).

A presenca de multiplas mitoses pode ocorrer e aparecer atipias nucleares
nessas células, sugerindo malignidade e eventualmente confundidas com as encontradas no

angiossarcoma. Elas sdo mais freqiientes proximas as dreas de necrose celular

(COCKERELL & LEBOIT, 1990; NOSAL, 1997).

A técnica de imunoperoxidase ja foi usada com reagentes que demonstram a
natureza endotelial das células encontradas nessas formagdes, quais sejam, antigeno
relacionado ao fator VIII e aglutinina Ulex europaeus. Ambos confirmam que, mesmo
células poligonais e sem associacdo com vasos bem-formados, sdo células endoteliais e

dendrécitos (LEBOIT et al., 1989; ESTRADA & PIERARD, 1992).

Nas lesoes superficiais, um colarete epitelial pode ser observado. As lesdes
mais profundas s@o mais densas, com componente celular mais exuberante. O estroma ao

redor dos 16bulos € edematoso nas lesdes recentes e fibrético nas antigas (COCKERELL &
LEBOIT, 1990).

A presenca de neutréfilos e leucocitoclasia no intersticio do 16bulo em lesdes
ndo ulceradas é fundamental para sugerir o diagndstico. Dispdem-se ao redor de agregados
dos agentes, guardando propor¢do com estes (LEBOIT et al., 1989; COCKERELL & LEBOIT,
1990). Estes clumps bacterianos, como sdao chamados, sdo encontrados freqiientemente em
areas de maior densidade celular formando, a HE, material granuloso que lembra fibrina
(BERGER et al., 1989; COCKERELL & LEBOIT, 1990; CHAN et al., 1991).

Os organismos ndo sdo faceis de ser identificados e em varias lesdes sdo poucos

ou ausentes, apesar da observacao de varios cortes (SZANIAWSKI et al., 1990).
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Contudo, coloracdes especiais poderdo facilitar a visualizacdao desses clumps,

especialmente as com prata, como Warthin-Starry, Dieterle e Steiner (COCKERELL &
LEBOIT, 1990; KEMPER et al., 1990).

Dificuldades técnicas e de interpretacdo da coloracdo de Warthin-Starry, que € a
coloragdo cldssica para a demonstracdo dessas bartonelas, podem determinar se a

microscopia eletrOnica € necessdria para tal confirmacao (BERGER et al., 1989; COCKERELL

& FRIEDMAN-KIEN, 1988; COCKERELL & LEBOIT, 1990).
A coloracio de Warthin-Starry, o material granuloso 2 HE é mais facilmente

encontrado e individualizado, mostrando numerosos clumps dos agentes (LEBOIT et al.,

1989).
Identificacdo imuno-histoquimica da B. henselae ja foi demonstrada, nao
apresentando reacdes cruzadas com B. quintana, A. felis, ou outros agentes corados pela

coloragdo de Warthin-Starry (REED et al., 1992).
Os critérios histolégicos utilizados por TAPPERO et al. (1993a) foram:

proliferacdo lobular de pequenos vasos sangiiineos, com células endoteliais,

com ou sem atipias, protusas para o limen vascular;
necrose presente no centro dos l6bulos vasculares;
um infiltrado inflamatdério misto com neutréfilos e leucocitoclasia; e

material intersticial granuloso e anfofilico que revelam bacilos na coloracao

pela prata, pela microscopia eletronica ou por ambas.
Como critérios de peliose bacilar utilizaram:
capilares dilatados ou espagos cheios de sangue muito dilatados, ou

estroma mixdide contendo células inflamatdrias mistas e clumps de material

anfofilico, com bacilos revelados a coloracdo pela prata e/ou microscopia eletronica.

Os bacilos ndo foram encontrados por CHAN et al. (1988) em lesdes
vasoproliferativas como as da doenca de Kimura, do granuloma piogénico e de angiomas

epitelidides esporadicos.
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As lesdes parenquimatosas apresentam-se semelhantes quanto a proliferacao
vasculocapilar e a presenca do infiltrado inflamatério com neutréfilos e fragmentos
leucocitoclasticos. A concomitincia destes achados histopatoldgicos e de espagos
cavernosos repletos de sangue, decorrentes de dilatacdo capilar, caracterizam a peliose que
acontece principalmente no figado e no baco (KEMPER et al., 1990; RELMAN et al., 1991). Ela
deve ser diferenciada da peliose que pode ser observada por outras doencas debilitantes
cronicas, como tuberculose e céanceres ou uso sistémico de anabolizantes esterodides,

caracterizadas apenas pela formacgdo dos cistos ou lagos repletos de sangue.

N

Para COTELL & NOSKIN (1994) ¢ KOSTIANOVSKY & GRECO (1994), a
microscopia eletronica observam-se bacilos extracelulares e suas formas defectivas no
tecido de granulagdo. Isto diferenciaria esses agentes da B. bacilliformis que também €
fagocitada em vacuolos intracelulares. O bacilo € irregularmente formado, discretamente
encurvado e pode dispor-se em cadeias. Mede aproximadamente 0,25 microOmetro de
diametro e 1,0 a 1,5 micrometro de comprimento. A estrutura interna observavel € de
material granular elétron-denso. A parede de aspecto trilaminar, que caracteriza formas

vegetativas de bactérias gram-negativas, mede aproximadamente 30-40 nm (STOLER et al.,
1983; TOROK et al., 1994).

BORCZUK et al. (1998) descreveram presenca abundante de coldgeno FLS
(fibrous long-spacing) em associagao com casos de AB, o que nado foi observado em casos
de sarcoma de Kaposi, granuloma piogénico e hemangioma, questionando o envolvimento

desse coldgeno com a proliferacdo vascular induzida por espécies de Bartonella.

2.1.4.5. Tratamento

Como a AB pode causar lesdes cutaneas desfigurantes, além de potencial de
comprometimento sist€émico e risco de vida, todo paciente com a doenca deve ser tratado

com antibidticos (SPACH, 1992).

STOLER et al. (1983) descreveram o quadro clinico da AB com a demonstragado
do agente e obtiveram melhora como eritromicina per os, estabelecendo uma das melhores

opgOes terapéuticas.
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A susceptibilidade in vitro, que parece ser igual para as diferentes espécies,
mostra maior atividade das cefalosporinas de terceira geragcdo, gentamicina, rifampicina,
das tetraciclinas, eritromicina, claritromicina e azitromicina. Apenas os aminoglicosideos
sdo considerados bactericidas (MAURIN & RAOULT, 1996; BASS, VINCENT, PERSON, 1997b).
A eritromicina e a doxiciclina s@o as drogas mais usadas nas doses de 2,0g/d e 200mg/d,
respectivamente, embora hajam relatos de ineficdcia desta ultima (MAURIN & RAOULT,
1996). O tempo de tratamento varia de duas semanas a quatro meses, mostrando poucos
casos de recidiva ou de resolu¢do incompleta, associados principalmente a esquemas
terapéuticos curtos. Excisdo e eletrocauterizacdo foram utilizadas nas formas resistentes. Ha
a descricao do uso de criocirurgia local em lesdes que continuavam aparecendo apds trés

meses do uso didrio de 2-3 gramas de eritromicina, com boa resposta (COCKERELL &

LEBOIT, 1990; KOEHLER, 1995).

Além desses, ha relatos do uso de tetraciclina 2,0g/d com sucesso. Gentamicina
e rifampicina sdo consideradas por KOEHLER & TAPPERO (1993) como possivelmente
efetivas. Para eles, a efetividade da ciprofloxacina, ceftriaxone e sulfametoxazol +
trimetropim € incerta € o uso de penicilina e seus derivados e cefalosporinas de primeira

geracdo nao é recomendado.

Resposta sist€émica e toxica lembrando a reacdo de Jarisch-Herxheimer foi

observada apds a primeira dose de um antibiético apropriado (KOEHLER et al., 1992).

Tratamento profildtico com sulfonamidas ou ciprofloxacina ndo mostrou
eficicia estatistica em proteger pacientes com menos de 200 linfécitos-helper/mm’ da AB,

segundo a observacdo de MOHLE-BOETANI et al. (1996).

2.1.5. Outras
2.1.5.1. Bacteremia e septicemia

Bacteremia febril ou afebril tem sido descrita tanto para B. henselae como para

B. quintana. Em 1990, SLATER et al. isolaram um patdgeno causador de quadros de febre e
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bacteremia persistente em pacientes imunodeficientes e imunocompetentes. O mesmo
grupo, anos depois, descreveu-o como B. henselae, responsavel por quadros de septicemia,
AB e peliose bacilar (WELCH et al., 1992). Na mesma revista e nimero, REGNERY et al., que
trabalhavam em cooperagdo como grupo anterior, descreveram a mesma bartonela
causando bacteremia febril com hepatoesplenomegalia em paciente soropositivo para o
HIV. Houve recorréncia do quadro apos 21 dias de doxiciclina 200 mg/d e, depois, apds 30
dias do mesmo antibidtico. A recorréncia ndo foi mais observada, até seis meses apds curso

de 60 dias do mesmo esquema.

KOEHLER (1995) fez mencdo a bacteremia isolada tanto em imunocompetentes
como imunodeficientes, geralmente subaguda, persistindo por meses antes do diagnéstico,
quando freqiientemente se associa a febre, calafrios e emagrecimento. Relatou a recorréncia

apoOs varios meses, apesar de tratamento antibidtico adequados.

CLARRIDGE et al. (1995) encontraram que 1% das culturas sangiiineas de

pacientes soropositivos para o HIV é positiva para Bartonella sp.

Como referido, quadros de bacteremias febris em indigentes e alcodlatras
cronicos causados pela B. quintana tém sugerido a menc¢do “febre das trincheiras urbana

dos dias modernos” (BROUQUI et al., 1996; ANDERSON & NEUMAN, 1997).

Bartonelose aguda, como foi chamada por JACOBS & SCHUTZE (1998), fora a
infeccao pelo virus Epstein-Barr e osteomilite, foi a principal causa de febre prolongada ou

de origem indeterminada em pacientes do Hospital da Crianca de Arkansas.

SPACH et al. (1995), relatando dez casos de bacteremia por B. quintana, referiram

metade deles com escabiose e um com infestacao por piolho.

2.1.5.2. Endocardite

Quadros de endocardite tém sido relatados por diferentes espécies de

bartonelas.

Foram SPACH et al, em 1993, que descreveram pela primeira vez um caso de

endocardite causado por B. quintana, ampliando assim o espectro da infeccdo por
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Bartonella sp. Na mesma revista, no nimero seguinte, DALY et al. descreviam uma nova

espécie das entdo chamadas Rochalimeae, a R. elizabethae, causando endocardite.

H4, ainda, varias descri¢des de endocardite causadas pela B. henselae e também

pela B. vinsonni subsp. berkhoffi (SPACH, 1998; ROUX et al., 2000).

A maioria dos casos aconteceu em pacientes masculinos, imunocompetentes,
com febre e mal-estar e foi tratada por um periodo de seis a nove meses com antibioticos,
usualmente eritromicina e azitromicina (LOUTIT, 1997). Endocardites induzidas por
Bartonella sp. freqlientemente resultaram em dano valvar extenso, exigindo remocgdo
cirirgica (MAURIN & RAOULT, 1996). Estes mesmos autores sugerem que a sorologia para
B. quintana, objeto de sua revisdo, seja incluida na investigacdo de pacientes com

endocardites.

2.1.5.3. Alteracoes neurolégicas e psiquiatricas

Quando COCKERELL et al., em 1987, descreveram os cinco pacientes com lesoes
angiomatosas que acreditavam ser uma nova entidade clinica, referiram, em um dos casos,
uma “mudanca no estado mental”’, que associaram a toxoplasmose do sistema nervoso
central. A resposta ao tratamento foi mais lenta que o esperado e acompanhou a involugdo

das lesdes angiomatosas.

SCHWARTZMAN et al. (1994), a partir da constatacdo de casos de AB cerebral e
retiniana e de encefalite e demais apresentacdes neuroldgicas na DAG, tentaram estabelecer
uma relacdo entre o quadro demencial associado ao HIV e infec¢do por esta bactéria. Na
investigacdo, utilizaram um teste imunoenzimatico e técnica de amplificacio molecular em
pacientes soropositivos para HIV com doenca neuroldgica, comparando-os com pacientes
soropositivos sem tal comprometimento e sem sarcoma de Kaposi. Encontraram
soroprevaléncia de 32% no primeiro grupo e de 4% no segundo. Em 1995, SCHWARTZMAN
et al. constataram que os pacientes HIV positivos com sorologia IgM positiva para B.
henselae tiveram 1.7 mais chance de desenvolver sintomas neuropsiquidtricos que os

soronegativos nos cinco anos de observagao.
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Sintomas psiquidtricos foram descritos por BAKER et al. (1995) em dois pacientes
soropositivos para o HIV, precedendo quadro cutaneo de AB. Um deles, com antecedente
de doenca bipolar hd dez anos, apresentou depressio com tentativa de suicidio,
aproximadamente oito meses antes do aparecimento das lesdes cutaneas. O quadro foi
parcialmente controlado com tratamento psicotropico e clinico de alteracdes identificadas
durante este periodo. Poucos dias antes do aparecimento das lesdes que permitiram o
diagnéstico da infeccdo, houve piora do estado depressivo e retardamento psicomotor. O
segundo paciente, sem antecedentes psiquidtricos, apresentou histéria de alucinagdes
auditivas, além de sintomas depressivos moderados precedendo tal episdédio. Em ambos, a
involucdo dos sintomas ocorreu rapidamente apds a introdu¢do do tratamento com
eritromicina, tendo sido possivel interromper-se o uso das medicagdes psicotropicas. Os
autores orientam a inclusdo das bartonelas causadoras da AB entre os agentes bacterianos

que causam desordens psiquidtricas e cognitivas entre os pacientes HIV positivos.

LUCEY et al. (1992) descreveram um paciente com bacteremia por B. henselae ¢
com meningite linfocitica, sem que tenha sido possivel isolar o mesmo agente do liquor,
com cultivo por uma semana. Tal paciente referia maltiplas picadas de carrapatos e a

presenca de gato no seu domicilio.

Ja foram referidos, nas manifestacdes atipicas da DAG, casos de
comprometimento neurologico e/ou oftalmoldgico relatados, sem concomitancia de

linfonodomegalia e sem histopalotogia compativel com DAG.

Em 1999, KERKHOFF et al. fizeram o relato de uma paciente soronegativa para o
HIV e que apresentava distirbio de comportamento e neurorretinite bilateral. A presenca de
DNA de B. grahamii de liquidos intra-oculares permitiu tratamento com tetraciclina e

rifampicina, por quatro semanas. Houve involucio do quadro.

2.1.5.4. Linfoadenopatia cronica

RAOULT et al. (1994) descreveram uma paciente com linfonodomegalia cervical
por dois anos sem febre e que, na investigacdo, apresentou também linfonodopatia
mediastinal. O exame histolégico de ganglio cervical mostrou reagdo granulomatosa.

Culturas de rotina do sangue e dos linfonodos foram negativas, porém, com co-cultivo com
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células endoteliais humanas foram isoladas, de duas amostras sangiiineas, bactérias

semelhantes a B. quintana.

MAURIN & RAOULT et al. (1996) relatam outro caso de uma paciente em uso de
baixas doses de esterdides e que apresentou febre, tosse seca e fraqueza. Em sua
investigacdo foi constatada linfonodomegalia mediastinal. Mesmo com a introdugdo de
esquema antituberculose, houve piora do quadro. Com histéria de contato com gatos, foi
suspeitado de infeccdo por Bartonella sp. A bidpsia de linfonodo mediastinal mostrou
padrdao compativel com DAG e, da bidpsia de medula dssea, foi isolada B. quintana. Com a

introducdo de gentamicina houve rdpida melhora.

Em sua revisdo sobre as infec¢des humanas por Bartonella sp., RAOULT (1999)

faz mencdo de linfonodomegalia cronica como manifestacdo atipica da DAG.

2.1.5.5. Sindrome da fadiga cronica

WONG et al. (1995) incluiram no espectro clinico da infec¢do pela B. henselae a
responsabilidade por quadro semelhante a sindrome da fadiga cronica. Formas cronicas da
FT também foram descritas como astenia importante associada a episddios subfebris

repetidos (RAOULT, 1999).

2.1.5.6. Portador assintomatico

O mesmo caso descrito por LUCEY et al. (1992), cujo paciente procurou atencao
médica com febre, meningismo, fotofobia e meningite linfocitica no exame liquérico, foi
tratado com ceftriaxone por dez dias com melhora clinica. Aproximadamente trés semanas
depois, voltou a ter febre, que melhorou espontaneamente. As hemoculturas do periodo em
que estava febril tornaram-se positivas para B. henselae e, por estar assintomdtico, o
paciente optou por ndo se tratar. Por dois meses, assintomadtico, teve culturas sangiiineas

positivas para o mesmo agente sendo, posteriormente, submetido a antibioterapia.

Revisdo Bibliogrdfica

83



O mesmo é encontrado na clinica da FT, nos periodos entre os episddios febris
e também entre a febre de Oroya e a manifestacdo tecidual da infeccdo pela B.

bacilliformis, a verruga peruana.

2.2. AS BARTONELAS

Estudos comparando bartonelas isoladas de roedores do género Rattus,
sabidamente animais origindrios do Velho Mundo, t€ém sugerido que espécies de Bartonella

tenham sido introduzidas nas Américas por meio desses seus reservatorios (ELLIS et al.,
1999).

Contudo, como ja foi mencionado, hd descobertas da era pré-colombiana

sugerindo que a DC exista na América do Sul previamente a sua coloniza¢do (ALEXANDER,
1995).

2.2.1.Taxonomia

Até que BRENNER et al. (1993) propuseram a reclassificacdo jd mencionada,
todas as bartonelas faziam parte do subgrupo alpha-2, da classe Proteobacteria, ordem
Rickettsiales. Duas familias eram envolvidas, a Bartonellaceae e a Rickettsiaceae. A
primeira continha o género Bartonella, cuja Unica espécie era a B. bacilliformis. A segunda
familia, a tribo Rickettsiaeae e esta o género Rochalimaea. Neste género, encontravam-se

as espécies R. vinsonii, R. quintana, R. henselae e R. elizabethae.
Na ordem Rickettsiales, a outra familia nela contida era a Anaplasmataceae.

Na familia Rickettsiaceae, as tribos Ehrlichieae ¢ Wolbachieae. Na tribo

Rickettsiaeae, os géneros Rickettsia e Coxiella.
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Eicketr iales|

Ordem:
Familia: Eickettsiaceae Bnaplasmataceagl Eurt(me laceae|
Tribo: lEhrlichieae| lRicklt ‘siaea| |Wolhbachieae|

Género: Eickettsia Eochalimzl Coxineld Earto@ Grahamanella

| |

Espécie: |R vinsonni| |R quintcma| |R elizabethae| |R henselael lB bacilliformis| |G. talpae| |G. peromysct1

Figura 1: Antiga classificacio das bactérias dos géneros Bartonella, Rochalimae e

Grahamella (adaptado de SLHESSARENKO, 1998).

Familia Bartonellaceae

Género Bartonella

Espécies B. bacilliformis

B. quintana

B. vinsonii subsp. | Anteriormente
vinsonii
. henselae Rochalimaea
. elizabethae
talpae Anteriormente
peromysci Grahamella

grahamii

. taylorii

doshiae

. clarridgeiae
vinsonii  subsp.
berkhoffi

. tribocorum

. alsatica

. koehlerae
vinsonii  subsp.
arupensis

B. birtlesii

B. weissii

Figura 2: Classificacdo atual da familia Bartonellaceae (DEHIO & SANDER, 1999; WELCH

et al.,1999; BERMOND et al., 2001; BREITSCHWERDT et al., 2001).
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O’CONNOR et al. (1991) analisaram a seqii€éncia da subunidade 16S rRNA (que ¢
a regido comum entre as bactérias gram-negativas) da B. bacilliformis. Demonstraram
homologia de 91,7% da regido desta bactéria e da mesma regido da entdo chamada R.
quintana. Anélise foi feita também do bacilo da DAG (isolado por ENGLISH et al., em 1988)

e encontrada maior homologia deste com a Brucella abortus (89,7%).

Considerando que esta técnica era a melhor para a elucidacdo de relagcdes
filogenéticas entre os microorganismos, os autores concluiram que a B. bacilliformis
relacionava-se com outras bactérias do subgrupo alpha-2 da classe Proteobacteria e a
relacdo com a R. guintana era consistente, porque as duas espécies distanciavam-se das
demais bactérias desta ordem que eram parasitas intracelulares obrigatérios, s6 se
multiplicando em células de hospedeiros ou tecidos vivos. A A. felis pertencia a0 mesmo
subgrupo, porém, era mais relacionado a Agrobacterium tumefaciens. Outra observacgado foi

a que nem a B. bacilliformis nem a A. felis causavam a AB.

Em 1993, BRENNER et al., considerando a semelhanca existente entre o DNA das
bactérias dos gé€neros Rochalimaea e Bartonella, a homologia entre as seqiiéncias da
subunidade 16S rRNA delas e o contetido de guanina-citosina de cada uma, além das suas
caracteristicas fenotipicas, propuseram que o género Rochalimaea fosse transferido da
familia Rickettsiaceae para a familia Bartonellaceae, com a unido dos géneros Bartonella e

Rochalimaea, mantendo-se o primeiro nome por ser este 0 mais antigo.

Assim, as quatro espécies do gé€nero extinto passariam a ser chamadas de

Bartonella quintana, B. vinsonii, B. henselae e B. elizabethae.

O género Grahamella foi descrito em 1911 em homenagem a G.S. Graham-

Smith que primeiramente observou esses organismos em eritrocitos de uma toupeira.

Descricdes de vdrias outras espécies foram feitas posteriormente em Varios
animais, mais comumente roedores. Embora mais de 40 espécies tenham sido propostas,
apenas duas foram consideradas quando BIRTLES et al. (1995) propuseram a unificacdo dos
dois géneros da familia Bartonellaceae, Bartonella sp. e Grahamella sp., mantendo o nome
Bartonella pelo motivo anterior. Fizeram-no por estudos da relagdo do DNA, contetido de
guanina e citosina e pelas caracteristicas fenotipicas. Da mesma forma, as chamadas

Grahamella sp. passariam a Bartonella talpae e B. peromysci. Pelos resultados destas
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andlises, concluiu-se que a grande similaridade fenotipica refletia a estreita relacao
filogenética e genotipica entre os membros desses dois géneros. Trés novas espécies,
isoladas pelos autores do sangue de animais, foram apresentadas: B. grahamii, B. taylorii e

B. doshie.

Este artigo reforcava a proposta ja apresentada no anterior de retirar a familia
Bartonellaceae da ordem Rickettsiales. Eles justificavam que esta ordem vinha sendo
depositaria de bactérias gram-negativas pequenas, usualmente intracelulares, parasitas ou
mutualistas. Até 1971, incluiam inclusive as clamidias. Riquetsiologistas reconheciam a
dificuldade de classificd-la com precisdo, j& que a maioria delas ndo apresentava
crescimento in vitro. Efetiva reestruturacao ainda estd se processando para as espécies, os

géneros e as familias entdo pertencentes a esta ordem.

Trabalhos publicados posteriormente tém aceitado tais propostas, € outros nao
fazem mencdo a segunda proposicdo. Entre as entdo chamadas Grahamella spp. ndo se

conhecia nenhuma espécie sabidamente patogénica ao homem.

Dentre as espécies do género Bartonella, a B. bacilliformis, a B. talpae, a B.
quintana a B. peramysci e a B. vinsonii foram descritas hd vérios anos (1907, 1911, 1917,

1942 e 1946, respectivamente).

A B. elizabethae foi descrita em 1993 por DALY et al. Cresceu do sangue de um
paciente com endocardite duas semanas apds incubacdo com 5% de gds carbOnico.
Fenotipicamente semelhante as Rochalimeae sp., esta cepa apresentava aproximadamente
60% do DNA relacionado as outras espécies deste género e a seqii€éncia génica 16S rRNA
com homologia de 98,9% com as mesmas. A composi¢do dos 4cidos graxos celulares era

distinta da composi¢do das demais e, dentre elas, mais proxima a R. vinsonii.

Concluiram que os laboratérios clinicos deveriam prolongar o tempo de
incubacgdo das culturas sangiiineas de pacientes com hipétese diagndstica de endocardite ou
febre de origem indeterminada, especialmente os imunodeficientes, j4 que o espectro da
doenca causada por este organismo (e também das demais espécies) ainda ndo era
conhecido. COMER et al. (1996) em estudo epidemioldgico sobre soroprevaléncia entre

usudrios de drogas endovenosas de Baltimore, encontraram 33% de soropositivos para B.
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elizabethae. O'HALLORAN et al., em 1998, apresentaram um paciente com neurorretinite de
Leber com evidéncia sorologica da infec¢@o por esta bactéria. Em 1999, ELLIS et al. isolaram
de roedores do género Rattus bactérias indistinguiveis da B. elizabethae, sugerindo que

estes animais possam ser reservatorio de espécies de bartonelas patogénicas ao homem.

Um novo agente foi isolado de um cachorro com endocardite, apenas quando
utilizou-se a técnica de lise e centrifugacdo. Tratava-se de uma bactéria gram-negativa
fenotipicamente semelhante a Bartonella sp.. Da viélvula cardiaca congelada foi
amplificado o DNA, e a bactéria dai também isolada foi caracterizada fenotipica e
genotipicamente, incluindo teste bioquimico, andlise de dcidos graxos celulares,
hibridizacdo de DNA e seqiienciamento da subunidade 16S rRNA que mostraram tratar-se
de uma nova subespécie de Bartonella, sendo proposto o nome de B. vinsonii subsp.
berkhoffii (BREITSCHWERDT et al., 1995). ROUX et al. (2000) mencionaram que esta espécie
também € patogénica ao homem, relatando o caso de um paciente com endocardite. O

diagndstico foi feito por deteccao génica e imunologia (IFI).

Como ja foi mencionado, em 1999, KERKHOFF et al. relataram o caso de uma
paciente com alteracdes de comportamento e neurorretinite bilateral causadas por B.

grahamii.

LAWSON & COLLINS (1996) descreveram uma nova espécie de bartonela, a
Bartonella clarrridgeiae, 1solada de um gato cujo dono apresentava uma septicemia por B.
henselae. Ela apresentava caracteristicas de crescimento, produto da amplificacio do REP-
PCR e andlise do perfil de composi¢do de acidos graxos distintos de outras espécies ja
descritas. No ano seguinte, KORDICK et al. fizeram relato de caso de DAG causada por esta
espécie e GURFIELD et al. referiram co-infeccdo de gatos pela B. clarridgeiae e B. henselae.
Estes ultimos autores aventaram a possibilidade de ser desenvolvida uma vacina polivalente
contra as cepas mais patogénicas ou invasivas que pudesse proteger gatos € homens desta
infeccdo. Para PIEMONT & HELLER (1999), é razodvel imaginar-se que parte das DAGs,

especialmente das soronegativas para B. henselae, sejam causadas pela B. clarridgeiae.
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Duas novas espécies foram descritas, a B. tribocorum e a B. alsdtica por Heller
e seus colaboradores, isoladas de coelhos e ratos silvestres, em 1998 e 1999,

respectivamente (HELLER et al., 1998; HELLER et al., 1999).

A B. koehlerae foi isolada de gatos em 1999, por DROZ et al. durante um estudo
de prevaléncia de bacteremia por B. henselae entre gatos domésticos da Baia de Sao

Francisco, em que foram isoladas bartonelas de 41% dos gatos examinados.

Uma subespécie da B. vinsonii, a B. vinsonii subsp. arupensis, foi descrita em
1999, isolada de amostra sangiiinea de um paciente fazendeiro que apresentou fadiga,
moderada cefaléia e mialgia. Tornou-se confuso, além de referir sintomas vagos. Tinha
histéria de doenga reumatoldgica maldefinida ha 24 anos, quando apresentou niveis
elevados de anticorpos antinucleares, velocidade de hemossedimentagdo e fator reumatéide
positivo. Apresentou, naquela ocasido, manifestacoes neuroldgicas varidveis, inclusive
meningite asséptica. Recorréncias do quadro eram controladas com altas doses do
corticoesterdides endovenosos. Entre as exacerbacdes apresentava-se relativamente
assintomdtico, nao necessitando de periodos longos da medicacdo. No exame fisico da
internacdo, apresentava-se febril e taquicardico. Nao apresentava viscero ou
linfonodomegalia. O exame neuroldgico apresentava alteracdes de pares cranianos,
hiperreflexia e rebaixamento da concentracdo. A velocidade de hemossedimentagdo estava
elevada e o fator anti-nucleo positivo para altos titulos. Apds 36 horas de febre alta, foi
administrada dose unica de 1g de ceftriaxone com melhora da febre. Predinisona na dose de
40 mg/d foi prescrita por suposta vasculite cerebral. Houve involucao quase total do quadro
neuroldgico e, mesmo apds a suspensdao do corticoesteréide, manteve-se bem durante
seguimento de mais de cinco anos. Outros isolados, obtidos de camundongos em estudo de
prevaléncia para bactérias de outros géneros, foram identificados como sendo relacionados
proximamente ao do paciente. Esta subespécie foi considerada como presumivelmente

patogénica ao homem (WELCH et al., 1999).

Essas bactérias t€ém sido cultivadas de nimero crescente de amostras
sangiiineas de mamiferos como gatos, camundongos, veados e bois. Sdo excecdes a B.
bacilliformis e B. quintana que, recuperadas de humanos assintomdticos, ndo tém outros

reservatorios conhecidos (DEHIO & SANDER, 1999). Este é o caso da B. birtlesii isolada de
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pequenos mamiferos do género Apodemus sp., em 2000 (BERMOND et al.) ¢ da B. weissii
cultivadas de bovinos, como menciona BREITSCHWERDT et al. (2001). Eles isolaram

bactérias com 100% de homologia da B. weissii de GenBank.

Virias dessas espécies t€ém mostrado caracteristicas comuns como a habilidade
de causar infeccdo cronica em seus hospedeiros naturais, especialmente bacteremia, e

intima associagdo com as c€lulas dos hospedeiros, especialmente eritrocitos (BROUQUI et

al. 1999).

Novos genotipos de Bartonella foram isolados de roedores do gé€nero Rattus,

porém ainda estdo sem uma classificacdo precisa (ELLIS et al. 1999).

Tabela 1: Relacdo entre espécies de Bartonella, ano de descri¢do, reservatdrios e principais

doencas humanas.

Bartonella sp. Descricio  Reservatdrios Principais doencas humanas

B. bacilliformis 1907 Homem DC
B. tal pae 1911 Scalopus sp.

B. quintana 1917 Homem FT, DAG, AB, LC, bac, end, sep
B. peromysci 1942 Veado, camund

B.  vinsonni subsp.vinsonni 1946 Scalopus sp.

B. henselae 1992 Gato DAG, AB, LC, bact, end, sep
B. elizabethae 1993 Rato end, neurorretinite
B. grahamii 1995 Camund, Microtus sp. Neurorretinite
B. taylorii 1995 Camund, Microtus sp.

B. doshiae 1995 Microtus sp.

B. vinsonni subsp. berkhoffi 1996 Cao end
B. clarridgeiae 1996 Gato DAG
B. tribocorum 1998 Rato

B. alsatica 1999 Coelho

B. koehlerae 1999 Gato

B. vinsonni subsp. arupensis 1999 Camundongo bac
B. birtlesi 2000 Apodemus sp.

B. weissii 2001 Boi

DC, doenga de Carrién; FT, febre das trincheiras; DAG, doenca da arranhadura do gato; AB, angiomatose

bacilar; LC, linfadenopatia cronica; bac, bacteremia; end, endocardite; sep, septicemia
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2.2.2. Descri¢ao do género e espécies

Fenotipicamente, as Bartonella spp. sao bacilos ou cocobacilos gram-negativos,
pequenos e delicados (de aproximadamente 1 um de comprimento), freqiientemente curvos.
Crescem em &gar enriquecido com sangue (5%-10%) e em ambiente rico em gas carbonico.
Sdo microaerdfilas, oxidase e urease negativas e de crescimento fastidioso. Nao utilizam
carboidratos em seu metabolismo. Algumas caracteristicas das bactérias deste género sao
varidveis, como a temperatura 6tima para o crescimento. A B. bacilliformis cresce melhor
sem satura¢do de gds carbdnico e entre 25°C a 30°C, enquanto as demais preferem
temperatura entre 35°C a 37°C. Somente as antigas Grahamella spp. sio Voges-Proskauer
positivas. A atividade contra prolina e tripsina também difere entre as varias espécies. A B.
henselae é catalase varidvel, ndo reduz nitrato, ndo produz indol e nao produz hemdlise, o
que a diferencia das demais, embora nio seja facil em laboratdrio clinico diferenciagdao
entre ela e a B. quintana. Tanto a B. henselae como a B. quintana nao possuem flagelos e
possuem fimbrias, estrutura associada a citoaderéncia. MEHOCK et al. (1998) verificaram que
a B. henselae fixa-se aos eritrocitos de felinos e os invade lentamente, caracteristica
relacionada a sua capacidade de adesdo. A B. bacilliformis e a B. clarridgeiae sao

multiflageladas unipolares (DALY et al., 1993; BIRTLES et al., 1995; ANDERSON & NEUMAN,
1997; BASS, VINCENT, PERSON, 1997a; KORDICK et al, 1997; SLHESSARENKO, 1998;

RAOULT, 1999).

A capacidade de as Bartonella produzirem por acgdo direta lesdes
angioproliferativas de aspecto tumoral € tnica entre as bactérias patogénicas ao homem
(RAOULT, 1999). Elas estdo filogeneticamente muito relacionadas a Agrobacterium

tumefaciens que também € tumorigénica em plantas (JUMAS-BILAK et al., 1998).

2.2.3. Ultra-estrutura

Desde 1922, sabe-se que a B. quintana multiplica-se extracelularmente no
intestino dos artrépodes vetores, o piolho do corpo (Pediculus humanus var. corporis). ITO
& VINSON (1965) estudaram uma cepa isolada em dgar-sangue de hemocultura de paciente
com FT, apos sete passagens no meio e microorganismos isolados do sangue do paciente

encontrado no interior de piolhos e semeado em diferentes meios.
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Elas foram suspensas e lavadas previamente ao exame de microscopia

eletrOnica.

Também fémeas adultas de piolhos foram infectadas experimentalmente por
inoculagdo intra-retal da suspensdo de bactérias isoladas da hemocultura do paciente e
repicadas sete vezes em dgar-sangue. Os piolhos sugavam coelho sem infec¢ao uma vez ao
dia. A evolucdo da infeccdo foi acompanhada pelo exame de amostras de suas fezes,
coradas pelo método de Giemsa. Outros tiveram o conteido abdominal fixado para
avaliacdo.

N

Cortes semifinos foram corados com azul de toluidina e examinados a
microscopia de luz. Numerosas bactérias foram vistas no limen intestinal ou aderidas a
superficie livre das células epiteliais. Bactérias contaminantes eram diferenciadas das
bartonelas pelo tamanho, contorno e caracteristicas a colora¢ao. Ndo observaram diferencas
morfolégicas nas bactérias situadas em diferentes dreas da mesma colOnia, porém

avaliaram-nas a microscopia de luz.

A ultra-estrutura das bactérias foi idéntica, tanto para as recuperadas
diretamente da hemocultura do paciente como aquelas recuperadas do sangue encontrado

nos piolhos.

Referiram que vdarios procedimentos da preparacao produziram diferengas no
aspecto comum das bactérias. Descreveram que tanto a parede celular como a membrana
citoplasmadtica sdo trilaminares e o espago entre elas, varidvel. O contorno das bactérias
tinha poucas irregularidades. O conteudo citoplasmdtico era constituido por finos
filamentos ou granulos densos e que variavam de uma para outra bactéria. Sugeriram tratar-
se do material ribonucleico e mencionaram que nenhum outro componente citoplasmatico
havia sido visto. Divisdo bindria era freqiientemente observada especialmente nas mais

bacilares e nenhuma outra estrutura interna era observada durante este processo.

Quanto as bactérias encontradas no intestino do piolho, algumas estavam livres
no lumen e outras intimamente associadas as membranas plasmaticas das células epiteliais.
Embora a B. quintana fosse observada no interior de células epiteliais presentes na luz

intestinal, ndo foram observadas células infectadas no epitélio intestinal.
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Os autores comentam que o componente externo varia na espessura € na

aparéncia.

As Bartonella spp. sdo maiores que as Brucella spp. que também sdo

cocobacilares e gram-negativas (GUCCION et al., 1996).

Outras observacgdes ultra-estruturais ja foram mencionadas nos itens 2.1.3.4.;

2.1.4.4. no diagnéstico da DAG e AB, respectivamente.

2.2.4. A Bartonella henselae

Do exposto até aqui, constata-se a importancia desta espécie neste género. Ela é
responsavel pela maioria dos casos de DAG e também de AB. Dentre as manifestacoes

conhecidas, sé ndo é agente da DC e da FT.

LOUTIT (1997) descreve as coldnias de primo-isolamento desta bactéria como
esbranquicadas, secas, auto-aderentes, delicadas, com aspecto de couve-flor e incrustadas
no 4agar. Apés miltiplas passagens, as coldnias se tornam menos aderentes, menos secas,
maiores € mucoides. As B. henselae sio mais heterogéneas que as demais espécies,

predominando as coldnias mais irregulares.

REGNERY, MARTIN, OLSON, em 1992, descreveram ocorréncia natural da
infeccdo de gatos pela B. henselae pelo isolamento do agente de um gato com anticorpos
especificos contra Rochalimeae sp.. Mais recentemente, varios estudos foram realizados

para avaliar a incidéncia desta infec¢do em gatos.

No inicio de 1994, em um editorial, TOMPKINS refere a inexisténcia, até entdo,
de estudos em grande escala para avaliar se gatos estavam infectados com Rochalimeae sp.,

servindo de reservatdrio potencial para as doengas associadas.

CHILDS et al, em 1994, demonstraram soropositividade a antigenos de B.
henselae em 44% dos gatos de Baltimore. No mesmo ano, KOEHLER, GLACER, TAPPERO
cultivaram sangue de 61 gatos da regido Baia de Sao Francisco sendo isolada B. henselae
de 41% deles. De 48 gatos de pacientes com DAG, 81% eram soropositivos para a mesma

bartonela, conforme comunicagdo pessoal publicada por HIGGINS et al. (1996).
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No estudo conduzido por CHOMEL et al. (1995) igualmente na Califérnia, foram
1soladas cepas de B. henselae de 39,5% dos 205 gatos avaliados. Destes, 81% eram

SOropositivos para 0 mesmo agente.

NG & YATES (1997) isolaram B. henselae de 13,2% dos 342 gatos de Melbourne,
Austrélia, dos quais armazenaram sangue por uma semana, cultivando-os depois. Os
autores concordam que os dados subestimem a realidade da infec¢@o entre os gatos daquela

cidade, pelas condi¢des técnicas do isolamento.

UENO et al. (1995) ndo encontraram diferencas significantes na soroprevaléncia
entre gatos velhos e jovens ou entre machos e fémeas. CHOMEL et al. (1995), ao contrario,
encontraram que gatos com menos de 1 ano t€ém 1,64 mais bacteremia que gatos mais

velhos.

BERGMANS et al. (1997b) trazem referéncias da variacdo de soroprevaléncia em
diferentes paises ou em suas diferentes regides, por exemplo, 4% a 81% nos EUA, 6% a
22% no Japao, 33% na Austria, 12% no Egito, 7% em Portugal, 5% no Alaska e 0% no
oeste do Canadd. Estes estudos exemplificam a diversidade entre as pesquisas que
determinam a distribuicdo aparentemente universal deste agente. No estudo por eles
realizado, 22% dos gatos de abrigos para animais da Holanda eram bacterémicos. Dos gatos
niao domiciliados, 26% tinham hemocultura positiva e 25% dos felinos domiciliados. O
resultado sorolégico foi, respectivamente, 50%, 52% e 35%. Concluiram que o valor

preditivo do exame sorolégico empregado era de 39%.

KORDICK et al. (1997) mencionam que a soroatividade contra a B. quintana tem
sido observada em vdérios pacientes com DAG, embora a mesma ndo tivesse sido
recuperada de nenhum paciente com esta doenga ou de seus gatos, até a descricdo de um

caso brasileiro de DAG causado por esta bactéria (AZEVEDO et al., 2000).
HIGGINS et al. (1996) demonstraram que B. henselae replica e persiste na pulga.

LUCEY et al. (1992) associaram-na com carrapatos.
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DRANCOURT et al. (1996) descreveram um sorotipo de B. henselae que
chamaram Marselha, em um paciente com DAG e outro com endocardite. BERGMANS et al.
(1997a) encontraram, em um inquérito epidemiolégico entre gatos holandeses, bartonelas
tipos A, B e G. As bactérias tipo B predominavam entre os gatos, embora as tipo A
predominassem entre os pacientes com DAG daquele pais, sugerindo maior infectividade
das B. henselae tipo A. A Bartonella tipo G foi encontrada em 16% dos gatos bacterémicos,
associada ou ndo a infec¢do pela B. henselae tipo A ou B. henselae tipo B. Possivelmente, a
infeccao pela Bartonella tipo G ndo produz uma resposta imune protetora contra a infec¢ao
pelas B. henselae tipo A e B. Todos esses gatos tinham altos titulos de anticorpos anti-B.
henselae. Nenhum paciente apresentava infec¢ao por este tipo, 0 que sugeria que este tipo
nao fosse patogénico ao homem. A hemocultura teve maior positividade do que a técnica

de PCR (RFLP) foi capaz de detectar o DNA das bactérias no sangue dos gatos.

Além desses estudos, outros t€m demonstrado a existéncia de genotipos
diferentes de B. henselae, chamadas hoje de tipo I e tipo II (HELLER, 1997; GURFIELD,
1997). Este fenomeno poderia refletir-se em diferencas antigénicas, o que poderia estar na

dependéncia, inclusive, da posi¢ao geografica dos casos de DAG.

BERGMANS et al. (1997a) mencionaram que a IgG anti-B. henselae € encontrada
em 2 a 6% de controles humanos sadios, porém estes valores podem chegar a 48%, como
os encontrados na Suica conforme RATH, VON RECKLINGHAUSEN, ANSORG (1997). O
primeiro grupo comparou os dados da populacdo normal com familiares de pacientes com
DAG. Nestes, a soroprevaléncia era de 29%. RATH, VON RECKLINGHAUSEN, ANSORG
(1997) estudaram populacdo alema e ndo encontraram diferenca estatistica entre a populagao

proprietéria de gatos e o grupo controle, (20% e 19%, respectivamente).

A presenca intra-eritrocitaria da B. henselae em gatos persistentemente
bacterémicos foi demonstrada por KORDICK & BREITSCHWERDT, em 1995. Eles se referem
as dificuldades do cultivo desta bactéria, o que € minimizado utilizando o método de lise, a
partir de tubos Isolator (Wampole Laboratories) e posterior centrifugacdo com semeadura
do sobrenadante em &agar enriquecido. A partir disso, inferiram que deveria haver uma
relagcdo intima entre as bactérias e os eritrocitos. Comprovaram, por microscopia eletronica
de transmissdo, em gotas de sangue fixadas, a localizacdo exclusivamente citoplasmética

dessas bactérias. Cogitaram no estudo que a hemdcia induziria ou forcaria a endocitose.
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2.3. DIAGNOSTICO
2.3.1. Exame direto

O esfregaco sangiiineo corado pelo método de Giemsa € descrito no diagndstico
da infec¢do pela B. bacilliformis e € utilizado no seguimento do paciente, para avaliacao do

progndstico, ja que o encontro de bactérias mais cocdides indicam boa evolucdo (BASS,

VINCENT, PERSON, 1997a; GARCIA-CACERES & GARCIA, 1991).

Igualmente o exame direto do sangue de animais permite a identificacdo de
espécies dos géneros Haemobartonella e Eperythrozoon infectando-os, mesmo de forma
assintomdtica. Haemobartonella spp. sdo encontrados aderidos a superficie de hemaceas e
Eperythrozoon spp. sao predominantemente observadas em grumos entre as células do

esfregaco sangiiineo (BAKER, CASSEL, LINDSEY, 1971).

2.3.2. Bacteriologia

O isolamento de diferentes espécies de Bartonella geralmente requer um tempo

prolongado de cultivo usando meios enriquecidos e de preparo recente (ANDERSON &

NEUMAN, 1997; WELCH et al., 1992).

DOUGHERTY et al. (1996), estudando o isolamento de microorganismos de
crescimento lento de pacientes com Aids, referem que a rotina de culturas sangiiineas de
laboratérios de microbiologia clinica ndo sdo suficientes para permitir o crescimento de
espécies de Bartonella. Sugerem que, enquanto nao forem determinadas as condicdes de
crescimento e o meio ideais para tal isolamento, placas de dgar sejam incubadas por dois
meses, ja que houve crescimento visivel de colonia de B. henselae depois de seis semanas

de cultivo.

As bartonelas foram isoladas de amostras sangiiineas, de fragmentos de baco,
de linfonodos e de pele, entre outros tecidos. Foram utilizados materiais frescos ou

congelados.

O método utilizado para a coleta de sangue para cultura, assim como a
manipulagdo da amostra, pode influenciar no isolamento das bactérias. No caso das

hemoculturas, o método que mais tem sido usado € o da lise e da centrifugacdo. O material
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€ semeado em meios monofasicos ou bifdsicos, enriquecidos com eritrécitos e com periodo
de incubacdo prolongado (15 a 21 dias em média), em ambiente com 5% de diéxido de
carbono. Subculturas tém menor periodo de incubacdo. LARSON et al. (1994) descreveram
que a B. quintana foi isolada em frascos para hemocultura em aerobiose e que o subcultivo
aumentou a sensibilidade do exame. LOUTIT (1997) refere que subculturas foram negativas

em crescimento anaerobio.

REGNERY, et al. (1992a), quando da caracterizacdo de uma nova espécie, a B.
henselae, fizeram menc¢do ao isolamento dos organismos de amostras sangiiineas coletadas
em tubos com EDTA (sal tripotdssico do 4cido etilenodiaminotetracético) mesmo apds

congelamento a -85°C.

BRENNER et al., em 1997, compararam a coleta do sangue de felinos infectados
por B. henselae em tubos de lise e tubos com EDTA como anticoagulante. Eles fizeram
plaqueamento direto das amostras, plaqueamento apds 24 horas a 25°C e plaqueamento
ap6s congelacdo a — 65°C por 26 dias. Procederam a contagem das colonias apds 14 e 35
dias de crescimento e concluiram que a lise dos eritrocitos aumentou o nimero de unidades
formadoras de coldnias/ml, utilizando o tubo apropriado ou o congelamento por 26 dias e

mesmo por apenas 24 horas.

Sistemas de culturas em frascos, com avaliagdao periddica da producdo de gds
carbOnico, usado para evidenciar crescimento microbiano, tém sido descritos. LUCEY et al.
(1992) mencionam o uso do sistema BACTEC, Becton-Dickinson, incubados por periodo
maior que uma semana. HENSEL & SLATER (1995) referem o isolamento de B. quintana e B.
henselae de hemoculturas usando BACTEC 26 Plus, frascos aerdbicos contendo resina
(Becton-Dickinson), combinado com coloragdo com acridine orange, com oito dias de
incubacdo. Co-cultivos com monocamadas celulares foram usados para facilitar o
isolamento de Bartonella spp.. O uso de altas concentracdes de hemina, em meios sem
sangue, parece ser fundamental, sobretudo para o crescimento da B. henselae
(SCHWARTZMAN, NESBIT, BARON, 1993). Tém sido utilizados para a diferenciacio entre as

espécies de Bartonella sp. painéis rapidos MicroScan (Baxter Diagnostics) (WELCH et al.,
1993; DROZ et al., 1999).
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Para as culturas de tecidos, os fragmentos coletados assepticamente foram
triturados e homogeneizados. Meios dgar-sangue de coelhos, carneiros ou humano,
receberam este material, sendo incubados por periodo de seis semanas ou mais. LA SCOLA
& RAOULT (1999) referem que ndo observaram superioridade entre meios com &4gar
enriquecido com sangue de qualquer origem, desde que mantidos em atmosfera com 5% de

gds carbonico ou microaerofilia.

Os fragmentos de pele foram previamente lavados e depois homogeneizados.

Aqueles semeados em meios de cultura de tecidos de monocamada, também
embebidos em caldo enriquecido, mostraram melhores resultados no isolamento destas

bartonelas (ENGLISH et al., 1988; COCKERELL et al., 1990; KOEHLER et al., 1992; LUCEY et al.,

1992; REGNERY et al., 1992a; WELCH et al., 1992; DALY et al., 1993; DOLAN et al., 1993; SPACH
et al., 1993; TAPPERO et al., 1993b).

BERGMANS et al. (1997b) ¢ ZANUTTO (2000), entre outros, demonstram que a

hemocultura é mais sensivel para o diagndstico que a deteccao génica por PCR.

Porém, para LA SCOLA & RAOULT (1999), a cultura teve menor sensibilidade
quando comparada a deteccdo génica por PCR em vélvulas com endocardite, bidpsias
cutaneas de pacientes com AB e de linfonodos de pacientes com DAG. A sorologia foi
mais sensivel que a cultura nos casos de endocardite e DAG. O procedimento que mais
aumentou a sensibilidade das culturas foi o subcultivo. A maioria dos pacientes com
diagndstico de bacteremia por B. quintana tinham sorologia negativa e hemoculturas

positivas, a grande maioria com o subcultivo.

Estes mesmos autores comentam que subculturas repetidas tém reduzido o
tempo de crescimento, entre trés a cinco dias, mas a morfologia das coldnias €
significativamente alterada. Utilizaram a inoculacdo de 10 ml de sangue em frascos para
hemocultura BACTEC PLUS, aerdbicos (Becton Dickinson Diagnostic Intrument Systems,
Spark, Md.) e incubados na miquina BACTEC NR-860. Uma semana depois, 1 ml do
inoculado era semeado em placas com dgar com sangue de carneiro. O sangue total foi
sistematicamente congelado a -85°C por 24 horas antes da inoculacdo, apds o relato de

BRENNER et al. (1997), 0 que permitiu o isolamento sem subcultivo de alguns casos. As
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hemoculturas de pacientes que tinham comecado antibioterapia foram negativas,
independentemente do esquema utilizado, exceto a de um paciente tratado por menos de 24

horas.

Nao ha relato do isolamento de B. henselae e B. quintana (ou de diferentes

espécies de Bartonella) de um mesmo humano.

2.3.3. Sorologia

Teste de imunofluorescéncia indireta e teste imunoenzimético para B. henselae
e B. quintana t€m sido os métodos mais utilizados para o diagndstico da infec¢do pelas
Bartonella spp., ainda que sua utilizacdo para detecc¢do de infeccdo aguda seja motivo de
debate na literatura. Ela depende das cepas bacterianas utilizadas e a metodologia usada no
preparo dos antigenos. Estes testes sdo disponiveis comercialmente e utilizam células Vero
infectadas por B. henselae e B. quintana (RATH, VON RECKLINGHAUSEN, ANSORG, 1997;
DEHIO & SANDER, 1999; SCHUTZE, 2000). BANETH et al. (1996) comentaram em seu trabalho
sobre sororreatividade por imunofluorescéncia indireta para B. henselae e B. quintana entre
gatos que deve haver uma grande diversidade antigénica entre as espécies, as subespécies e

as cepas de bartonelas.

As maiores titulagdes sdo atingidas nas primeiras semanas apds instalacao dos
sintomas. Titulos maiores que 1:64 sdo considerados positivos. Teste imunoenzimatico

também € utilizado na deteccdo de anticorpos anti-B. henselae (BERGMANS et al., 1997b).

Reacdes cruzadas entre estas espécies ndo foram observadas, nem com a A. felis
nem com varios outros agentes testados (PERKINS et al., 1992; REGNERY et al., 1992b).
Porém, BANETH et al. (1996) mencionaram um caso em que um paciente € seu gato tinham
titulos de anticorpos anti-B. quintana substancialmente mais altos que aqueles anti-B.
henselae, apesar da caracteriza¢ao genética do microorganismo cultivado do sangue do gato

ser de B. henselae.

ZANGWILL et al. (1993), utilizando-se da IFI, avaliaram a epidemiologia e os

fatores de risco para DAG em associacao a infec¢do pela B. henselae.
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DALTON et al. (1995) descreveram uma sororreatividade menor em cepas de B.
quintana com maior numero de repiques, sugerindo que tenham perdido antigenos

imunodominantes.

A infeccdo experimental com gatos € seguida de perto pelo aumento de titulos
de anticorpos IgG anti-B. henselae, a partir de uma ou duas semanas, com titulos que
variaram de 64 a 4.096 (GREENE et al., 1996; ABBOTT et al., 1997). Quando animais foram
submetidos a desafio, os titulos elevaram-se rapidamente e foram mais altos quando
comparados aos valores da exposicao inicial. Durante bacteremia, os titulos de anticorpos
IgG foram os mais altos embora ela se mantivesse apesar desses altos niveis de anticorpos
(ABBOTT et al., 1997). Para GUPTILL et al. (1997) houve uma queda progressiva no titulo de
anticorpos precedendo a recidiva da bacteremia e a diminui¢do das contagens de colonias

com o aumento dos titulos de anticorpos.

CHOMEL et al. (1995) ndo encontraram reacdo linear entre os titulos de
anticorpos e o nivel de bacteremia em gatos, porém gatos bacterémicos tinham titulos
maiores. Neste trabalho, o valor preditivo positivo da IFI foi de 46,4%, com utilidade
limitada em distinguir entre os gatos bacterémicos e ndo-bacterémicos, mas o valor
preditivo negativo foi de 89,7%, mostrando alta correlacdo entre a auséncia de anticorpos

anti-B. henselae e a auséncia de bacteremia.

A auséncia de anticorpos IgG detectdveis em animais expostos a B. henselae,
sugere haver um grupo de gatos com tolerdncia parcial induzida, o que poderia ser
explicado pela solubilidade ou tamanho do antigeno, dose do in6culo e a via de

administracao.

BERGMANS et al. (1997b) avaliaram gatos holandeses e obtiveram um valor
preditivo positivo de 39% e valor preditivo negativo de 96%. Dos animais avaliados, 20%
eram bacterémicos e soropositivos e 30%, soropositivos, porém nao-bacterémicos. Dois por

cento deles eram bacterémicos e soronegativos.

BERGMANS et al. (1997a) realizaram sorologia para a infeccdo por B. henselae
por testes de imunofluorescéncia indireta e imunoenzimaticos. Usaram como antigenos
bactérias co-cultivadas com células Vero e bactérias ndo co-cultivadas. Fizeram correlacdo

com teste de hibridizacdo por PCR baseado no gene 16S rRNA. Demonstraram que uma
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estratégia para diagnoéstico de DAG seria a detec¢do de anticorpos IgM anti-B. henselae
realizados por testes imunoenziméticos que, se positivos, indicariam atividade da infecgdo.
Caso negativo, dever-se-ia realizar PCR para Bartonella com o pus ou o fragmento de
linfonodo acometido. Um PCR positivo confirmaria a doenga, embora um negativo nao
excluisse tal diagndstico. O aumento de titulos de anticorpos IgG seriam outro critério
diagndstico, ainda que ndo constantemente observado. A sensibilidade da sorologia
aumenta com o uso de antigenos de bactérias co-cultivadas. A inoculagdo em gatos com B.
quintana nao promove bacteremia e ndo altera posterior resposta humoral a infeccao pela B.

henselae.

Havendo desafio com a mesma cepa desta bactéria, ndo houve bacteremia
detectdvel. Porém, se o desafio era feito com uma cepa distinta ou com B. clarridgeiae, que
sabidamente também infecta o gato, desenvolveu-se bacteremia e adequada resposta
humoral (GREENE et al., 1996; REGNERY et al., 1996). Os autores concluiram que ndo existe

reacdo cruzada entre cepas de B. henselae e entre espécies de Bartonella.

CHOMEL et al. (1995) observaram a diminui¢cdo da prevaléncia dos anticorpos
anti-B. henselae e de bacteremia com a idade do felino, que possivelmente adquirem a

infec¢c@o no primeiro ano de vida.

LA SCOLA & RAOULT (1999) mencionam soronegatividade entre os diferentes
sorotipos de B. henselae por eles isolados. Reacdes cruzadas entre espécies dos géneros
Bartonella e Chlamydia tém sido relatadas e com isso a possibilidade de equivocos
diagndsticos, sobretudo em manifestagdes clinicas que possam ser causadas por espécies
dos dois géneros, como endocardite. MAURIN et al. (1997) confirmaram estes achados por

técnica de microimunofluorescéncia e Western Blot.

As diferencas genotipicas e fenotipicas observadas entre espécies de B.
henselae e sua possivel variedade antigénica podem justificar os resultados sorolégicos

inconsistentes no diagnéstico de doengas como a DAG.

Para LA SCOLA & RAOULT (1999), a sorologia ndo serve para diagndstico de
AB, ja que seus pacientes foram na grande maioria soronegativos e tiveram o diagndstico
confirmado em 100% deles pela detec¢do génica por PCR. Os autores associam tal fato a

imunodeficiéncia dos pacientes.
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2.3.4. Deteccao génica por técnicas de biologia molecular

Os métodos de detec¢do e avaliagdo génica por biologia molecular t€ém a
finalidade ndo s6 de auxiliar no diagndstico diferencial do espectro das doencas
relacionadas as bactérias pertencentes ao género Bartonella, mas também de auxiliar nos
estudos epidemioldgicos das espécies e das cepas deste género ou na sua genotipagem. A
identificac@o delas baseia-se na caracteriza¢do molecular do isolado ou de material suspeito
de infeccdo. Estes materiais podem ser coletados por bidpsia ou aspirado de linfonodos de
pacientes com suspeita de DAG, bactérias que crescem de hemoculturas de pacientes com
endocardite ou febre recorrente, amostras de tecidos como linfonodo, figado, bago, cérebro,
pulmao, coracdo, rim e pele de humanos, felinos ou outros animais, ou cultura de bactérias

armazenadas em laboratorio.

O DNA a ser avaliado pode ser extraido de fragmentos fixados em formol,

embebidos em parafina ou de bidpsias congeladas.

Estes estudos podem utilizar técnicas de PCR associada ou ndo as técnicas de
andlise do perfil de restricdo enzimdtica (RFLP), a avaliagdo do perfil de segmentos

repetitivos amplificados (REP e ERIC) ou a hibridizacdo com sondas especificas.

Podem ainda ser analisados comparativamente a outros métodos de tipagem,

como eletroforese em campo pulsatil (PFGE).

Os produtos da PCR também podem ser seqiienciados para confirmar que o

fragmento amplificado € o esperado, atestando assim a especificidade do mesmo.

Alguns genes das bactérias deste género foram clonados e seqiienciados para
servir de base no delineamento de primers género - e espécie - especificos para a

identificac@o das bactérias (ZANUTTO, 2000).

A regido intergénica 16S-23S rRNA, por sua maior extensio no género
Bartonella, quando comparado a outros géneros, foi utilizada por JENSEN et al. (2000) para a
amplificacdo de espécies de relevancia médica. Esta regido mostrou-se um alvo apropriado

porque contém regides com seqiiéncias divergentes o suficiente para a diferenciacdo das
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espécies e das regides com homologia que permite o uso de apenas um par de primers.
Apo6s a amplificacdo, cada espécie pode ser identificada pela diferenca do peso molecular

dos fragmentos obtidos.

Os autores correlacionaram o nivel da concentra¢do de unidades formadoras de
coldnias/ml de B. henselae que o método detectava no sangue de felinos experimentalmente
infectados. Cem por cento das amostras sangiiineas dos felinos com bacteremia entre 50-
100 unidades formadoras de colonias/ml tiveram detectadas a seqii€ncia alvo da B.

henselae e 75% daquelas entre 10-20 unidades formadoras de colonias/ml.

SCHWARTZMAN (1996) ressalta em seu editorial a existéncia de casos
soronegativos porém com confirmacao da infec¢ao por espécies de Bartonella por técnicas

de detecgdo génica.

Estudo brasileiro desenvolvido por ZANUTTO (2000) demonstrou que diferentes
protocolos de PCR (HSP, FTSZ e BH) aplicados a amostras sangiiineas apresentaram baixa
sensibilidade em identificar animais bacterémicos. O BH-PCR foi o protocolo de
sensibilidade maior entre eles. Porém, as amostras de bactérias isoladas dos animais

estudados puderam ser identificadas por esses protocolos de PCR.

2.3.5. Microscopia

Além dos achados histopatoldgicos mencionados na descricdo dos diagndsticos
da verruga peruana, DAG e AB, respectivamente nos itens 2.1.1.4., 2.1.3.4., 2.1.4.4., cabe
ressaltar que as técnicas de imunofluorescéncia e imuno-histoquimica possibilitam a

diferenciacdo entre as espécies de Bartonella (DRANCOURT et al., 1995; ANDERSON &
NEUMAN, 1997).

A microscopia eletronica de transmissdo poderd ser eventualmente utilizada na

confirmacdo diagndstica e seus achados foram descritos no item 2.2.3..
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2.4. TRATAMENTO E PREVENCAO

Embora tratamentos das diferentes bartoneloses tenham sido comentados

durante o texto, algumas observagdes gerais justificam este item.

O tratamento € mais efetivo para os imunodeficientes do que para os

imunocompetentes (SPACH & KOEHLER, 1998).

Poucos sdo os estudos sobre o tratamento das bartoneloses. Os antibidticos
sugeridos sdo aqueles consagrados pela experiéncia clinica. Tanto para a fase febril da DC,
a febre de Oroya, como para a FT, os antibi6ticos recomendados como primeira escolha sdao

tetraciclina e cloranfenicol (BASS, VINCENT, PERSON, 1997a).

Para a verruga peruana e casos tipicos da DAG, o uso de antibidticos €
questiondvel ainda que o estudo randomizado e duplo-cego conduzido por BASS et al. (1998)
tenha demonstrado beneficios clinicos obtidos com o uso de azitromicina em pacientes com

DAG tipica.

Eritromicina e doxiciclina sdo as drogas mais utilizadas no tratamento da AB. A
associacdo com rifampicina ou gentamicina pode ser favoravel, sobretudo nos pacientes
imunodeficientes e/ou com infec¢des graves como osteomielites, endocardites e peliose
hepatica severa. Estes pacientes deverao receber inicialmente medicacdo via IV. O tempo
de tratamento deverd ser de trés a quatro meses para pacientes imunodeficientes, sendo

observado que esquemas curtos favorecem recidivas (KOEHLER, 1995).

Como para os demais quadros de bacteremia febril causados por bartonelas,
WELCH et al. (1992) descreveram um paciente imunocompetente com esta clinica causada

pela B. henselae que respondeu ao uso de cloranfenicol.

MAURIN & RAOULT (1996) comentaram que o tempo de tratamento deve ser
mais importante que a escolha do antibidtico. Todos os pacientes HIV-positivos com
infeccdo por Bartonella sp. deveriam ser tratados com antibidticos, segundo KOEHLER
(1995).

Para SPACH & KOEHLER (1998), pacientes imunodeficientes com AB
exclusivamente cutdnea deveriam ser tratados por pelo menos dois meses e pacientes com
osteomielites ou peliose bacilar deveriam receber antibidticos por, pelo menos, quatro
meses. Em havendo recorréncia, os pacientes HIV positivos deverdo ser tratados

continuamente com eritromicina ou doxiciclina.
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Para HENSEL & SLATER (1995), na infec¢do por Bartonella spp. nao-
bacilliformis a terapia de escolha foi eritromicina ou doxiciclina por combinar baixo custo,

facilidade de administracdo e efetividade clinica .

A razdo de resposta tao diferente com o uso de antibidticos diante de casos de
DAG e AB, que melhoram rapidamente apds a administragdo destes fairmacos, permanece

dubia (LOUTIT, 1997).

Discrepancias observadas nos estudos in vivo e in vitro poderao ser explicadas

em parte pelo encontro também intracelular destas bactérias (MAURIN & RAOULT, 1996;
SCHUTZE, 2000).

MAURIN & RAOULT (1996) propuseram esquema antibidtico para as infecg¢des

por Bartonella spp., conforme apresentado na tabela abaixo:

Tabela 2: Esquema antibidtico proposto para as doencas causadas pelas espécies de

Bartonella (adaptado de MAURIN & RAOULT, 1996).

Doenca Duracio
Adultos Criancas (sem)
FT gentamicina 2 mg/kg bid i.m., gentamicina, 2 mg/kg bid i.m. 2
ou doxiciclina, 200 mg od p.o., eritromicina, 25 mg/kg tid p.o. 4
AB,LC gentamicina, 2 mg/kg bid i.m., gentamicin, 2 mg/kg bid i.m. 2
e eritromicina, 500 mg qid p.o., eritromicina, 25 mg/kg tid p.o. 4
ou doxiciclina, 200 mg od p.o.
BAC, END
gentamicin, 2mg/kg bid gentamicina, 2 mg/kg bid 2
e ceftriaxona, 2 g od i.v. ceftriaxona, 200 mg/kg od i.v. 4
ou doxiciclina, 200 mg od p.o. 4°

FT, febre das trincheiras; AB, angiomatose bacilar sem bacteremia; LC, linfoadenopatia cronica ; BAC,

bacteremia; END, endocardite.

od, uma vez/dia; bid, duas vezes/dia; tid, trés vezes/dia; qid, quatro vezes/dia; p.o., per os; i.v., intravenoso;

i.m., intramuscular.

8 semanas nos pacientes soropositivos para o HIV.
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SCHUTZE (2000) sugeriu apenas que a escolha devesse considerar
sulfametoxazol-trimetropim, rifampicina, eritromicina, claritromicina, azitromicina,
doxiciclina, ciprofloxacina e gentamicina e que, apesar da resposta in vitro aos [3-

lactamicos, estes devem ser evitados.

Em gatos, o tratamento daqueles bacterémicos com enrofloxacina e amoxacina
nao diminuiu o nivel de bacteremia, o que foi obtido com o uso de tetraciclina ou
eritromicina. Contudo, a duracdo da mesma nao foi diferente entre os animais tratados ou
nio (REGNERY et al., 1996). O tratamento de oito gatos bacterémicos com doxiciclina,
realizado por GREENE et al. (1996), negativou a bacteremia em metade dos animais, porém,

na outra metade, o nivel de bacteremia ficou mais alto.

O tratamento de infestacdes cutaneas foi importante durante as epidemias, por
exemplo, da FT (MAURIN & SLATER 1996). CHOMEL et al., em 1996, quando comprovaram o
envolvimento da pulga como vetor na transmissdo da B. henselae entre gatos, sugeriram
que o controle da infestacdo dos felinos por este artropode seja importante fator na

prevencao da infeccao ao homem, ainda que seu papel pudesse ser indireto.

O tratamento profildtico para AB com sulfonamidas ou ciprofloxacina ndo
mostrou eficdcia estatistica em proteger pacientes com células CD4 menor que 200 por

mm3 de sangue (MOHLE-BOETANI et al., 1996).

OLSEN (1999) considerou que de 1982 a 1994, a pandemia da Aids fez com que,
de uma entidade desconhecida, ela se tornasse a principal causa de morte entre pessoas de
25 a 44 anos, nos Estados Unidos. Isto refor¢aria a necessidade de aumentar os esforcos na
tentativa de conseguir-se uma vacina para ser incorporada a rotina vacinal dos gatos,

diminuindo, assim, o risco de transmissao da infecc¢ao entre criangas e mesmo adultos.

A prevencdo da infeccdo humana pela B. henselae supostamente poderia ser
obtida pela vacinacdo de gatos domésticos. Contudo, vacinacdo de gatos com bactérias
inativas conferiram protecdo apenas contra a infeccdo por cepas homdélogas as inoculadas
(DEHIO & SANDER 1999). A ndo-existéncia de protec¢do cruzada entre cepas de B. henselae e
entre espécies de Bartonella, sugeriu que o uso de um esquema vacinal para ser efetivo em
conter a disseminacao da infeccdo entre gatos de determinado lugar, estaria na dependéncia

do uso de vacinas com cepas e espécies que ocorrem nos animais daquela regido
(YAMAMOTO et al., 1998).
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2.5. ESPECIES DE INTERESSE ASSOCIADAS AS BARTONELAS

O’CONNOR et al. (1991) referem que “o subgrupo alpha-2 do ramo alpha da
classe Proteobacteria contém uma variedade de espécies que sdo de interesse particular
porque podem existir em intima associagdo com células eucariontes”. Exemplificam esta
interacdo com a relacdo endosimbidtica com plantas leguminosa de Rhizobium sp. e a
relagdo patogé€nica planta-bactéria da Agrobacterium tumefaciens. Também demonstra esta
interacdo com a associa¢do peri ou intracelular da Brucella abortus e B. quintana no curso
da sua infec¢cdo. Outra semelhanca é a via de inoculacdo; a Brucella abortus penetra no
hospedeiro por uma abrasdo. A A. felis supostamente entraria em contato com o organismo
via cutanea, a partir de arranhaduras ou mordeduras. O mesmo € suposto para a B.

henselae.

Como para a B. bacilliformis e para a B. quintana, outra possibilidade de acesso
para a B. henselae, também cutaneo, seria através de um vetor. Outra similaridade entre

algumas espécies deste subgrupo é a capacidade de sobreviver no solo ou em plantas.

A Brucella abortus pode manter-se vidvel por varios meses no solo e, quando

infecta um mamifero, caracteriza-se por invadir macréfagos e histidcitos.

Interessante, como comentam MAURIN & RAOULT (1996), € a capacidade que a

Agrobacterium tumefaciens tem de induzir tumores angioproliferativos em plantas.

Igualmente interessante é o curso de bacteremia protraida e assintomdtica
demonstrada na infeccio por B. henselae em gatos, reminiscéncia da infec¢dao por brucela
em bovinos, caprinos, suinos e caninos (ABBOTT et al., 1997). Filogeneticamente, as

bartonelas sdo mais préximas da Brucella abortus que da A. felis.

ALEXANDER (1995) faz referéncia a infeccdo por espécie relacionada a
Bartonella spp., a Haemobartonella muris, que em ratos € freqiientemente assintomatica até

que o animal fique imunodeficiente.

Infec¢dao por microorganismos semelhantes a Haemobartonella sp. foi relatada
em seis pacientes com Aids, por DUARTE et al., 1992. Tratam-se de microorganismos

procariontes da familia Anaplasmataceae e que infectam células vermelhas do sangue.
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A maioria das espécies recebe o nome dos animais que infecta, como
Haemobartonella felis em gatos ou Haemobartonella muris em ratos. Nestes pacientes com
Aids foram encontradas estruturas, semelhantes a estas bactérias, em bidpsia teciduais, no
sangue, em amostra de lavado bronco-alveolar e aspirado de medula Gssea, todos a
microscopia eletronica e coloragdes para microscopia Optica, entre elas Giemsa. Eram
visualizados organismos cocdides, de 100-300 nm, em grupos ou isolados. Todos

apresentavam anemia, supostamente causada pelo microorganismo.

A infeccdo, tanto por Haemobartonella sp. como por Eperythrozoon sp., pode

persistir por longos periodos, se ndo por toda a vida do animal, de forma assintomaética.

Ectoparasitas sugadores de sangue s3o importantes como vetores na
transmissao natural desses agentes. O isolamento do microorganismo em meios sem células
ndo € possivel. Os mecanismos de defesa do organismo responsdveis por suprimir a
infeccdo e manté-la latente s@o pouco conhecidos. Caracteristicas morfolégicas observadas
na infeccdo experimental s3o, sobretudo, do sistema reticulo-endotelial, com
esplenomegalia como primeiro sinal de instalagdo rapida. O pico do aumento do bago de
trés-quatro vezes o seu normal acontece aproximadamente com sete dias apds a infecgao,
diminuindo rapidamente. Na infeccdo experimental de camundongos SPF, préximo ao
quinto dia apds a inoculagdo aparece macico infiltrado de blastos e steam cells onde estao

espalhados macréfagos contendo debris celulares.

Rapidamente, este torna-se difuso, chegando a borrar a morfologia esplénica
normal, que dois dias depois comeca a ser restabelecida. Dez a 14 dias apds, pouca ou
nenhuma evidéncia microscépica de infeccdo se mantém. Aumento do nimero de células
de Kupffer no figado é precocemente notada na infec¢io, mas, depois da segunda semana
de infeccdo, sua concentracdo ja normalizou. Degeneracdo hepatocelular e necrose
multifocal ja foram mencionadas na infeccdo aguda com Eperythrozoon coccoides e
Haemobartonella muris. A ativagdo de infeccao latente pode se dar por esplenectomia
cirtirgica ou medicamentosa cursando com anemia grave, muitas vezes fatal. Radiacdo
também pode ativar infec¢do latente. Testes sistemdticos dos animais de um biotério sdo
necessdrios para efetivo controle desta infec¢do. Deteccdo em esfregacos de amostras de

sangue periférico pode ser usada, porém, esplenectomia cirirgica € o ativador mais
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consistente e potente desta infeccdo podendo ser observada parasitemia maci¢a 2-4 dias
ap6s em camundongos e regride rapidamente a niveis indetectdveis. Os esfregacos podem
ser corados com Giemsa. Imunofluorescéncia indireta também pode ser usada na deteccdo
da infeccdo. Estas espécies, por esses motivos, podem causar grande dificuldade durante a
realizacdo de experimentos com animais com infec¢cao assintomadtica. Para alguns autores, a
forma de infec¢do assintomatica é considerada expressdo imunoldgica atual a uma forma
aguda que foi suprimida pela atividade esplénica. O estado de portador pode durar por toda
a vida. Resisténcia genética ja foi demonstrada na infec¢io de linhagens de camundongos

isogénicos (BAKER, CASSEL, LINDSEY, 1971; HILDEBRANDT & FOSTER, 1982).

2.6. ESTUDOS EXPERIMENTAIS RELACIONADOS

No inicio do século passado, um paciente internado num hospicio da cidade de
Lima, capital do Peru, ndo foi capaz de reproduzir a febre de Oroya, como aconteceu com
Daniel Carrién, mas macacos inoculados com o mesmo material apresentaram lesdes
angiomatosas, segundo mencionaram GARCIA-CACERES & GARCIA (1991). Na mesma
revisdo, houve relato da reproducdo das duas fases da DC em macacos inoculados com
bactérias cultivadas de paciente. Usando estas mesmas bactérias, outros autores nao
puderam reproduzir nenhuma das fases. Portanto, pouco se sabe sobre a patogénese da

infeccdo. Contribuem para isso as dificuldades de cultivo da B. bacilliformis.

Usando ratos Sprague-Dawley com discos esponjosos implantados no
subcutaneo, GARCIA et al., em 1990, demonstraram a atividade angiogénica de um extrato de
bartonelas que obtiveram a partir de colonias de B. bacilliformis, do ATCC. O mesmo foi
injetado trés dias apds a implantagcdo dos discos esponjosos e avaliac@o histoldgica, quatro
dias depois, mostrou um aumento no grau de penetracdo do tecido de granulac@o na esponja

comparando com controles nio-inoculados.

Em 1992, o mesmo grupo estimulou a proliferacdo celular em culturas de
células endoteliais de veia umbilical humana. Este estimulo foi proporcional a concentragao

protéica do extrato bacteriano colocado nestas culturas. Eles demonstraram também a
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especificidade deste fator (ou fatores) para células endoteliais. Caracterizaram-no como
sensivel ao aquecimento, porém nao-dialisdvel. Pelo contrdrio, houve um aumento
significativo da atividade apds a didlise, sugerindo que este extrato possa conter fator (ou
fatores) de menor peso molecular que inibiria o crescimento ou interferiria com aquele
promotor do crescimento (GARCIA et al., 1992). Assim, ficou experimentalmente
demonstrado in vivo e in vitro que a B. bacilliformis estimula a proliferacdo de células

endoteliais.

Em 1992, MERNAUGH & IHLER descreveram um fator deformante de eritrocitos,

sintetizados por essas bartonelas.

MITCHELL & MINNICK (1995) determinaram locus de dois genes da B.

bacilliformis associados a habilidade de invadir eritrcitos humanos, ja descrita por

BENSON et al. (1986).

Nenhum dos animais freqiientemente usados em laboratério € suscetivel a
infeccdo pela B. gquintana (BASS, VINCENT, PERSON; 1997a). Assim, como estudos em
animais para induzir a FT foram infrutiferos, a maioria dos estudos foram levados a efeito

em voluntarios humanos (MAURIN & RAOULT, 1996).

YU & RAOULT (1994) desenvolveram anticorpos monoclonais para A. felis a

partir de inoculagdo em camundongos BALB/c.

MOLARET, REILLY, BASTIN (1951) tentaram reproduzir a DAG em 15 espécies
diferentes de animais, porém, s6 obtiveram sucesso em Macacus rhesus pela inoculagdo via

intradérmica (ID) de extrato de linfonodos de pacientes infectados.

ENGLISH et al. (1988) utilizando linfonodos de dez pacientes com critérios para
DAG tipica, cultivaram bactérias gram-negativas que foram chamadas de “bacilo da doenca
da arranhadura do gato”. De colonias de bactérias obtida de um desses pacientes, foi
produzido anti-soro em coelho branco da Nova Zelandia. Com este anti-soro, a técnica de
imunoperoxidase reagiu contra as bactérias isoladas dos dez pacientes. Reagiu também
contra tecido humano, inclusive linfonodos, conjuntiva e pele de outros pacientes com
diagnostico de DAG. Com a inten¢do de reproduzir a DAG, diversos animais foram

inoculados, com descri¢do aneddtica, como se segue:
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Doze camundongos BALB/c foram inoculados, via intraperitoneal (IP) ou IV,
com 10® bactérias. Um de cada grupo foi sacrificado nos dias um, dois, trés, sete, 14 e 21

apos a inoculacao.

Cinco ratos obtidos do cruzamento de Wistar e Sprague-Dawley foram

inoculados, via “intracutinea”, com 10° bactérias e sacrificados 22 dias apods a inoculacao.

Um guinea pig Hartley foi inoculado, via subcutianea (SC), em diferentes
pontos, com um total de 10°  bactérias. Um segundo recebeu a inje¢do de mesma
quantidade de bactérias via IP. Dois e nove dias apds, uma bidpsia de um dos sitios de

inoculagdo foi realizada e ambos sacrificados com 30 dias apds a inoculagao.

Uma ninhada de hamsters siberianos dourados com menos de 24 horas de vida,
foi inoculada com 2x107 bactérias intracranialmente. Um animal foi sacrificado 12,24, 36 ¢

48 horas depois e com 15 e 31 dias apds a inoculagdo.

Um tatu (Dasypus novencintus) foi inoculado com 10° bactérias, distribuidas
“em dois pontos de aplicagcdo intracutanea e dois subcutanea”. Outro recebeu a mesma
quantidade de bactérias, via IV. Com sete e 14 dias, uma bidpsia foi feita de um dos pontos

de inoculacao via SC.

Figados e bagcos dos camundongos e dos guinea pigs foram processados para
exame histolégico. O mesmo se fez com os linfonodos dos ratos, cérebros dos hamsters e
pele da bidpsia realizada com sete dias de inoculacdo do tatu. Cultura tecidual igualmente

foi processada, como para o isolamento dos agentes.

Nenhum dos animais, exceto o tatu, desenvolveu lesdes de DAG embora
“bacilos e formas pleomorficas delicadas tenham sido cultivadas destes animais com até 15

e 60 dias (bacilos e formas pleomorficas, respectivamente) apos a inoculacdo”.

A bactéria foi endocitada por macréfagos dos espacos subdural e sub-aracnéide

dos hamsters e espagos linfaticos da pele dos guinea pigs.

Bactéria idéntica a inoculada foi cultivada do cérebro dos hamsters um, dois,
trés e 15 dias apds a inoculacdo e, um dia apds a inoculagdo, do figado e bago dos

camundongos.
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Formas pleomorficas delicadas foram cultivadas dos cérebros dos hamsters 31
e 60 dias apds a inoculacdo do figado e do bago de camundongos nos dias um, dois, trés ,15
e 22. No dia 22 estas formas foram cultivadas dos linfonodos de ratos e no dia 30 nos dos

guinea pigs.

O tatu inoculado via “intra e subcutinea”, como referem os autores,

desenvolveram ndédulos cutianeos.

A epiderme estava poupada, mas feixes de fibras coldgenas na ‘“‘subcutis”
estavam destruidos. Neutr6filos, macréfagos e eosindfilos ocasionais invadiam estes feixes

necroticos.

Alguns nédulos subcutaneos foram cultivados e houve crescimento de bactérias

morfoldgica e bioquimicamente idénticas as inoculadas.
Os autores concluiram com este estudo terem cumprido os postulados de Koch.

Posteriormente, uma cepa dessas bactérias isoladas dos pacientes foi enviada ao
CDC e, junto com outras trés ali isoladas, foram identificadas como uma nova espécie, a A.

felis (BRENNER et al., 1991).

Considerando que as manifestacdes da infeccdo pela B. henselae sdo mais
expressivas em pacientes com a imunidade celular deficiente, RODRIGUEZ-BARRADAS et al.
(1995) estudaram o envolvimento da resposta humoral contra a infec¢do por esta bactéria.
Concluiram que a presenga de anticorpos especificos ndo aumentava a atividade bactericida
do soro ou a ativacdo do complemento. A fagocitose e a subseqiiente produgdo de radicais
de oxigénio na presenca de bactérias previamente opsonizadas com soro imune eram,

porém, significativamente facilitadas.

Observaram também que o soro humano nao-imune, tinha efeito bactericida

sobre a B. henselae e que isto era mediado por complemento.

FUMAROLA, GIULIANI, PECE (1996) mencionam uma baixa atividade biolégica
da B. henselae, quando comparada com a Escherichi coli, demonstradas pela reduzida
capacidade de estimulagdo de macréfagos humanos e produgdo de citocinas como fator de

necrose tumoral e interleucina 1-alfa por células endoteliais.
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Outros estudos de modelos animais realizados com riquétsias foram
pesquisados dada a escassez de trabalhos com bartonelas publicados, quer com resultados

positivos, quer negativos.

A febre maculosa das Montanhas Rochosas, causada pela Rickettsia rickettsii,
tem, no homem, seu quadro clinico bem estabelecido. Ele € tido como conseqiiéncia do
tropismo endotelial destes agentes. MOE et al. (1976) inocularam 10" R. rickettsii, via IP, em
guinea-pigs e avaliaram manifestacoes clinicas, microbioldgicas, soroldgicas, histolégicas e
taxa de mortalidade em parte dos animais inoculados. Entre suas conclusdes, referiram que
a vasculite encontrada possa ser resultado de um efeito téxico das riquétsias e nao
necessariamente dependente da presenca das mesmas nas células do hospedeiro. No ano
seguinte, outros autores, inoculando 10* unidades formadoras de colonias, pela mesma via e
em animais da mesma espécie, observaram que quatro a seis dias apds a inoculagdo os
animais passavam a apresentar febre e, poucos dias depois, em geral trés, manifestacoes
cutaneas da agressdo vascular eram observadas no escroto destes animais. Avaliagdao
histolégica, imunoldgica e ultra-estrutural pode ser realizada. Na discussdo do estudo, os
autores fazem relacdo entre seus achados e possiveis correlagdes fisiopatoldgicas com a

doenca humana (WALKER et al., 1977).

Em 1993, FENG, WEN, WALKER utilizaram camundongos BALB/c, machos, de
6 a 8 semanas de vida, para inocular 10° ou 2x10° unidades formadoras de col6nias de
Rickettssia australis, o agente causador do tifo. Um grupo nado inoculado serviu de controle.
Nos dias trés, cinco e sete apds a inoculagdo, camundongos de cada grupo eram
exsangiiinados, caso morte ndo houvesse acontecido. Igualmente foram realizados exames
histolégico, imunoldgico e ultra-estrutural, além de avaliacdo de interleucinas, interferon
gama e fator de necrose tumoral. Trés dias apds a inoculagdo, os animais apresentavam
doenca moderada que se intensificou nos dias seguintes, levando a morte todos os
camundongos inoculados com a maior concentracdo de riquétsias e nao sacrificados até o
sexto dia. Os autores referiram ser este o primeiro estudo deste grupo de doencgas com
documentacio do comprometimento endotelial disseminado em modelo com camundongos,
oferecendo vdrias oportunidades para a investigacdo dos mecanismos patogénicos desta

infeccao e imunidade desta bactéria intracelular.
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Do mesmo grupo € o trabalho sobre a infec¢do de camundongos C3H/HeN pela
Rickettssia coronii, outra riquétsia do complexo de bactérias intracelulares obrigatdrias
transmitidas ao homem por carrapatos, pulgas, mosquitos e piolhos, que no homem causa
doenca. Este modelo foi considerado o que melhor mimetizava riquetsioses humanas e foi
desenvolvido com a inoculagdo via IV de, aproximadamente, 10° ou 10° unidades

formadoras de coldonias em camundongos machos, de seis a oito semanas de vida.

Os animais inoculados com a menor concentragdao de bactérias mostraram sinais
da infeccdo no quinto dia apds a inoculacdo e tiveram doenca moderada com
desaparecimento dos sinais com dez dias. Nenhum deles morreu. Aqueles inoculados com a
concentragdo maior adoeceram no quarto dia e morreram todos entre o quinto € o sexto
dias. A avaliacdo histoldgica seriada realizada nos dias um, trés e cinco para os inoculados
com a maior concentracdo de bactérias e cinco, 10 e 15 para os inoculados com a menor
concentracdo, possibilitou a observacdo de que a infec¢do por esta riquétsia se estabeleceu
no primeiro dia, as lesdes se desenvolveram no terceiro e marcada redugdo de bactérias se
observou no décimo dia, associado a infiltrado linfo-histiocitario vasocéntrico. Nos
inoculados com a concentragdo maior, no terceiro dia, havia evidéncias do
comprometimento endotelial disseminado. No quinto dia, as lesdes eram qualitativamente
indistinguiveis entre os inoculados com diferentes concentragdes. Outras observacoes

histolégicas foram feitas, bem como avaliacio imunoldgica e ultra-estrutural (WALKER

et al, 1994).

ANDERSON & OSTERMAN (1980) avaliaram a base genética da resisténcia
natural a infec¢do experimental em camundongos pela Rickettssia akari, agente da
riquetsiose pustulosa. Demonstraram existir trés tipos de resposta a inocula¢do IP desta
bactéria em camundongos isogénicos: susceptiveis (C3H/HeJ), intermedidrios (A/Hel, A/J,
A/WySn, BALB/cDub, BALB/cJ e SJL/J) e resistentes (AKR/J, AL/N, BALB/cAnN,
BALB/cNCr1BR, C3H/HeN, C57BL/6J, C57L/J, CBA/J, DBA/2J e SWR/J). Das quatro
linhagens ndo-isogénicas testadas, todas foram resistentes. A avaliacdo de hibridos sugeriu

que a resisténcia estd sob controle multigénico.
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Inoculando uma cepa avirulenta da mesma riquétsia, os camundongos
susceptiveis (C3H/HeJ) foram capazes de produzir resposta imunoldgica que os tornou

resistentes a uma reexposicao com a cepa letal anteriormente testada.

SLATER et al. (1992) fazem menc¢do a estudos preliminares que mostraram que
“certos animais naturalmente ndo produzem anticorpos especificos contra B. henselae e B.
quintana e também toleram inoculagdo via IP de grande quantidade de organismos vidveis
destas espécies, sem morbidade aparente”. No estudo entdo publicado, obtiveram resposta
imunolégica distinta para cada uma dessas espécies utilizando fémeas adultas de
camundongos CD-1. Nele, oito grupos de trés a seis desses camundongos foram
inoculados, via IP, semanalmente, por trés semanas e, sete dias apds a ultima inoculagao,
sacrificados sob anestesia, sendo exsanguinados. Seis grupos receberam cepas de B.
henselae (uma delas cepa padrdao, ATCC 87-66) e dois grupos cepas de B. quintana (uma
sendo a ATCC VR358). O in6culo variou aproximadamente de 10° a 10° unidades
formadoras de coldnias para todas as cepas exceto para a B. quintana isolada clinicamente,
com aproximadamente 10° unidades formadoras de coldnias. Houve estimulagdo antigénica
adequada e especifica independente da propor¢do dos organismos inoculados, que eram
vidveis. Comparacdo entre soro pré e poOs inoculagdo foi realizada por teste
imunoenzimatico, por imunoblot e imunofluorescéncia, apds absor¢cao feita com a outra
espécie que ndo a inoculada. Pelos resultados obtidos, concluiram que grande producgdo de
anticorpos contra antigenos de B. henselae e B. quintana podem ser induzidos pela
inoculagdo de bactérias em camundongos, sendo estes altamente espécie especificos,

havendo reagdo cruzada entre cepas intra-espécie.

Desde 1996, trabalhos experimentais com gatos, conhecido reservatorio da B.

henselae, vém sendo publicados.

Investigando a possibilidade de artrépodes ectoparasitas, que obrigatoriamente
se alimentem de sangue, agirem como vetores da infec¢do pela B. henselae em gatos,
HIGGINS et al., 1996, demonstraram que pulgas de gatos (Ctenocephalides felis) sdo capazes
de ingerir, permitir a replicacdo em seu intestino e excretar bactérias em suas fezes quando
se alimentavam de sangue com concentracdo desta bactéria semelhante a encontrada no

sangue de gatos infectados. Conseguiram tais resultados utilizando “pulgas padrao™ que se
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alimentaram por uma hora de sangue com 10° unidades formadoras de coldnias de B.
henselae. Suas fezes foram avaliadas uma, seis, 24 e 48 horas e seis e nove dias apos.

Exemplares dessas pulgas foram também avaliados com um, dois, seis e nove dias.

Culturas em agar-sangue de coelho foram realizadas dos intestinos e das fezes,
havendo crescimento, freqiientemente observado no quinto dia. A imunofluorescéncia
evidenciou as bartonelas nos intestinos das pulgas. Qualitativamente, houve maior

fluorescéncia no nono dia, sugerindo ter havido replicacdo na luz intestinal.

Dificuldades foram encontradas na amplificacgdo do DNA bacteriano pela
técnica de PCR, possivelmente porque as técnicas empregadas neste estudo tenham sido
descritas para a recuperagdo do agente em sangue ou tecidos, relativamente estéreis se
comparados com o intestino da pulga. Os autores constatam a relacdo simbidtica entre o
artropode e a bactéria, mas comentaram da necessidade de estabelecer-se

experimentalmente a transmissao de B. henselae ao gato mediada pela pulga.

Tal intento foi alcangado por CHOMEL et al. (1996) que demonstraram a
transmissdo da B. henselae pela pulga do gato. Para tanto, observaram por 12 meses 47
gatos de um sé domicilio particular, para determinar a prevaléncia de bacteremia por B.
henselae nestes animais e da presenca desta bactéria nas pulgas que infestavam todos eles,
por exame microbiolégico, imunolégico e avaliagdo por biologia molecular, por meio de
coleta sangiiinea cinco vezes no ano. Destes, 85% tinham mais de um ano, com média de
4,4 anos, e 89% deles estavam bacterémicos pelo menos em uma das coletas sangiiineas.

Todos eram sorologicamente positivos.

Removendo pulgas de gatos naturalmente bacterémicos e transferindo-as para
cinco filhotes de trés a cinco meses de idade, de padriao sanitdrio SPF, mantidos numa
unidade isoladora sem artrépodes, sendo estes examinados clinicamente e com coleta de
sangue uma vez por semana para cultura, sorologia e hemograma completo. Em trés deles,
a quantidade de pulgas foi padronizada em 15 por gato, sendo congelado a -70° C outro
pool de pulgas para pesquisa do DNA da bactéria por técnica de PCR. Bacteremia foi
detectada duas semanas ap0s a infestagdo experimental em quatro deles e em um com seis
semanas. Anticorpos foram detectdveis por imunofluorescéncia quatro a cinco semanas

apos a exposi¢do as pulgas. Dois destes tiveram culturas negativas apds 11 a 12 semanas de
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bacteremia, porém um deles apresentou trés reincidéncias de culturas positivas no periodo
de um ano. Nos restantes, a bacteremia foi persistente e também elevados titulos de

anticorpos. Nenhum dos gatos apresentou anormalidades clinicas ou do hemograma.

Cinco outros filhotes foram infectados experimentalmente, via ID, com
aproximadamente 10° unidades formadoras de colonias e tornaram-se bacterémicos (10
unidades formadoras de colonias/ml de sangue) apOs duas semanas da inoculagdo. Eles
mantiveram-se bacterémicos por pelo menos 15 semanas. Nenhum apresentou sinais da
infeccdo ou alteracdo laboratorial. Dois novos filhotes, todos SPF, sem infeccao, foram
mantidos juntos com os primeiros por 21 semanas, em ambiente sem artrépodes. Nao
houve transmissao direta da B. henselae entre os gatos, apesar das brincadeiras, dos

arranhOes e das mordidas do convivio.

O DNA da B. henselae foi identificado por amplificacdo usando primers
16SrRNA p24E e p12B, que sdo especificos para espécies de bartonelas. Ele foi detectado
em 39% das pulgas com variacido sazonal, chegando a 80% daquelas retiradas dos gatos

bacterémicos dos quais foram removidos os vetores na primeira parte do experimento.

Os autores concluiram que, embora a transmissdo pela pulga parecesse ser
eficiente entre gatos, ndo existia confirmacao epidemioldgica que sustentasse a transmissao
ao homem por esta via. A pulga potencialmente teria papel indireto, porém substancial na
doenca humana, por amplificar o tamanho do reservatorio. Satisfazendo com o estudo os
critérios entomoldgicos para considerar a pulga um vetor da B. henselae, o controle da
infestacdo dos felinos por este artrépode pode ser um importante fator na prevenciao da

infec¢do ao homem.

UENO et al., também em 1996, mostraram que a co-infec¢do de B. henselae e o
virus da imunodeficiéncia felina (FIV) parece estar associada a linfoadenopatia e gengivite
em gatos. Para tanto, informacao sobre sintomas clinicos de 170 gatos foi obtida de clinicas
veterindrias e deles obtidas amostras de soro. Foram entdo realizadas sorologias para B.
henselae, FIV e para o virus da leucemia felina (FeLV). A avaliacdo estatistica sugeriu que
nenhum dos virus influencia na prevaléncia da infeccdo pela B. henselae em gatos.

Nenhuma outra associacao clinica estatisticamente significante foi feita.
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REGNERY et al. (1996) para elucidar a cinética da bacteremia por B. henselae
induzida experimentalmente em gatos e a resposta na producdo de IgG contra esta bactéria,
selecionaram seis gatas SPF, soronegativas para Bartonella spp., inoculando
aproximadamente 10’ unidades formadoras de colonias de B. henselae (Houston-1), via ID

e subcutanea em duas delas. Outras duas foram inoculadas com B. quintana (OK-90268).

Nas demais, foi injetado meio BHI (brain and heart infusion). Amostras
sangiifneas foram coletadas com intervalo de dois a trés dias no primeiro més e, a partir dai,
com intervalo minimo de 15 dias. As gatas inoculadas com B. henselae desenvolveram

bacteremia com uma semana e esta persistiu por dois meses, com remissao espontinea.

Anticorpos da classe 1gG foram detectados poucos dias apds a instalacdo da
bacteremia por B. henselae e se mantiveram em niveis detectdveis por mais de seis meses.
As gatas inoculadas com B. quintana nao fizeram bacteremia, porém, foi observada
soroconversao que se manteve durante toda a observacdo. Nas gatas infectadas com B.

henselae houve reacdo cruzada com anticorpos contra B. quintana.

Os animais controles, mantidos no mesmo ambiente, ndo apresentaram sinais
clinicos de infec¢do, bacteremia ou soroconversdao. Apds nove meses da resolugcdo
espontanea inicial da bacteremia naquelas inoculadas previamente com a B. henselae, todas
as seis gatas foram tratadas, por duas semanas, com tetraciclina, empiricamente, para
eliminar possivel infeccdo indetectdvel residual. Um més apds este tratamento, oS seis
animais foram reinoculados da mesma forma e com a mesma concentragdo de B. henselae.
As gatas que ja haviam sido inoculadas com esta bactéria ndo apresentaram bacteremia e as
outras quatro tiveram quadro em duragdo e titulos semelhantes as primeiramente inoculadas

com a referida bartonela.

Para avaliar a eficdcia antibidtica em reduzir ou eliminar a bacteremia em gatos,
25 animais, machos, de 8 meses de idade aproximadamente, SPF, foram inoculados com a
metade da concentragdo anterior, via SC e foram seguidos quanto ao desenvolvimento de
bacteremia. Grupos de cinco animais foram tratados entre os dias 14 e 27 com os
eritromicina, tetraciclina, enrofloxacina e amoxacilina, nas doses usuais de uso veterinario.

Um grupo permaneceu de controle ndo-tratado. A bacteremia € a soroconversao prévia ao
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tratamento desenvolveram-se como para as gatas do primeiro experimento. Para os gatos
tratados com enrofloxacina e amoxacilina a resposta bacterémica e imunoldgica manteve-se
indistinguivel dos controles nao-tratados. Os tratados com eritromicina € tetraciclina
tiveram efeitos significantes estatisticamente entre os dias 34 e 55, porém, diferenca no

tempo de desaparecimento da bacteremia nao foi estatisticamente significante.

Estudo sobre a acdo antibidtica foi também realizado por GREENE et al. (1996).
Eles inocularam oito gatos com aproximadamente 10° unidades formadoras de colonias de
B. henselae (Houston-1), sendo metade do volume inoculado via ID e a outra metade, SC.
Estas bactérias haviam sido recuperadas do paciente inicial e mantidas a -70°C, sendo
descongeladas naturalmente até a temperatura ambiente antes de ser semeadas. Obtiveram
bacteremia em todos os gatos j& com uma semana e eles mantiveram-se bacterémicos até
receberem tratamento com doxiciclina por uma semana. Sete dos oito gatos tiveram
suprimidas sua bacteremia no final da semana de tratamento. Quatro destes assim se
mantiveram durante o més seguinte ao do tratamento. Os trés animais restantes e aquele
que ndo deixou de ser bacterémico aumentaram seu nivel de bacteremia. Estes quatro foram
entdo tratados com amoxacilina. Destes, trés ficaram sem bacteremia por cinco semanas

apols o tratamento.

O quarto deles teve diminuido o nivel de bacteremia depois deste tratamento,
porém havia recebido a metade da dose que os outros trés, inadvertidamente.  Foi-lhe
administrada enrofloxacina e, como manteve bacteremia, com a associa¢do clavulanato-
amoxacilina, tornando-se abacterémico por quatro semanas. Todos foram reexpostos a uma
secunda inoculagdo da mesma bactéria, porém ndo se tornaram bacterémicos, sugerindo
que a imunoprofilaxia em gatos pode ser benéfica em ajudar a reduzir seu risco em saude

publica.

ABBOTT et al. (1997) avaliaram a infec¢do experimental e natural por B. henselae
em gatos domésticos. Para tanto, acompanharam uma gata de laboratério, de 14 meses,
naturalmente infectada pela bactéria, seguida por 24 meses com sorologias por
imunofluorescéncia indireta e culturas, semanais ou quinzenais, por técnica de lise e
centrifugacdo. Para observar a transmissdo horizontal, um gato adulto, SPF, ndo-infectado

foi colocado com a primeira por seis meses. Inicialmente, a gata era bacterémica e possuia
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altos titulos de anticorpos. O nivel de bacteremia gradualmente declinou até cinco meses
depois, quando se tornou negativa. Apds dois meses, novamente pode-se detectar
bacteremia. Ciclicamente, havia negativacdo e positividade da bacteremia com intervalos
de aproximadamente dois meses. Os titulos soroldgicos mantiveram-se constantes pelos 24
meses. O gato ndo se tornou bacterémico e ndo soroconverteu, apesar de, inclusive, terem

cruzado.

Para a inoculagdo experimental foram usados 16 gatos SPF e cinco felinos
adultos de laboratério infectados com o FIV. Todos eram livres de infeccdo pela B.
henselae. Suas idades variavam de dois a 18 meses e foram mantidos todos em condicdes
livre de artrépodes. Exame clinico, hemocultura, sorologia e hemograma completo
seguiram o protocolo anterior e linfécitos CD4 e CD8 foram incluidos. Os animais foram
inoculados com a cepa isolada da gata naturalmente infectada, identificada por andlise
molecular. A quantidade inoculada, nimero de gatos e os resultados sd@o mais facilmente

observados na tabela:

Tabela 3: Inoculacdo experimental em gatos domésticos com Bartonella henselae

(adaptada de ABBOTT et al., 1997)

Vias de inoculag@o Quantidade (UFC") Nuimero de animais Bacteremia Soroconversao
v’ 5x 10" 5% 1/5 1/5
v 5x 10" 5 1/5 1/5
1AY 5x 10" 3 0/3 0/3
v 2x 10° 3 0/3 3/3
ID* 8 x 107 3 3/3 3/3
ID 1x 10 5 5/5 5/5

* unidades formadoras de coldnias; *animais infectados com virus da deficiéncia felina, sem manifestacdes

P . # . , .
clinicas; ” intravenoso; " intradérmico

Apenas dois dos 16 gatos inoculados via IV tornaram-se bacterémicos, com
positividade entre nove e 13 dias, mantendo-se assim por aproximadamente trés meses. Nos
seis meses seguintes, mantiveram-se com hemocultura negativas. Os anticorpos apareceram
seis semanas apods a inoculagdo nestes gatos, atingindo os maiores titulos com trés meses,
declinando gradualmente em trés a quatro meses a titulos estdveis de 1:256 — 1:512.
Somente outros trés filhotes, inoculados com concentragdo maior de bactérias, também

soroconverteram, embora ndo tenham feito bacteremia.
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Todos os inoculados via ID tornaram-se bacterémicos, os que receberam a
quantidade maior com nove dias e os demais entre 12 e 28 dias. Seis deles mantiveram-se
assim de sete a 20 semanas e dois por tempo maior que as 20 semanas que duraram o
estudo. Todos soroconverteram apds a inoculacdo via ID, a maioria deles coincidindo com
a instalagdo da bacteremia. Os titulos estabilizaram-se, como nos inoculados via IV, ainda

que seis tenham negativado a cultura.

Os cinco filhotes inoculados com 10° unidades formadoras de colonias foram
mantidos co-habitando com dois filhotes SPF de mesma idade para avaliacdo de
transmissdo horizontal. Para avaliar possivel transmissdo vertical, quatro gatas com
aproximadamente duas semanas de gestacdo foram inoculadas com aproximadamente 10’

unidades formadoras de coldnias da bartonela.

Nenhum dos dois filhotes usados como controle negativo tornou-se bacterémico
ou soropositivo. As gatas gestantes tornaram-se bacterémicas duas semanas apds a
inoculacdo, mantendo-se assim por pelo menos trés meses. Duas soroconverteram duas
semanas apos a inoculagdo e as outras com quatro semanas. Por ocasido dos partos, os
titulos variavam entre 1:512 e 1:1024. Dos 22 filhotes nascidos das quatro gatas, quatro nio
sobreviveram. Dos restantes, nenhum tornou-se bacterémico e apenas quatro, filhos da
mesma gata, soroconverteram. Com 40 dias de vida, ja estavam soronegativos e assim se

mantiveram no més subseqiiente.

Dois dos gatos inoculados com B. henselae, via 1D, e que j4 se mantinham sem
bacteremia hd 14 e 18 semanas, foram reinoculados, agora com aproximadamente 108
unidades formadoras de colonias. Ambos tinham titulos de 1:256-1:512 quando da

reexposicao.

Estes animais ndo se tornaram bacterémicos nesta segunda vez, durante sete
semanas. O nivel de anticorpos elevou-se até 1:1024, duas semanas apds, em um dos gatos,

mantendo-se estavel no segundo.

Durante todo o estudo, todos os gatos mantiveram-se saudaveis.
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Os autores concluiram que a bacteremia pode ser ciclica e com flutuacao em
seus niveis. Também, que a via ID é mais efetiva em induzir bacteremia. Comentam que
este resultado pode dever-se a pequena dose do indculo utilizada e consideram que a
vacinacdo poderia ser ttil em prevenir a infeccdo em gatos e limitar exposicdo humana,
mas o desenvolvimento da vacina seria dificil j4 que a imunidade para a infec¢do parece

desenvolver-se vagarosamente € uma pequena porcentagem de gatos infectados sdo

portadores assintométicos por muito tempo, apesar da presenga de anticorpos.

Em 1997, GUPTILL et al. publicaram trabalho cujo propdsito era descrever sinais
clinicos, resposta imune e avaliacdo histopatolégica de gatos SPF experimentalmente
inoculados com B. henselae. Utilizaram 18 gatos machos, de 12 semanas de idade, com
teste negativo para anticorpos IgM e IgG para B. henselae e B. quintana e cujas maes
também eram soronegativas. Eles ndo apresentavam anticorpos contra o FIV e o FeLV.

Foram mantidos em caixas individualizadas em ambiente com isolamento protetor.

Trés semanas antes da inoculacdo, amostras sangiiineas foram coletadas para
cultura, sorologia, hemograma completo e andlise bioquimica. Foi coletada urina, por
cistocentese, para andlise. Eles foram divididos em quatro grupos de quatro e outros dois,
mantidos como sentinelas, deixados para conviver com gatos que apresentassem
bacteremia. Os grupos de um a trés foram inoculados, respectivamente, com 1010, 108 e 10°
unidades formadoras de coldnias de B. henselae, via IV. O quarto grupo foi inoculado com
soro fisiolégico. Avaliagdo clinica deu-se duas vezes por dia, com o examinador
desconhecendo a identifica¢do dos grupos até a 16" semana. Um gato de cada grupo seria
sacrificado e necropsiado com quatro, oito, 16 e 32 semanas apds a inoculagdo. Sangue foi
obtido quatro dias depois da inoculacdo e depois semanalmente no primeiro mes,
quinzenalmente no segundo e mensalmente até serem sacrificados. A urina foi coletada
para cultura com seis, oito, 10, 12 semanas e quando do sacrificio dos animais. Foram
coletados fragmentos para cultura de rotina aerébica de medula 6ssea, bago, figado, rim e
glandula salivar. A bartonela inoculada foi primariamente isolada de um gato de um

paciente com DAG minimamente subcultivada.
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Dos resultados clinicos obtidos, febre transitdria foi observada em alguns gatos,
predominantemente no grupo 2, e letargia, com duas horas da inoculagdo, que durou trés
horas. Todos os gatos do grupo 1, inoculados com a menor concentragcdo, desenvolveram
febre, nos dias 9 e 10, que persistiu por cinco-sete dias e dois no grupo 2, nos dias 13 e 16,
que persistiu dois dias. Um gato do grupo inoculado com a concentra¢do maior (grupo 3),
apresentou febre, no dia 22, que durou quatro dias. Neste gato encontrou-se um abcesso
hepatico, sem outros sinais ou sintomas clinicos, no dia 28, quando foi necropsiado. Um
gato do grupo 1 e um reservado como sentinela foram necropsiados no dia 14, ja que no
primeiro grupo todos os gatos haviam apresentado febre. O gato sentinela restante foi
mantido com o grupo 1 das semanas oito a 32 pos-infec¢do. Enfartamento ganglionar
generalizado foi observado, sobretudo na regido submandibular e poplitea dos 11 gatos

inoculados e vivos apds duas a seis semanas.

Hiperplasia linféide foi constatada no exame citolégico realizado do aspirado

com agulha fina destes linfonodos.

Neutrofilia moderada foi observada dois dias depois da resolucdo do quadro
febril no gato que apresentou o abcesso hepdtico. Outras alteragdes laboratoriais ndo foram

encontradas, com excecao das microbioldgicas.

Todos os gatos inoculados com B. henselae ficaram bacterémicos com duas
semanas, 0 que persistiu até a 16" semana, quando todos os gatos restantes negativaram
suas culturas sangiiineas. Dos bacterémicos, nao houve diferenca consistente na contagem
de colbnias. O gato do grupo 1 sacrificado com duas semanas apresentou cultura positiva
para a bartonela de fragmentos do figado, do baco, do rim e da medula 6ssea. O mesmo
aconteceu com as culturas do figado do gato do grupo 3, sacrificado com quatro semanas.

As urinas foram sempre negativas.

Nao houve variacdo do resultado esperado para gatos SPF na resposta

blastogénica.

Igualmente, a relacdo CD4: CDg foi similar entre os quatro grupos. Células
secretoras de anticorpos Bartonella-especificos foram detectados no baco, na medula-dssea
e nos linfonodos de todos os gatos infectados e ndo nos demais. Sorologia realizada por
teste imunoenziméatico mostrou a presenca de anticorpos da classe IgM e IgG em todos os

gatos infectados e mantiveram-se elevados, inclusive no gato sentinela.

Revisdo Bibliogrdfica

123



Poucas bactérias foram vistas em coloragdes com a prata no bago do gato do
grupo 1 sacrificado com duas semanas. Algumas bartonelas foram identificadas por imuno-
histoquimica no figado e baco deste animal e também no figado do gato do grupo 2
examinado com quatro semanas e no baco daquele do grupo 2 examinado com 32 semanas
ap6s a infeccdo. Nestes casos, a bactéria foi encontrada no tecido extracelular tanto em

pequenos agrupamentos como isoladas.

Alteragdes histopatolégicas foram encontradas apenas nos animais infectados,
sendo atribuidas a B. henselae. Hiperplasia linféide do baco, de moderada a acentuada, com
desenvolvimento dos centros germinativos. No gato do grupo 1 sacrificado com duas
semanas evidente expansdo da zona marginal foi observada. Agregados de neutréfilos
circunscritos formando microabcessos foram observados na polpa vermelha do bago deste
animal. No gato do grupo 2 sacrificado na quarta semana um aumento de neutréfilos no
mesmo local foi constatado. Hiperplasia linféide acentuada caracterizada por um paracértex
aumentado com foliculos secundérios, com centro germinativo, foi observada nos
linfonodos clinicamente acometidos. No gato do grupo 2 sacrificado com oito semanas foi
observado em seu linfonodo dois pequenos granulomas necrotizantes coalescentes com
quantidade moderada de neutréfilos no cértex e na medula dos linfonodos do gato do grupo
1 sacrificado na mesma ocasido. Ainda no primeiro gato sacrificado do grupo 1 foi
encontrado nos sinuséides do figado neutréfilos em nimero aumentado e pequeno foco de
necrose em seu parénquima. No gato do grupo 3 sacrificado com quatro semanas um
abcesso de 5 mm fazia protusdo na cdpsula de seu figado além de pequenos focos de
necrose pelo parénquima. No gato do grupo 1 sacrificado com oito semanas havia dois
pequenos focos de inflamacgdo granulomatosa no figado e no gato do grupo 2 sacrificado
nesta mesma época, um agregado neutrofilico isolado foi observado. Nefrite
piogranulomatosa e miocardite intersticial foi vista no gato do grupo 2 sacrificado com

quatro semanas.

Com estes achados, os autores concluiram que gatos podem ser infectados com

. o . 6 0 -
a inoculacdo via IV de B. henselae na quantidade de 10° a 10" unidades formadoras de
colonias. Eles questionam se as manifestacdes clinicas encontradas como linfonodopatia e

febre com anorexia e letargias passam despercebidas pelos donos de gatos pela fugacidade
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e pela pouca intensidade dos achados. Linfonodomegalia generalizada foi observada em
todos os gatos infectados e os autores fazem associacdo com quadros idiopaticos

semelhantes ja descritos.

O atraso de duas semanas observado na soroconversao do grupo 3 em relacao
aos grupos 1 e 2, pode ter-se dado pela concentragdo menor do agente inoculada. As
bacteremias diminuiam quando aumentavam os niveis de IgG. Considerando a resposta de
células T esperada na blastogénese linfocitica nos gatos infectados, a soroconversdo, a
presenca de células secretoras de anticorpos nos tecidos e a imunofenotipagem linfocitica
também normal nos gatos infectados, os autores concluiram que a B. henselae ndo ¢é
imunossupressiva para gatos. Sugerem também que a B. henselae pode ser seqiiestrada em

locais imunologicamente protegidos nos gatos, talvez o sistema nervoso central.

O gato sentinela que conviveu com os bacterémicos do grupo nao desenvolveu

bacteremia e também ndo apresentou alteragdes histoldgicas.

A localizacdo tecidual exata da B. henselae ndo estd determinada em gatos
infectados experimentalmente. Os poucos microorganismos encontrados pela imuno-
histoquimica eram extracelulares e ndo estavam associados a lesdes inflamatorias, o que
pode representar uma efetiva resposta local do hospedeiro. Isto pode estar ligado ao
encontro esporadico de bactérias extracelulares em abcessos de linfonodos de pacientes
com DAG em imunocompetentes e da particular dificuldade de encontro das bactérias apos

um més de histéria da doencga.

Finalizam sugerindo que este modelo pode ser util para testar a eficidcia de uma
possivel vacina que previna a bacteremia persistente e possibilitou o fornecimento de
informacdes uteis sobre a infec¢cdo por esta bactéria no hospedeiro natural conhecido,

permitindo melhor entendimento dos mecanismos de interacao hospedeiro-bactéria.

GUPTILL et al. (1998) estudaram cinco felinos SPF, fémeas, inoculando-as, via
ID, com 4x10" unidades formadoras de coldnias de B. henselae isolada de um gato de um
paciente com DAG e minimamente subcultivada e apos uma passagem in vivo num gato

SPF. A suspensdo de inoculacdo foi obtida utilizando-se diluicdo por equivaléncia a escala
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de McFarland. No primeiro més apds a inoculagdo, amostras sangiiineas foram coletadas
semanalmente para cultura bacteriana e sorologia e, depois, mensalmente. Foram colocadas
para cruzamento com um gato ndo-inoculado. Semanalmente, as gatas foram avaliadas
quanto a possivel gestacdo com palpacdo abdominal e com ultra-som com duas, trés, e seis

semanas
Uma gata ndo-inoculada foi mantida com um gato para controle.

Em todos os locais de inoculagiao desenvolveram-se eritema, edema e induragdo
com 48 horas e quatro das cinco gatas desenvolveram abcessos nestes locais duas-trés
semanas apds. Neste periodo, desenvolveu-se adenopatia regional palpdvel e que durou
duas-quatro semanas. Dos aspirados dos abcessos cresceram B. henselae. Dois deles
desenvolveram nistagmo horizontal, que persistiu por todo o experimento, € outro dos
animais, tremores de todo o corpo que comegaram 48 horas apds a inoculacdo e duraram
até o sétimo dia. A gata controle ficou gravida cinco semanas apds o inicio do experimento,
com um cruzamento. Das gatas inoculadas com a B. henselae, duas engravidaram com 16
semanas, apOs multiplos cruzamentos. De uma delas nasceram trés filhotes, um com
hidrocefalia, e da outra, seis filhotes nasceram, um deles morto. Uma terceira das cinco
gatas engravidou com seis semanas, apds dois cruzamentos, e foi sacrificada com seus
filhotes na semana final de gesta¢do. Outras duas tiveram diagndstico ultra-sonogréfico, na
segunda semana apds O primeiro cruzamento, €, na terceira semana, a gestacdo nao se
confirmou. Posteriormente, nao houve indicios de gestacdo, apesar de terem sido mantidos

os cruzamentos até a semana 22 pds-inoculagio.

As gatas infectadas nao transmitiram a infeccdo aos gatos com o0s quais

cruzaram.

As duas gatas que ndo mantiveram a gestacdo foram cruzadas durante
bacteremias e também durante periodos de culturas sangiiineas negativas. A transmissao

vertical ndo ocorreu, mesmo durante a amamentag3o.

Em novembro de 1998, foi publicado o estudo de REGNATH et al. (1998). Eles
consideravam as vantagens que os roedores oferecem em estudos imunoldgicos e que a
inexisténcia de um modelo animal apropriado limitava o entendimento da patogénese e

resposta imune da infeccdo pela B. henselae. Inocularam, por isso, camundongos C57BL/6
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e camundongos BALB/c com dez a 12 semanas de vida. Utilizaram B. henselae, ATCC
49882, e, com a intenc¢do de aumentar e manter viruléncia das bactérias, fizeram passagens
in vivo, inoculando-as em camundongos, via IP, numa concentracdo de aproximadamente
107 a 10® unidades formadoras de colénias. Trés dias depois, fizeram remocdo dos bagos e,

homogeneizados, foram injetados em frascos de cultura.

No quinto dia de crescimento, as bactérias foram coletadas e reinoculadas.
ApOs pelo menos quatro passagens, aproximadamente 10® unidades formadoras de coldnias
vidveis foram inoculadas via IP. Grupos de cinco animais foram sacrificados 6 horas apds a
inoculagdo. Diariamente, outros grupos de cinco animais foram sacrificados, do primeiro ao
sexto dia apds a inoculagdo. Depois, com dez, 21, 36, 64 e 94 dias, novos grupos foram
sacrificados. De cada animal foi coletado fragmento de figado, baco, pulmao, rim e cérebro
e semeados. Amostras sangiiineas do dia do sacrificio também foram cultivadas apds lise
por congelamento ou uso de dgua destilada. Nenhum dos camundongos mostrou qualquer
sinal de infeccdo. O clearence de organismos cultivaveis dos tecidos hepaticos e esplénicos
se deu no sexto dia de infec¢do. Do sangue e do cérebro poucos organismos puderam ser
cultivados apenas na sexta hora pds inoculagdo, em trés dos cinco animais. A detec¢cdo
génica por técnica de PCR foi positiva em todos os camundongos examinados até trés
meses apods a infecgcao experimental, o que indica a presencga da bactéria no tecido hepético.
O exame histopatolégico demonstrou presenca de pequenos agregados de linfécitos e
mondcitos no terceiro dia apds a infeccdo e aumentou nos dias seguintes. Na segunda
semana, reacdo granulomatosa era esbocgada, chegando a organizacdo maxima na quarta
semana e reducdo progressiva até que, no terceiro més apos a inoculacao, o tecido hepatico
ndo apresentava nenhuma alteracdo inflamatoéria. Os autores consideraram que o elemento
chave para a obtencdo dos resultados foram as passagens in vivo, prévias ao inicio do

experimento.

Em dezembro do mesmo ano, foi publicado trabalho de VELHO et al. no qual
também utilizaram camundongos BALB/c para a inoculacdo experimental via ID de
quantidade semelhante da mesma cepa de B. henselae. Parte dos camundongos eram
imunocompetentes e outra parte com a imunidade celular deficiente geneticamente. IFI foi

realizada de amostras sangiiineas coletadas nos dias zero, trés, sete, dez, 14, 28, 60 apds a
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inoculagdo e avaliac@o histologica do figado, do bago, do linfonodos, da pele e de outros
orgaos foi feita com 21 e 60 dias. Hemoculturas foram coletadas nos dias dos sacrificios e
semeadas. Todos os animais imunodeficientes apresentaram-se letdrgicos no quarto dia
apo6s a inoculacdo, o que ndo foi observado entre os imunocompetentes. A IFI foi negativa
para todas as amostras coletadas e a hemocultura também. A avalia¢do histoldgica tardia
ndo evidenciou nenhuma alteragdo imputdvel a infec¢do, evidente, transitoriamente, entre

os imunodeficientes.

FOIL et al. (1998) objetivaram determinar em seu estudo se a transmissdo de B.
henselae poderia ocorrer diretamente pela picada da pulga, pela ingestdao de pulgas e fezes
de pulgas ou pela injecdo via ID de fezes de pulga. Para este propdsito, pulgas foram
colocadas em seis gatos SPF, de quatro-sete meses de vida, para sugé-los. Trés destes gatos
foram inoculados, via ID, com aproximadamente 10 unidades formadoras de colonias de B.
henselae 1L.SU16 (isolada de um gato naturalmente infectado) e os trés restantes inoculados
com salina. No décimo dia apds a inoculagdo, os gatos foram infestados com pulgas e
sugados por 4d. As fezes das pulgas foram coletadas no quarto dia. As pulgas dos trés gatos
bacterémicos foram agrupadas, e as fezes do quarto dia destes artropodes também. O
mesmo se fez com as pulgas e suas fezes colocadas nos gatos nao-infectados. No 14° dia
poOs-inoculagdo, os trés gatos infectados estavam bacterémicos e todos haviam mostrado
sinais de infec¢@o. Dos gatos ndo-infectados, um foi inoculado com 1 ml de sangue de cada
gato bacterémico via ID. Vinte novos gatos foram divididos em quatro grupos. Cingiienta
pulgas expostas aos gatos bacterémicos foram colocadas nos gatos de um dos grupos por
seis dias. No segundo grupo de gatos, 45 mg de fezes das pulgas dos gatos bacterémicos
foram suspensas em salina e injetadas, via ID. No terceiro grupo, os gatos ingeriram a
mesma quantidade de fezes de pulgas e mais 50 pulgas expostas a B. henselae. O quarto
grupo recebeu os trés tratamentos. Os cinco gatos do grupo que recebeu fezes via ID foram
os unicos a ficar bacterémicos uma a duas semanas apds a inoculacdo e soroconverterem.
Os autores sugerem que a penetragdo de fezes contaminadas por uma barreira cutanea
comprometida por arranhadura ou outra abrasdo poderia ocorrer e deveria ser considerada

como uma possibilidade de transmissao por um artrépode.
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KORDICK et al. (1999) sugeriram que varias doencas consideradas idiopaticas em
gatos possam ser causadas por espécies de Bartonella, pois inocularam 18 gatos SPF com
sangue de outros gatos infectados com B. henselae tipo I e/ou B. clarridgeiae e
observaram vdrias alteragdes histolégicas em 13 animais sacrificados apds 454 dias da
inoculagdo. Os gatos inoculados ficaram bacterémicos intermitentemente, sem
manifestagdes clinicas da infeccdo, exceto por um deles que apresentou nistagmo,
movimentos focais e rigidez intermitente no dia 252. Estes sinais involuiram
espontaneamente. A sororreatividade observada ndo teve necessariamente correlagdo
temporal com bacteremia provada por cultura. Eosinofilia foi a unica alteracio
hematoldgica constante entre os animais. No estudo microscopico dos animais sacrificados
nao foram encontrados achados especificos, porém hiperplasia folicular reativa foi evidente
nos linfonodos de todos os gatos. Hiperplasia folicular esplénica também foi
freqiientemente encontrada e, no figado, pequeno acimulo mononuclear entre os
hepatécitos ou associado a necrose hepatocelular. Todos os animais sacrificados
apresentaram deteccdo génica por PCR de diferentes tecidos, principalmente hepatico. Nao
houve também aparente diferenca entre os gatos que receberam sangue infectado com B.

henselae daqueles infectados com B. henselae e B. clarridgeiae.

O’REILLY et al. (1999) inocularam nove gatos, de sete a 15 meses de idade, com
B. henselae, cepa LSU16. Posteriormente, trés gatos receberam 1 ml de sangue de um dos
nove inicialmente inoculados. Cinco outros foram inoculados com 45 mg de fezes de
pulgas que conviveram com gatos inoculados com a mesma cepa por quatro dias. Os nove
primeiros foram inoculados com aproximadamente 10’ unidades formadoras de colonias e
os outros trés com 10° unidades formadoras de colonias em 1 ml de sangue total. Todos os
17 gatos desenvolveram niveis elevados de bacteremia, com pico entre duas-quatro

s€manas.

Clinicamente, os animais apresentaram febre, letargia, edema e/ou eritema do
local de inoculagdo, anorexia. Alguns apresentaram também mialgia, alteracdo de
comportamento e linfonodopatia. A B. henselae ndo foi cultivada do liquor coletado dos
animais que tiveram alteracdes do comportamento, da urina ou de qualquer amostra
tecidual, coletadas na semana 8 ou 22 pds-inoculacdo, quando os animais foram

sacrificados. A resposta imune foi seguida com testes imunoenziméticos e todos os animais
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apresentaram anticorpos IgG em altos niveis na quarta semana e que se mantiveram até o

final do experimento. Anticorpos IgM elevaram-se na terceira semana pos-exposi¢ao.

Embora os achados clinicos observados tenham sido semelhantes aos descritos
anteriormente por outros pesquisadores, foram considerados mais constantes e severos com
a utilizagdo desta cepa, o que os levou a concluir que ela seja mais patogénica em gatos que

outras cepas previamente utilizadas.

Um obstdculo as investigacdes da histéria natural pela infec¢do pelas
Bartonella spp. e sua transmissao tem sido a inexisténcia de um modelo animal apropriado
para o estabelecimento da infeccdo experimental e que a manutencdo de gatos em
laboratério limita seu uso. Por isso, KOSOY et al. (1999) fizeram a inoculacio experimental
de cotton rats com cepas de Bartonella spp. isoladas de roedores. Referem que a habilidade
dessas espécies de Bartonella agirem como patogé€nicas ao homem € desconhecida e que a
resposta a IFI entre os roedores foi indetectdavel ou com baixos titulos para as cepas deles
isoladas, independentemente de serem bacterémicos ou ndo. Identificaram as cepas como
A, B e C, por andlise de seqiienciamento e sorotipagem. A espécie A foi repicada cinco
vezes e as espécies B e C trés vezes. Separaram dez grupos de trés animais. Um deles foi
usado de controle. Outros trés grupos receberam, via IP e SC, 10° unidades formadoras de
colonias da espécie A, B e C, respectivamente. De forma similar, outros trés grupos
receberam 10’ unidades formadoras de coldnias. Outros trés grupos receberam a
concentracdo maior, porém de bactérias das trés espécies previamente irradiadas, sendo
reinoculadas sete semanas depois por igual espécie, também irradiada. Todos os animais
inoculados com bactérias vidveis ficaram bacterémicos, 0 que persistiu por
aproximadamente cinco-sete semanas. Os que receberam baixas doses fizeram bacteremia
de maior duracdo e tdo intensa quanto os que receberam concentragdes altas, ou mesmo
maiores. Nenhum, porém, teve manifestagdes clinicas da infec¢do. Quanto a resposta
imune, os inoculados com dose alta de bactérias vidveis fizeram altos niveis de anticorpos
especificos, na segunda semana apds a infec¢do. Aqueles inoculados com concentragdes
menores demoraram mais para responder e fizeram titulos menores. Todos os inoculados
com bactéria irradiadas também desenvolveram anticorpos especificos, porém ndo
apresentaram bacteremia, exceto um dos animais inoculados com a espécie B. Neste

animal, a bacteremia foi alta, a semelhanca daqueles que receberam baixas doses de
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bactérias vidveis. Na semana 11, apds o inicio do experimento, os seis grupos que
receberam altas concentragdes das bactérias foram reutilizados quando ja ndo apresentavam
bacteremia. Nesta ocasido, os animais foram reexpostos inclusive a espécies diferentes.
Houve resisténcia a exposicdo homdloga, porém a reexposi¢do a espécie diferente levou a
um nivel de bacteremia compardvel ao da inoculagdo inicial, sugerindo nao haver protecao

cruzada entre diferentes espécies de Bartonella spp., entre os roedores.

2.7. OS CAMUNDONGOS IMUNODEFICIENTES

RYGAARD & POVLSEN (1982) escreveram sobre o mutante atimico, que tem se
tornado cada vez mais importante em imunologia e outros campos da pesquisa biomédica.

¢

Inicialmente reconhecidos pela auséncia de pélos, receberam o nome de “nude”, simbolo
genético nu por ter sido demonstrado haver um gen unico, autossOmico € recessivo
envolvido com esta caracteristica. Apresentam reduc¢io do crescimento corpdreo e extrema
diminui¢cdo da expectativa de vida. Mais tarde, observou-se que o homozigoto para tal gen
ndo tinha timo, sendo descrita leucopenia, importante nestes animais. Os fenotipicamente
normais, que apresentavam leucopenia, eram todos heterozigotos para tal gen. Este foi o
primeiro modelo animal de grave imunodeficiéncia causada sobretudo pelo déficit de
linfécitos T. Alteracdes das imunoglobulinas desses camundongos foram observadas,
porém consideradas como secunddrias ao defeito timico. Depois dos camundongos, outros

animais, como ratos, foram descritos com mutantes nus e atimicos. O gen nu foi transferido

para vdrias linhagens isogénicas de camundongos.

Sobre a patologia desses animais, os autores comentam que os linfonodos tém
deplecdo linfocitdria paracortical, sem desenvolvimento secundario de foliculos e auséncia

de linfécitos nas dreas timodependentes periarteriolares do baco.

Estes animais tém sido muito utilizados em pesquisa sobre cancer,
transportando-lhes tumores diretamente ou linhagens de células tumorais humanas como
também em estudos sobre carcinogénese e terapia. Além disso, eles sdo utilizados em
doengas auto-imunes experimentais e, pela imunodeficiéncia predominante de células T,
possibilita avaliar a resposta imune celular e sua importancia na prote¢ao contra infecgdes e

infestagdes.
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OBJETIVOS



Considerando as diferentes bartoneloses, a importancia da B. henselae nesta
familia, a epidemiologia da infeccdo por esta bactéria, a evolucdo potencialmente fatal
desta infeccdo, especialmente em pacientes imunodeficientes e, considerando ainda, a
viruléncia deste agente ser uma das multiplas varidveis envolvidas nos resultados

inconstantes das investigacdes experimentais, foram propostos os estudos:
1. das bartoneloses humanas e suas relagdes com as infec¢des experimentais;

2. do seguimento dos animais infectados experimentalmente por B. henselae,

nos primeiros dias apds sua inoculacao;

3. das alteragdes determinadas no figado e no baco dos animais,

imunocompetentes e imunodeficientes utilizados;

4. das caracteristicas morfologicas de colonias de uma cepa B. henselae,
macroscopicas € microscopicas, a microscopia de luz e a microscopia
eletronica de transmissdo, antes e apds as passagens in Vvivo, em

camundongos.
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4.1. OBJETIVO 1

Realizada uma revisdo bibliogréfica, a partir do banco de dados Medline, da
Bireme, predominantemente até marco de 2001, a partir dos unitermos: Bartonella, electron

microscopy, fimbriae, animal model, mice.

4.2. OBJETIVOS 2,3e¢4

A relacdo entre estes objetivos justificam a descri¢do conjunta dos mesmos.

4.2.1. Animais e bactéria

Foram utilizados 12 camundongos fémeas, da linhagem BALB/cAn, de padrio

sanitario S.P.F. (livre de patdgenos especificos).

Seis deles tinham 50 dias de vida e a imunidade celular comprometida por gen
Nu. Os outros seis animais tinham 30 dias de vida e eram imunocompetentes. O peso médio

deles era de 22g e 17g, respectivamente.

Os camundongos foram fornecidos pelo Centro de Bioterismo (Cemib)
Unicamp, que é um dos trés centros reconhecidos pelo Iclas (International Consul for

Laboratory Sciences).

Os animais foram recebidos em caixas de PVC (cloreto de polivinil) de 30 x 12
cm, com maravalha, e transferidos imediatamente para sala de acesso restrito, no
Laboratério de Microbiologia da Sec¢do de Controle de Qualidade Sanitaria, localizado no
Instituto de Biologia da Unicamp. Eles foram manuseados de acordo com as orientacdes do

Conselho Canadense sobre Cuidados com Animais (CONSEJO CANADIENSE DE
PROTECCION DE LOS ANIMALES, 1998).
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Inicialmente, foram retirados os animais imunodeficientes usados na fase A do
experimento. Os nudes foram recebidos do referido centro em caixas com isolamento

protetor para o transporte.

Eles foram mantidos, dois a dois, em caixas semelhantes as descritas e
identificadas pelas siglas IV, IP e ID. As caixas foram forradas com maravalhas
autoclavadas de Pinus sp. que foram trocadas de dois em dois dias. Receberam ad libitum
agua potavel por gotejamento e racao autoclavavel CR-1, Nuvital. O inicio do experimento

aconteceu seis horas depois da retirada dos animais.

Nove dias depois, os animais imunocompetentes foram retirados, transferidos
para a mesma sala e mantidos, dois a dois, em caixas semelhantes as descritas e
identificadas da mesma forma. Eles estiveram sob as mesmas condi¢des que 0S primeiros.

A inoculacdo que deu inicio a fase B ocorreu no dia seguinte.

Todos eles foram inoculados com concentracdo estimada de B. henselae
(Houston 1, American Type Culture Collection, Rockville, MD, ATCC 49882T). Essas
bartonelas foram inicialmente recuperadas de um paciente com Aids com quadro febril, em

Houston, em 1990, sendo mantidas a -70°C (REGNERY et al., 1992a).

O Prof. Dr. Didier Raoult, da Unidade de Riquétsias da Faculdade de Medicina
de Timone, em Marselha, forneceu amostra desta cepa ao Prof. Dr. Mério E. Camargo do
Instituto de Medicina Tropical da Universidade de Sao Paulo. Colonias destas bactérias,
com nove dias de crescimento, foram, posteriormente, encaminhadas ao Laboratério de
Patologia Clinica, setor de Microbiologia, do Hospital das Clinicas, HC-Unicamp, onde
foram mantidas. As bartonelas foram semeadas em placas de Petri com meio de Miiller-

Hinton, enriquecido com 5% de sangue de carneiro.

O laboratorio de microbiologia do HC- Unicamp € um laboratério de rotina
para diagndstico que atende todo complexo hospitalar que compreende o Hospital de
Clinicas, o Pronto Socorro deste hospital, o Caism (Centro de Atendimento Integrado a
Sadde da Mulher), o Gastrocentro e o0 Hemocentro. Nele sdo realizados, em média, 9 mil

exames por mes.
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Os meios utilizados foram preparados no préprio servico, com agar de Miiller-
Hinton (CM 337, Oxoid). Foram utilizados meios com 24 horas de preparo, guardados sob
refrigeracdo a 8°C, sendo aquecidos a temperatura ambiente imediatamente antes da

semeadura.

Neste laboratdrio, as bactérias foram mantidas em jarras de 3,5 litros, da Becton
Dickinson, com geradores de anaerobiose (Anaerobac, Probac do Brasil). Estes geradores
foram usados seguindo as instru¢des do fabricante, com viragem colorimétrica indicando
efetivo funcionamento no consumo de oxigénio e producdo de gds carbonico. Com a

adequada conversao do sistema, eram colocadas em estufa a 37°C.

4.2.2. Modelo experimental

Para a obtencdao das coldnias a serem estudadas comparativamente a

microscopia eletronica de transmissao, o estudo foi dividido em duas fases.

Na primeira delas (fase A), os camundongos imunodeficientes seriam

inoculados.
ApOs seis dias, amostras teciduais e sangiiineas seriam coletadas e cultivadas.

Para dar inicio a segunda fase (fase B), bactérias, recuperadas de alguma cultura
positiva, seriam suspensas para ser inoculadas nos animais imunocompetentes. No sexto dia
ap6és a inoculacdo desses animais, amostras sangiiineas e teciduais seriam coletadas e
semeadas. Havendo recuperacdo do agente de alguma dessas culturas, o estudo morfolégico

das coldnias teria seguimento.

4.2.2.1. Fase A

As bartonelas recebidas para o experimento foram repicadas no laboratério por
trés vezes. Coldnias dessas bactérias, com dez dias de crescimento, foram coletadas
superficialmente e diretamente do dgar de uma das placas e imersas em BHI (brain heart
infusion) para a obtencdo da suspensdo de inoculacao. Esta suspensao foi diluida com BHI
até a equivaléncia com o tubo 10 da escala de McFarland (MCFARLAND, 1907). Este
procedimento permitiu a obtencdo de uma suspensdo inicial com concentracdo de

aproximadamente 3x10° unidades formadoras de coldnias/ml.
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Para a primeira fase, foram recebidos os seis camundongos imunodeficientes.

Cada grupo de dois animais, colocados em caixas distintas, foi inoculado pelas
vias IV no plexo ocular, IP ou ID. A concentracio do inéculo foi de 3x10® unidades
formadoras de colonias, num volume de 0,1 ml da suspensdo inicial, para os animais
inoculados vias IV e IP. Nos dois animais restantes, 9x10’ unidades formadoras de coldnias
foram inoculadas via ID num volume de 0,03 ml, da mesma suspensdo, na regido

interescapular.
No dia inicial, foi coletado sangue para realiza¢do de exame direto.

No primeiro, terceiro e sexto dias apds a inoculagdo, amostras sangiiineas foram

coletadas para exame direto.

No sexto dia, os animais foram anestesiados com 0,04 ml de uma mistura de 0,5
ml de Rompum (xilasina a 2%, Bayer) com 1,6 ml de Ketalar (quetamina, Happyvet),
inoculados via IP. Amostras sangiiineas foram coletadas por punc¢ao intracardiaca, lisadas
em tubos apropriados e semeadas. O figado e o bago de cada animal foram retirados
assepticamente, fragmentados sobre uma placa de Petri estéril e semeados para cultura.
Outros fragmentos, dos mesmos tecidos, foram conservados em formaldeido tamponado a

10%, para posterior avaliacao histopatolégica.

4.2.2.2. Fase B

Na segunda fase, quatro dias depois de sacrificados os animais do primeiro
grupo, os seis camundongos imunocompetentes foram inoculados com bactérias obtidas da
hemocultura positiva de um animal imunodeficiente inoculado via ID. Essas bactérias
foram igualmente imersas em BHI, e o mesmo procedimento se fez para obter uma

suspensdo de inoculacdo com a mesma concentracao que a inicial.

A inoculacdo se fez, dois a dois, pelas mesmas vias e com as iguais

concentracdes e volumes anteriormente descritos. O estudo repetiu-se, da mesma forma.

Tendo havido morte, a excecdo do esfregaco e da cultura sangiiinea, os demais

procedimentos foram realizados.
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4.2.2.3. Fase C

Para a avaliacdo ultra-estrutural, foram utilizadas colonias das bactérias
recuperadas da suspensdo de inoculacdo da fase A (colonia I), colonias obtidas da
suspensdo inoculada nos animais da fase B (II) e colonias recuperadas do baco de um
camundongo morto, do final do experimento (III). De cada uma dessas colonias foram

coletadas amostras com diferentes dias de crescimento bacteriano.

4.2.3. Técnicas
4.2.3.1. Observacao clinica

Todos foram observados clinicamente, pela manha e no final de tarde, durante

os seis dias entre a inoculagdo e o sacrificio, tanto na fase A como na B.

4.2.3.2. Exame direto

Uma gota de sangue coletada por trauma no rabo de cada animal e colocada em
lamina de vidro previamente desengordurada com élcool 70°GL. Foi feito o esfregaco e

corado pelo método de Giemsa 1:10, em 4gua tamponada e fixado em metanol por trés

minutos.

4.2.3.3. Bacteriologia

Aliquotas das suspensdes utilizadas para a inoculacdo nos camundongos, tanto
da fase A como B, foram semeadas em placas de Petri com MHS para avaliar a viabilidade
das bactérias injetadas nos animais. O mesmo se fez com as culturas teciduais coletadas dos

camundongos no final das referidas fases.
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As amostras sangiiineas das pungdes intracardiacas foram colocadas em tubos
de 1,5 ml, para lise microbiana, com saponina e polianetolesulfonato de sédio (Isolator
Microbial Tube 1,5 da Wampole Laboratories). Do sangue lisado foram semeados, mesmo

sem centrifugacdo, aproximadamente 0,3 ml por placa, como as descritas.

Todas as placas foram mantidas em jarras, com os geradores de anaerobiose ja

descritos e em estufa, a 37°C.

Todas as culturas foram mantidas por seis semanas antes de ser descartadas,
com leituras, didrias na primeira semana e, pelo menos, semanais a partir da segunda

s€mana.

A identificacdo das coldnias se fez por suas morfologias, coloracdo de Gram e

teste da oxidase.

Bactérias das colonias I, II e III foram coletadas das placas em que as amostras
foram semeadas e congeladas a -20°C, diretamente em sangue de carneiro tratado com
EDTA. Para o estudo ultra-estrutural, foram, posteriormente, descongeladas em

temperatura ambiente e entdo semeadas em placas com meio MHS, em duplicata.

As placas foram todas incubadas em jarra com anaerobiose e esta mantida a
mesma temperatura descrita. Quinze dias depois foram abertas para avaliagdo macroscépica
das coldnias, realizacdo de exame microbioldgico direto corados pelo Gram e testes da
catalase e oxidase. Dessas placas foram coletadas colOnias para fixagdo em solucdo de

Karnovisky (KARNOVISKY, 1965).

As placas voltaram a ser mantidas em anaerobiose, sendo coletadas novas

amostras das trés colonias com 25, 35 e 45 dias de crescimento.

4.2.3.4. Microscopia de luz do figado e do baco

Os fragmentos de figado e baco foram fixados e processados rotineiramente
para inclusdo em parafina. As amostras parafinadas foram entdo seccionadas em cortes de
4-5un de espessura. Alguns destes cortes foram coletados em laminas, desparafinados e

corados pela técnica de HE e pelo método de Giemsa para posterior andlise histolégica.
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4.2.3.5. Microscopia das colonias

Amostras das colonias I, II e III foram diretamente fixadas na solugdo descrita,
pH 7,2, durante pelo menos duas horas. Apds serem fixadas em tetroxido de 6smio 1% por
duas horas, foram deixadas over night em acetato de uranila 0,5%. A desidratagao foi feita
em uma série crescente de acetona e a inclusdo feita em resina Araldite, permanecendo na
estufa a 60°C por 48 horas. Os cortes semifinos foram feitos em torno de 300 nm, com
navalha de vidro, no ultramicrétomo MT-6000 XL-RMC e corados com azul de toluidina
2%, para melhor selecdo da area e avaliacdo panoramica das coldnias. Estes cortes foram
examinados a microscopia de luz. Cortes ultrafinos, de aproximadamente 90 nm, foram
realizados com navalha de diamante (Diatome), no ultramicrétomo Leica Ultracut UCT,

colocados em tela de cobre e corados com citrato de chumbo. Foram examinados no

microscopio eletronico LEO-906 da Zeiss.
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5.1. OBJETIVO 1

A revisdo bibliogrifica foi apresentada na introducdo deste trabalho e

consideragdes a respeito deste estudo serdo tecidas no capitulo da Discussao.

5.2. OBJETIVO 2

Para o seguimento dos animais foram usados:

5.2.1. observacao clinica didria;

5.2.2. exame direto do sangue coletado nos dias 1, 3 e 6 apds a inoculagdo;

5.2.3. bacteriologia das culturas teciduais e sangiiineas, coletadas no sexto dia

da infec¢do experimental.

5.2.1. Observacao clinica

Vinte e quatro horas depois de iniciado o experimento, quatro animais
imunodeficientes apresentaram-se letargicos. Eram aqueles inoculados vias IV e IP. No dia
seguinte, estes ja nao exibiam evidéncia clinica de infec¢do, porém os inoculados via ID

estavam letdrgicos, o que também ndo durou mais de um dia.

Na fase B, os seis animais imunocompetentes mostravam-se, todos, letargicos
na avaliacdo do primeiro dia apds a inoculagdo e, um dos inoculados via IV, com tremores

sugestivos de bacteremia.

Exceto pela letargia, nenhuma outra observacdo como papula de inoculagdo ou
outras lesdes cutaneas, febre, diarréia, inapeténcia ou alteracdo de comportamento, foram

constatadas nos animais inoculados.
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No dia do sacrificio dos camundongos imunocompetentes, na fase B, o mesmo
animal que havia apresentado tremores foi encontrado moribundo pela manha e, a tarde,

morto, mas ainda sem rigidez.

5.2.2. Exame direto

No primeiro dia apds a inoculagdo dos animais imunodeficientes, todos os

esfregacos sangiiineos corados pelo método de Giemsa mostravam grumos da bactéria.

Bartonelas isoladas também podiam ser identificadas entre as células. Nao
foram evidentes bactérias aderidas a superficie das hemaceas. Em nenhum dos esfregacos
coletados no terceiro dia de infeccdo foi constatada a presenca das bartonelas e, no sexto

dia, foram negativos apenas os exames dos camundongos inoculados via IP.

Na segunda fase, tanto no primeiro, terceiro como no sexto dias apds a
inoculacdo das bactérias, todos os esfregacos mostravam grandes grumos de B. henselae,

independentemente da via de inoculacao.

5.2.3. Bacteriologia

Aliquotas das suspensdes de bactérias utilizadas para a inoculagdo tanto na fase

A quanto na fase B foram semeadas e apresentaram crescimento da B. henselae.

Na fase A, as culturas sangiiineas tornaram-se rapidamente positivas em quatro
dos seis animais imunodeficientes infectados. Com 24 horas, a cultura de um dos
camundongos inoculados via ID ja estava positiva. As Unicas a manterem-se negativas apos

quatro dias, foram as dos dois camundongos inoculados via IV.

Trés semanas apds a coleta, uma dessas culturas tornou-se positiva, mantendo-

se a outra negativa, pelas seis semanas de observacao.
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Todas as culturas de fragmentos hepéaticos e esplénicos semeados mostraram
abundante crescimento bacteriano, j4 com quatro dias apds a coleta, inclusive as do
camundongo inoculados via IV que se manteve com hemocultura negativa durante as seis

semanas de observacao.

Foram utilizadas, para inoculacao nos imunocompetentes, bactérias obtidas da
cultura sangiiinea de um camundongo imunodeficiente, inoculado via ID, coletadas com

quatro dias de crescimento.

Na fase B, dos cinco animais imunocompetentes vivos na hora do sacrificio
foram coletadas amostras sangiiineas para culturas. Todas apresentaram crescimento das

bartonelas.

Nesta fase, as hemoculturas dos camundongos inoculados intradermicamente

foram as que ndo estavam positivas em observacdo com 24 horas de crescimento.

Nos dois animais inoculados via IP e no animal inoculado via IV que estava
vivo na hora do sacrificio a positividade da cultura era evidente apesar do pouco tempo de

incubacao.

Do camundongo morto e dos demais, todas as culturas teciduais realizadas
foram positivas, ja com 72 horas de incubagdo. Aspecto de véu sobre o meio de cultura foi

observado em todas estas culturas.

As culturas teciduais e sangiiineas obtidas nesta fase tiveram abundante

crescimento.

As colonias, utilizadas para avaliagdo ultra-estrutural, chamadas de III, foram

obtidas do bago daquele animal que apresentou morte espontanea.

Resultados

151



5.3. OBJETIVO 3
5.3.1. Microscopia de luz do figado e do baco

Examinando os fragmentos de baco, dos animais imunodeficientes, todos
mostravam evidente lise folicular, especialmente aqueles inoculados via IP. A polpa
vermelha apresentava-se congesta e hipercelular, com aumento numérico de segmentados.
Nos inoculados via IP, havia a mesma alteracio sobretudo na regido subcapsular. Também
megacariocitos apresentavam-se proliferados. Exceto nos camundongos inoculados via IV,
pode-se observar proliferacdo endotelial. Naqueles inoculados via ID, esta proliferacao
assumia aspecto agiotamos e, em areas, fibrético (Fig. 3). Em um deles também notou-se

um microabcesso hilar.

As alteracOes hepdticas, muito mais t€nues, foram de um leve infiltrado
inflamatério portal e aumento de megacaridcitos, observaveis nos inoculados vias ID e IP.
Microabcessos lobulares foram notados nos inoculados vias ID e IV. Na zona 2 (médio-
zonal), os hepatdcitos exibiam sinais degenerativos, com marcado edema intracelular nos
inoculados vias IV e IP. Em um dos inoculados via IP, em um espaco portal maior, foi

observado infiltrado rico em eosindofilos e neutrofilos.

Alteragdes hepdticas e esplénicas foram muito mais discretas nos animais
imunocompetentes. No baco, apenas os inoculados IP mostraram leve aumento volumétrico
de polpa vermelha e do nimero de neutréfilos. Um deles apresentou pequena drea de

proliferacdo capilar subcapsular.

Nos fragmentos de figado houve um leve infiltrado inflamatério portal. No
fragmento hepético do animal morto, foram observados vacuiolos citoplasméticos em
hepatdcitos e hiperplasia de células de Kupffer. Havia tendéncia a formacdo de granuloma

(Fig. 3).

A coloragdo com Giemsa ndo acrescentou novos achados ao estudo.
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5.4. OBJETIVO 4

5.4.1. Macroscopia das colonias

Tabela 4: Resumo das alteracdes morfoldgicas do figado e do baco dos camundongos

imunodeficientes (fase A) e dos imunocompetentes (fase B).

Imunodeficientes (fase A) Imunocompetentes (fase B)

Baco lise folicular (maior nos IP) leve aumento polpa vermelha e aumento
.polpa vermelha: congestio e hipercelularidade  de neutréfilos (nos IP)
com aumento de neutréfilos e megacaridcitos .proliferacdo capilar subcapsular (em um IP)
.proliferacao endotelial (exceto nos IV)

.microabcesso hilar (em um ID)

Figado .leve infiltrado inflamatdrio portal .nfiltrado inflamatério portal leve
.aumento de megacaridcitos (IP/ID) .vacuolos citoplasmaticos em hepatdcitos,
.microabcessos lobulares (ID/IV) volumosas células de Kupffer e tendéncia
.zona 2 com hepatdcitos degenerados a formagdo de granulomas (no IV,
.nfiltrado rico em eosinofilos e neutréfilos morto)

no espaco porta (em um IP)

IP: camundongos inoculados via intraperitoneal, IV: camundongos inoculados via intravenosa, ID:

camundongos inoculados via intradérmica

As coldnias chamadas de I, recuperadas da suspensao de inoculacdo da fase A,
tinham aspecto mucdide e eram pequenas e acastanhadas, superficialmente colocadas no
agar. Estas colonias eram semelhantes aquelas observadas na primeira placa recebida para o

estudo.

As colonias recuperadas da suspensdo de inoculag¢do utilizada nos animais
imunocompetentes eram esbranquicadas, secas, de aspecto rugoso e fortemente aderidas ao

agar.
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As colonias de numero III, recuperadas no final da fase B, formaram um
aspecto de véu, forrando toda a superficie do dgar. Tanto esta caracteristica como o odor
exalado quando se abria a jarra, mantida em anaerobiose, lembravam as caracteristicas
observadas em culturas de Proteus sp., 0 que sugeria a presenca de contaminantes nessas
placas. Esta possibilidade foi descartada pelos exames ja mencionados e pela avaliagao

ultra-estrutural.

Ao exame direto corado pelo método de Gram, as bactérias das colonias I eram
mais cocoides e menos aderidas, enquanto as bartonelas das col6nias III eram mais
bacilares e apresentavam-se em grumos, na maioria. As colonias II eram as mais

pleomorficas das trés.

O teste da oxidase foi negativo para as diferentes colOnias. O teste da catalase

foi negativo para as coldnias I e III e positivo para as colonias II.

5.4.2. Microscopia das colonias

Observando-se as colonias das bartonelas, nos cortes semifinos e ultrafinos,
foram encontradas dreas claras e escuras. Essas imagens foram comuns as diferentes

amostras (I, II e IIT) coletadas com 15, 25, 35 e 45 dias.

N

A microscopia eletronica de transmissdo, pdde-se notar que, nas regides
elétron-densas, predominavam bactérias com numerosas fimbrias longas, o que lhes
conferia uma parede celular mais espessa. Nas elétron-lucidas observou-se uma maior

quantidade de bartonelas com poucas e menores fimbrias ou sem as mesmas.

Outro fator que permitia o contraste entre estas areas era a disposi¢cdo do
conteudo protéico citoplasmdtico; nas dreas escuras havia distribuicdo mais homogénea
deste material e, quando apareciam os pontos negros (dark spots), que nesse caso
possivelmente correspondem ao DNA densamente compactado, o restante do citoplasma

ndo se corava, apresentando-se claro.
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As dareas elétron-licidas apresentavam microorganismos agregados, maiores e
menos uniformes que a maioria dos encontrados nas dreas elétron-densas, onde as

bartonelas tinham tamanho e contornos mais regulares.

Essas dreas assumiam disposi¢do particular nas colonias I, a partir do 25° dia,
com a por¢do elétron-densa disposta em faixa convexa, na superficie livre de uma sec¢do

transversal, achando-se a por¢cao mais elétron-licida, em contato com o dgar (Fig. 3).

Nas coldnias I, mesmo nos diferentes dias, a densidade de bactérias manteve-se
sem grande variacdo. Somente uma porcentagem pequena delas passou a apresentar dark

spots no seu interior, pouco organizados, mesmo nas colonias com 45 dias (Fig. 4, Fig. 5).

Nestas colOnias, as bactérias mais elétron-densas mantiveram suas fimbrias, que

eram estruturas longas e numerosas, até o dia 45 (Fig. 4, Fig. 5).

As coldnias II exibiam caracteristicas intermedidrias as iniciais e as obtidas da
passagem no camundongo imunocompetente. Eram semelhantes as coldnias de B. henselae
ATCC 49793 que, segundo a descricio de BATTERMAN et al. (1995) apresentavam pili

menores, sendo a maioria ndo pilosa.

As colonias III, considerando a descricio do mesmo estudo, eram,
predominantemente, semelhantes as B. quintana VR-358 que ndo expressavam pili (Fig.4,

Fig. 5).

Contudo, estas colonias, com 45 dias, apresentavam bactérias com numerosas
fimbrias como as observadas nas colonias I, em pequenas dreas escuras. Nestas dreas, eram

encontrados os bacilos mais encurvados.

Nas colonias III, desde o dia 15, foram observados pontos negros no interior de
algumas bartonelas, porém, predominavam bactérias de elétron-densidade intermedidria e
com conteudo citoplasmdtico mais homogéneo (Fig. 4). Com 25 dias, as bactérias destas
colonias eram claras e com pontos negros dispostos na periferia celular. Imagens mitéticas
foram observadas, em maior nimero, com 35 dias, quando se atingia grande densidade

bacteriana (Fig. 5).
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Os blebs, como sao chamadas estruturas semelhantes a vesiculas, que se
dispdoem ao redor das bactérias, ja descritas em colOnias de B. henselae e B. quintana
crescidas em 4gar, ndo eram observaveis nas colOnias iniciais, mesmo nas mais velhas, mas
ja podiam ser notados nas colonias II e III, com 15 dias. Eles se tornaram abundantes nas
coldnias mais velhas (Fig. 4, Fig. 5). Maior irregularidade do contorno bacteriano pode ser
observada nas colonias III, especialmente as com 25 e 35 dias, e com parede celular de
menor espessura. Estas bartonelas apresentaram-se como estruturas poligonais ou estelares

(Fig. 4, Fig. 5).
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Figura 3: A. Amostra sangiiinea de um camundongo imunodeficiente infectado hd um dia, via ID, com

B. henselae. As bactérias acham-se agregadas. (Giemsa, aumento original x 40). B. Tecido esplénico de
camundongo imunodeficiente infectado ha seis dias, via ID, com B. henselae — aspecto angiomatoso.
(HE, aumento original x 20). C. Tecido hepético do camundongo imunocompetente inoculado via IV,
que morreu espontaneamente - tendéncia a formacdo de granulomas. (HE, aumento original x 40). D.
Colonia de B. henselae que ndo passou pelos camundongos, 25 dias de crescimento em &4gar
enriquecido, sec¢do transversal. A direita, nota-se faixa convexa mais escura na superficie livre e, 2
esquerda, regido central mais clara. Os microorganismos estdo densamente agregados na regido central.
(Azul de toluidina, aumento original x 20); Inset. Fotoelétron-micrografia da mesma coldnia de B.

henselae mostrando a transi¢do das fases elétron-densa e elétron-lucente. (Aumento original x 2.500).
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DISCUSSAO



6.1. O PRESENTE ESTUDO

Adaptando o que traz MARCONI & LAKATOS (1996), a pesquisa ora

desenvolvida pode ser classificada como bdsica e bibliogrdfica em seu primeiro objetivo.

7z

Em relacdo aos demais, € uma pesquisa bdsica e experimental, tendo como
método de anélise a construcdo de um modelo e descritiva quanto ao nivel de interpretagao.

Utilizou-se para tanto uma pequena amostra que, pela tipicidade, a torna representativa.

Para as autoras, o estudo seria classificado como vidvel, porque pode ser
resolvido com pesquisa, relevante, porque é capaz de trazer novos conhecimentos, novo,
porque estd adequado ao estigio atual, exegiiivel, porque pode chegar a uma conclusio, e

oportuno, por atender a interesse geral.

6.2. 0S RESULTADOS
6.2.1. Objetivo 1

A apresentacdo da revisdo bibliografica como um dos objetivos desta tese se
justifica pela inexisténcia de um amplo estudo conjunto das bartoneloses humanas e uma
correlacdo detalhada das infec¢Oes naturais e experimentais por estas bactérias. Para a
apresentacdo dos demais objetivos, uma revisdo bem mais sucinta seria mais adequada,

porém limitaria as discussdes ora apresentadas.

6.2.1.1. As bartonelas

Este género tem sido considerado um dentre aqueles com bactérias de
relevancia recentemente reconhecida, tanto que, em 1999, na Alemanha, houve uma
conferéncia cujo tema foi “Bartonella como patégeno emergente”. Nos ultimos anos, tem
aumentado dramaticamente o nimero de espécies de Bartonella identificadas e o espectro

clinico associado a infec¢@o por espécies deste género (DEHIO & SANDER, 1999).
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O género criado para conter o agente da DC, descrito por Barton, em 1909,
manteve-se com uma unica espécie até que BRENNER et al., em 1993, propuseram a
unificacdo do género Rochalimaea e Bartonella. Desde entdo, a B. henselae ocupa papel
importante nos estudos sobre estes microorganismos. As relacdes filogenéticas com as
Brucella spp. e evidéncias soroldgicas, tanto em humanos como em gatos, da infeccao por

esta bactéria faz supor que sua infeccao seja mais freqiiente do que sabemos (DALY et al.,
1993; RATH, VON RECKLINGHAUSEN, ANSORG, 1997; SLHESSARENKO, 1998). BROUQUI et

al. (1999) mencionaram que a infec¢do pela Bartonella quintana também deva ser muito

mais prevalente do que normalmente € reconhecida (BROUQUI et al., 1999).

Hoje sdo reconhecidas 18 espécies de bartonelas, sendo oito delas consideradas

patogénicas ao homem, conforme apresentada na Tabela 1 (pagina 90).

Contudo, possivelmente outras espécies dessas bactérias venham a ser descritas.
Isto é sugerido pelo encontro de cepas ainda ndo-identificadas entre ratos (KOSOY et al.,
1999). Também ¢ sugerido pela referéncia a observacdao de uma bartonela uniflagelada
quando da descri¢dio do primeiro caso de AB em imunocompetentes (COCKERELL &
LEBOIT, 1990). Das espécies até hoje descritas neste género, nenhuma tem esta expressao

fenotipica.

Embora ELLIS et al. (1999) tenham aventado a possibilidade da infeccdo pelas
bartonelas ter sido trazida do Velho Mundo as Américas apds o descobrimento, ha
evidéncias da era pré-colombiana da ocorréncia das duas fases da DC na regido onde €

endémica (ALEXANDER, 1995 ; GARCIA-CACERES & GARCIA, 1991).

A habilidade de uma bactéria causar proliferacdo de células endoteliais,
resultando na formacdo de novos vasos, € Unica no género Bartonella (MINNICK, 1994;
ANDERSON & NEUMAN, 1997). Esta capacidade foi demonstrada in vitro e in vivo por
GARCIA et al. (1990) e GARCIA et al. (1992). Igualmente, isto pdde ser observado nos

resultados do trabalho aqui apresentado.

ANDERSON & NEUMAN (1997), mencionando multiplos casos de encefalite no
sul da Flérida, questionaram a existéncia de cepas de B. henselae de diferentes viruléncias.

BERGMANS et al. (1997b) associaram diferengas de infectividade a cepas de B. henselae. Os
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resultados do presente estudo, comparados com os apresentados por REGNATH et al. (1998) e
VELHO et al. (1998), mostram que diferengcas numa mesma cepa podem determinar
manifestagdes clinicas também diferentes. As alteracdes morfoldgicas resultantes da
passagem in vivo da B. henselae devem estar relacionadas a mudanca da viruléncia
observada nessas bactérias. Isto reforca a idéia de que a expressao clinica das doengas nao
depende isoladamente de caracteristicas bacterianas ou do hospedeiro, mas da interagdo

entre elas.

As observagdes de alteragdes histologicas granulomatosas e de
angioproliferacdo concomitantes ou progressivas encontradas em relatos da infeccdo pelas

bartonelas sugerem haver dindmica altera¢do nesta relagao parasita hospedeiro.

6.2.1.2. As bartoneloses

O termo verruga foi mantido para referir-se a fase tecidual da DC, embora, em
portugués, a palavra tenha o significado de pdpula ceratética, o que nao se aplica a

descri¢do das lesdes angiomatosas proprias desta fase.

REGNERY & TAPPERO (1995) mencionaram que o termo bartonelose deveria ser
usado apenas para referir-se a DC, ja que classicamente era assim entendido. Autores como
BASS; VINCENT; PERSON (1997a) optaram por fazé-lo, porém, desde que a classificacdo
proposta por BRENNER et al. (1993) foi amplamente aceita e a B. bacilliformis deixou de ser
a Unica espécie do seu género, a literatura médica tem usado este termo referindo-se as

diferentes expressoes da infec¢do humana por bartonelas.

A DC, a FT, a DAG e a AB sdo os quadros clinicos mais caracteristicos da
infeccdo por espécies deste género. Contudo, o espectro clinico da infec¢do por essas
bactérias vem ampliando rapidamente e tornando-se maldefinido. Contribuem para isto,
entre outros fatores, um avanco nas técnicas diagndsticas. Porém, a falta de padronizagao
dessas técnicas e a inexisténcia de uma com sensibilidade e especificidade adequadas tém
gerado inconstancia nos resultados diagnosticos. Soma-se a isto o desconhecimento sobre a

patogénese da infeccio por esses microorganismos.
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As alteracdes na relacdo parasita hospedeiro sdo dinadmicas, como ji foi
mencionado e isto € sugerido, por exemplo, no relato de caso de infeccdo do SNC em que a
bidpsia inicial mostrava-se sem vasoproliferacio e uma segunda com proeminéncia da
microvasculatura e com atipias de células endoteliais. Quatro meses depois, o aparecimento
de lesao cutanea de AB permitiu o diagnéstico e o tratamento com melhora do quadro
neuroldgico. Além deste, ha relato de concomitancia de manifestacdes histolégicas de
figado e baco com peliose, angioproliferacdo e inflamagdo piogranulomatosa. Outro
paciente, soropositivo para o HIV e diabético, apresentou evolu¢do de quadro clinico e
histolégico, sugestivo de DAG para lesdes angioproliferativas associadas as iniciais, apds
uso de corticoesterdides sistemicamente. Um terceiro paciente apresentou tecido de
granulacdo cutaneo associado a granulomas malformados, em area de arranhadura por gato
(SPACH, 1992; SCHLOSSBERG et al., 1989; HALL et al., 1988).

Da mesma forma, divergéncias na classificacdo podem ser observadas na
literatura como a manuten¢do do uso do termo de DAG atipica e a controvérsia na
caracterizagdo da peliose bacilar como outra entidade clinica, diferindo substancialmente
das outras manifestacdes de angiomatose bacilar parenquimatosa (KEMPER et al., 1990;
MOHLE-BOETANI et al., 1996; MAURIN & RAOULT, 1996; SCHWARTZMAN, 1996).

BASS et al. (1997) consideraram AB como manifestacdo atipica da DAG. Vdrios
outros autores consideram-na como entidade clinica distinta, como mencionaram TAPPERO
& KOEHLER (1991).

Manifestagdes oculares e/ou neuroldgicas, ndo associadas a linfonodomegalia
ou processo granulomatoso, poderiam nao ser incluidos como manifestacdo atipica da

DAG.

Essas dificuldades encontradas na literatura em apresentar uma classificacao
das doencas também sdo causadas pelo fato de diferentes espécies de Bartonella poderem
determinar o mesmo quadro clinico e uma mesma espécie ser responsavel por diferentes

manifestacoes clinicas.

ALEXANDER (1995) mencionou as diferencgas clinicas entre a bartonelose que
ocorre no Equador e a cldssica DC. Este autor acreditava que isto era determinado por
diferencas entre espécies, entre a viruléncia das cepas ou mesmo causada por uma

adaptacdo imunitdria do hospedeiro.
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A febre quintana cldssica € causada pela B. quintana. Porém, o quadro clinico
descrito como febre das trincheiras dos dias atuais € associado a mesma espécie e
caracteriza-se por uma bacteremia ciclica que também pode ser causada pela B. henselae,

tanto em homens como nos felinos.

Sabe-se que a DAG ¢é, na maioria dos casos, causada pela B. henselae, porém
também pode ser causada pela B. clarridgeiae e A. felis. A B. quintana foi associada a

padrdo granulomatoso em linfonodos, embora o tnico caso tipico de DAG relatado seja de

AZEVEDO et al. (2000).

A AB tem como agentes a B. quintana e a B. henselae, que aparentemente, € a
Unica a apresentar a manifestacdo de peliose bacilar. O primeiro caso de AB em
imunocompetentes foi descrito por COCKERELL & LEBOIT (1990), que demonstraram ser
causada por uma bactéria semelhante as espécies de Bartonella, porém uniflagelada. Esta

expressao fenotipica ndo foi descrita para as espécies conhecidas.

Tem sido proposto que as variagdes de patogenicidade entre as variantes de B.
henselae possam resultar em diferentes apresentacdes clinicas da doenca, acompanhadas de
resposta imunoldgica igualmente diversificada (BERGMANS et al., 1997a). Contudo, além das
caracteristicas genotipicas das diferentes cepas, o estudo ora apresentado permite supor que
a interacao do agente com o organismo do hospedeiro seria fator determinante na expressao

fenotipica do mesmo e, por si sd, determinar variagdes antigénicas.

Interessante também € a relacdo filogenética das bartonelas com bactérias dos
géneros Brucella e Agrobacterium. As primeiras determinam infeccdo humana polimérfica
em sua expressio clinica predominando quadros febris cronicos, muitas vezes recorrentes;
elas crescem lentamente em meios enriquecidos e a Brucella abortus, que é a mais
relacionada as bartonelas, exige ambiente saturado de gds carbdnico. Agrobacterium spp.
sdo bactérias que podem determinar angioproliferacdo em plantas, o que € exclusivo do

género Bartonella na infec¢dao humana, como ja mencionado.

A participacdo de uma lutzomia como vetor da DC € bem definida. Na FT,
tanto o piolho do corpo como o piolho da cabeca, ja foram associados a transmissdao da

infeccdo. O primeiro também foi relatado em casos de febre das trincheiras dos dias atuais e
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na AB. H4 também a associacdo de carrapatos a FT, DAG e bacteremia. As pulgas sao
sabidamente vetores na transmissdo da B. henselae entre os felinos. Seu papel na
transmissdo da infeccdo ao homem € desconhecido, porém foi associada a DAG e AB.
Igualmente o Sarcoptes scabei foi associado com bacteremia por bartonelas (LUCEY et al.,
1992). Nos pacientes com AB acompanhados pela disciplina de Dermatologia do HC —

Unicamp, mais da metade apresentava infestagcdo por este acaro.

Porém, o papel do vetor na infeccdo pelas bartonelas ainda precisa ser mais bem
estudado. Na febre maculosa brasileira a ativacao do agente possivelmente se dé no vetor, e

a infec¢@o ndo acontega sem este processo (LEMOS, 1996).

Sabe-se que carrapatos sdo tanto reservatérios como vetores da Rickettsia
rickettsii e apenas certas espécies de pequenos mamiferos desenvolvem suficiente
riquetsemia durante a infec¢do aguda para permitir a infec¢do de outros carrapatos.
Mamiferos maiores, como cdes e homens, desenvolvem doenca clinica, porém, a baixa
quantidade do agente no sangue destes inviabiliza a transmissdo a novos carrapatos,
impossibilitando-os de se tornarem reservatorios. A “teoria da reativacdo” sugere que as
riquétsias se tornem avirulentas durante os meses de inverno. Este processo, pouco
entendido, exigiria que os carrapatos sugassem um animal para a producdo de organismos
infectantes nas glandulas salivares. Carrapatos nao infectam um novo hospedeiro até que
tenham sugado o primeiro por pelo menos cinco a 20 horas. Assim, a doenga humana €
adquirida apds contato prolongado com os carrapatos, a menos que estes tenham estado
sugando um outro hospedeiro, estando aptos a induzir a infeccdo. O certo € que os
carrapatos sdo fundamentais para a transmissao da doenca em condi¢des naturais. A relagao
dos cdes com a infec¢do humana parece residir na exposicdo comum dos animais € seus
proprietdrios ao carrapato infectante. Além disso, sugar os cdes pode reativar a infec¢do nos
carrapatos e assim pode haver infeccdo direta ou indireta, pelos fluidos corpdreos dos
carrapatos que podem ser imediatamente infectante quando em contato com as pessoas, por
meio da hemolinfa do carrapato durante a remog¢do da mesma ou de suas fezes em contato
com a conjuntiva ou com uma pele lesada. Os cdes servem de organismos sentinelas para a

infeccdo humana (GREENE, 1987).
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O mesmo modelo talvez possa ser aplicado a infec¢do pelas bartonelas,
sobretudo a B. henselae e o gato doméstico. Pode ser, porém, que na transmissao da DAG
uma ativacdo nao seja necessdria. Também na FT foi demonstrado por Rocha Lima a
presenca da B. quintana apenas no limen intestinal do vetor, em suas fezes e saliva,

podendo atuar apenas como fonte de bactéria e estimulo ao trauma cutaneo.

Na FT a B. quintana pdde ser isolada de saliva e urina de doentes. A
importancia disso na transmissdo da doenca € desconhecida. Também nio se conhecem
reservatorios animais para esta bactéria nem para a B. bacilliformis. O papel do homem

como reservatorio da DAG ou da AB é desconhecido.

Porém, o gato doméstico foi, desde a descricdo da DAG, reconhecido como
reservatorio desta doenca. Esta relacao foi tdo valorizada que este passou a ser considerado
um dos critérios diagndsticos. Embora raros, ha relatos do isolamento de B. henselae de

cdes (MARGILETH, 1993; TSUKAHARA et al., 1998).

Na Alemanha, possuir ou ndo gatos domésticos ndo aumenta o risco de infeccao

pela B. henselae ja que ndo ha diferenca estatistica na sorologia entre os dois grupos

(RATH, VON RECKLINGHAUSEN, ANSORG, 1997).

Pouco se conhece sobre os reservatdrios das bactérias deste género. Talvez,
como o homem na infeccdo pela B. quintana e B. bacilliformis, os outros reservatorios
possam eventualmente apresentar manifestacoes da infeccao, como fica evidente quando se
observa o resultado de alguns estudos com gatos. Manifestagdes clinicas destes animais
ap6s infeccdo experimental foram pédpula de inoculagdo, febre e letargia transitorias,
anorexia, linfonodomegalia, alteracdo de comportamento, alteracdes neuroldgicas,
linfonodomegalia, anemia e eosinofilia. Estes achados igualmente foram descritos na
infeccio humana. KORDICK et al. (1999), mencionou que vdrias doengas chamadas de
idiopdticas em gatos possam ser a expressdo da infeccdo por bartonelas. Também hé a
descricdo nos homens de quadros inespecificos como eritema nodoso, exantema méculo-
papular, eritema anular e multiforme, pdrpura trombocitopénica e, também, anemia e
eosinofilia. Pouco se sabe sobre a patogenia da infec¢do pelas bartonelas. FUMAROLA,
GIULIANI, PECE (1996) mencionaram 0 mesmo sobre os fatores responsaveis pelos danos

produzidos pela B. henselae nos multiplos 6rgaos envolvidos.
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KOEHLER (1995) referiu que a maioria dos casos de AB cutanea e outras formas
de infeccdo por Bartonella sp. aparentemente localizadas, sdo, de fato, doencas

disseminadas e freqiientemente cronicas.

Considerando a cronicidade da infec¢do pode-se levantar a hipétese que, em
individuos imunocompetentes, a angiomatose bacilar represente uma forma de reexposi¢ao
a uma bactéria deste género. Outra possibilidade seria a evolucdo da nao-eliminagdo

completa do agente ainda durante uma imunodeficiéncia por ele produzida.

Isto é observado na verruga peruana, que reflete uma imunidade parcial a B.

bacilliformis (NOSAL, 1997).

A maior incidéncia da DAG na infancia e da AB na vida adulta e sobretudo de

pacientes com imunodeficiéncia reforga esta hipotese.

O modelo da infec¢do pelo virus da varicela zoster exemplifica o que poderia
acontecer com a infec¢@o por essas bartonelas. Nesta infec¢do, quando nio ha imunidade ao
virus, uma exposi¢do poderd determinar um quadro de varicela. Oportunamente, havendo
uma queda da imunidade especifica para o virus, pode ocorrer manifestacdo clinica da
infeccdo até entdo latente. O herpes zoster também pode acontecer apds reexposicdo de

pacientes com imunidade parcial ao virus.

Deve existir também um fator genético envolvido na defesa do hospedeiro, na
resisténcia parcial, total ou na susceptibilidade, como demonstrado em camundongos para
infecgOes por virus, bactérias e protozodrios, como comentam ANDERSON & OSTERMAN
(1980). Isto também € observado na clinica de doencas humanas como hanseniase e

paracoccidioidomicose.

PIEMONT & HELLER (1999) mencionam que a B. quintana é responsdvel pela
febre das trincheiras em pacientes imunocompetentes € a B. henselae por uma resposta
granulomatosa e supurativa que se resolve espontaneamente nesses pacientes. Em
imunodeficientes, a resposta a ambas pode ser vasoproliferativa, com as bactérias sendo
encontradas tanto extra como intracelularmente. Nesses pacientes, a infeccdo pode ser

progressiva e letal na auséncia de antibidticos.
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Nos pacientes infectados pelo HIV, a infeccdo pela B. henselae é de
desenvolvimento insidioso e sintomas como mal-estar, fadiga, perda de peso e febre
recorrente progressivamente mais elevada duram de semanas a meses antes do diagndstico.
Neles, os leucdcitos mostram diminuida fagocitose e geracdo de radicais de oxigénio, o
que permite supor que haja persisténcia intracelular do agente, levando a maior

susceptibilidade de infeccao cronica e disseminada nestes pacientes.

O oposto acontece nos pacientes soronegativos para tal virus, que tém

instalacdo abrupta dos episddios febris, segundo WELCH et al. (1992).

Porém, além de fatores bacterianos e do hospedeiro, existe um envolvimento
imunitdrio causado pela relagdo das bartonelas com o hospedeiro. Existem evidéncias de
que a FO seja mais grave em individuos ndo-nativos da regido e, portanto, ndo-imunes. A
imunodeficiéncia celular adquirida durante a febre de Oroya, com negativacdo de testes
tuberculinicos e alteracdo da relacdo CD4/CD8, referida por BASS; VINCENT; PERSON
(1997a) reforcam esta idéia. Também colaboram com este raciocinio os resultados deste

estudo, que serdo discutidos adiante.

Para MILLER et al. (1991), as altas concentracdes de gds carbOnico na pele
poderiam justificar a preferéncia de larvas de Strongyloides stercoralis por este 0rgao.

Aparentemente as bartonelas também tém esta predilecao, talvez pelo mesmo motivo.

A infec¢do assintomdtica por bartonelas é bastante freqiiente. Até 60% dos
habitantes da regido endémica da DC eram soropositivos para B. bacilliformis. Em
circunstancias epidémicas, 40% das pessoas aparentemente sauddveis tinham piolhos
infectados com B. guintana. Além disso, a soropositividade a B. henselae na populagao
normal suica chega a 48% e 19% na Alemanha. Dois a seis por cento da populacdo norte-
americana tem positividade de anticorpos anti-B. henselae. Dentre os usudrios de drogas de

Baltimore, 33% sao sororreagentes para a B. elizabethae (GARCIA-CACERES & GARCIA,

1991; BASS, VINCENT, PERSON, 1997 a; RATH, VON RECKLINGHAUSEN, ANSORG, 1997,
BERGMANS et al., 1997b; COMER et al., 1996).

A infeccdo pela B. quintana em humanos pode ser cronica como a infec¢do pela
B. henselae em gatos (BROUQUI et al., 1999). Isto pode ser documentado por bacteremia
assintomdtica por 15 meses apds a febre de Oroya e o isolamento de B. quintana de

hemocultura de paciente com histéria de infecgcao acidental pela bactéria ha oito anos.
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O comprometimento do sistema reticulo endotelial € evidencidvel pela
hepatoespleno e linfonodomegalias observadas na febre de Oroya, pela esplenomegalia que
ocorre na FT, a linfonodomegalia da DAG tipica e comprometimento parenquimatoso da

angiomatose bacilar no figado, no bago e nos linfonodos.

Do estudo conjunto das manifestagdes clinicas das bartoneloses observa-se que
varias sindromes deveriam ser rotineiramente investigadas para a infeccdo por essas
bactérias. Quadros psiquidtricos, neuroldgicos (sobretudo convulsdes em criangas), lesoes
oftalmoldgicas, cutineas e hematoldgicas inespecificas deveriam incluir a infec¢do por

essas bactérias entre os possiveis agentes etioldgicos.

Dentre as alteracdes hematoldgicas descritas encontram-se anemia, linfopenia e
purpura trombocitopénica. Também foram observados hemocromatose, esferocitose e

linfoma em quimioterapia em pacientes com infeccdo por bartonelas.

Alteracdes Osseas, principalmente liticas, podem ser determinadas por bactérias
desde género. Na DAG, por exemplo, pode haver ostedlise por extensdo direta do linfonodo
acometido, mas, na maioria dos casos, ocorrem lesOes liticas distantes do sitio de

inoculacdo e, portanto, de dissemina¢do hematogénica.

MOHLE-BOETANI et al. (1996) em seu estudo caso-controle mostraram que
anemia e niveis elevados de fosfatase alcalina estdo mais associados 4 infec¢do pelas B.
henselae e B. quintana, como ja foi mencionado. Para quem trabalha com estes pacientes €
evidente a alta prevaléncia destes achados, considerados, muitas vezes, como secundario a

prépria infecgdo pelo HIV.
Contudo, existem dificuldades diagndsticas.

O exame direto € o principal método diagndstico para a infec¢do pela B.
bacilliformis na febre de Oroya. Permite também avaliacao progndstica, com a mudanga no
formato das bactérias, inicialmente mais bacilares, e em grande nimero e tornando-se
cocodides antes de desaparecerem nos esfregacos (BASS; VICENT; PERSON, 1997a). Contudo,
este clearence sangiiineo das bactérias ndo define cura, jd& que a infec¢do poder-se-a

manifestar oportunamente na sua fase tecidual, a verruga peruana.
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Este exame foi usado também para demonstrar infeccao natural e experimental,

em animais, por bartonelas dos gé€neros Haemobartonella e Eperythrozoon (BAKER,

CASSELL, LINDSEY, 1971).

Nao h4 referéncia ao uso do exame direto do sangue em outros quadros febris
dentre os vérios causados pelas Bartonella sp. nem para diagndstico nem para seguimento

dos casos.

A sorologia tem sido o método diagndstico mais utilizado, porém, ainda
permanecem dificuldades de interpretacio em seus resultados. Os estudos experimentais
em gatos, realizados por GREENE et al. (1996) ¢ REGNERY et al. (1996) sdo discordantes dos
resultados de RATH, VON RECKLINGHAUSEN, ANSORG (1997) quanto a existéncia de
reacoes cruzadas em testes soroldgicos anti-B. henselae e B. quintana. Diferencas
genotipicas e fenotipicas com variacdo antigénica podem justificar resultados sorolégicos
discrepantes. Para SCOLA & RAOULT (1999), a resposta soroldgica negativa de muitos casos
de angiomatose bacilar poderia se dar pelo estado imunolégico dos pacientes com Aids,
porém, estes mesmos pacientes sdo capazes de produzir anticorpos contra outros agentes
ainda que sua imunidade esteja bastante diminuida. J4& YOUSIF et al. (1996) encontraram
maior soroprevaléncia para B. henselae entre os pacientes soropositivos para o HIV que na

populacdo controle.

O teste de imunofluorescéncia indireta é o mais utilizado teste de laboratdrio
para o diagnéstico de DAG, porém, sua sensibilidade em diagnosticar infeccdo aguda €
questiondvel. Isto porque o teste é dependente da cepa bacteriana utilizada e do método
pelo qual os antigenos sdao preparados. CHOMEL et al. (1995) referiram a auséncia de
anticorpos IgG detectaveis em gatos expostos a B. henselae, sugerindo haver um grupo de
gatos com tolerancia parcial induzida, o que poderia ser explicado pela solubilidade ou

tamanho do antigeno, dose do inéculo e a via de administragao.

Estudos tém demonstrado a baixa sensibilidade da cultura priméaria e da

deteccao génica por técnica da PCR (DEHIO & SANDER, 1999; ZANUTTO, 2000).

A cultura foge da rotina diagndstica da maioria dos laboratérios clinicos.
DOUGHERTY et al. (1996) ¢ LA SCOLA & RAOULT (1999) referem que o subcultivo altera

sensivelmente a morfologia das colonias. Aparentemente um fator que aumenta a
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sensibilidade da cultura é o congelamento prévio (BRENNER et al., 1997; RAOULT, 1999). Isto
poderia se justificar pela lise das células sangiiineas com liberacdo de microorganismos
intracelulares, substituindo, assim, os tubos de lise que encarecem o procedimento. Nao
existem, contudo, estudos comparativos, € o que se tem utilizado € a congelagdo a -70°C
por 24 horas. Em tese, este periodo de tempo seria desnecessdrio, j4 que a referida lise
poder-se-ia obter em menor intervalo de tempo. Outro fator que deverd ser mais bem
estudado € a preferéncia das bactérias deste género quanto a disponibilidade de oxigé€nio e
de gds carbOnico na atmosfera de incubacdo. As bartonelas sdo consideradas aerdfilas ou
microaerdfilas (BIRTLES et al., 1995; SLHESSARENKO, 1998). Porém, no cultivo destas
bactérias no laboratério de microbiologia do HC—Unicamp, aparentemente o crescimento
foi facilitado com a incubagao inicial em ambiente com concentra¢des muito reduzidas de
oxigénio gerado com o uso de Anaerobac da Probac do Brasil. Este procedimento passou a
ser feito rotineiramente no laboratdrio por prévia comparagdo de crescimento nas placas
mantidas nestas jarras e naquelas mantidas em recipientes com consumo de gés carbdnico
pelo uso de velas, como é comumente mencionado na literatura. Esta conduta diminuiu
também a contaminacdo por outras bactérias e, especialmente, por fungos. Apds o
crescimento inicial, a exposi¢do a um ambiente aerébico permitiu um crescimento ainda
mais rapido. Isto sugere que a bactéria seja aerdbica facultativa porém com predilecdo por
anaerobiose nos primeiros dias de crescimento em meios de cultura. Estudos posteriores

deverdao documentar estas impressoes.

A sensibilidade do teste cutineo parece ser baixa (SLHESSANRENKO, 1998).
Especialmente em adultos que gostem de gatos desde a infancia, sua positividade deveria
ser questionada quanto ao indicio de doenca ativa, ja que, como sugere CARITHERS (1985),

esta positividade parece durar por toda a vida.

Técnicas de deteccdo génica por PCR t€ém sido usadas e, na DAG, sua
sensibilidade é maior no material aspirado do ginglio acometido (SLHESSANRENKO, 1998).
Porém, suas limitagdes vao além da impossibilidade de uso rotineiro destas técnicas na
maioria dos hospitais ou das dificuldades préprias da sua realizagao. Como foi apresentado,

estudos cientificos discordam sobre a sensibilidade do método.
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Tanto na DAG como na AB a presenga de infiltrado neutrofilico entre os
granulomas ou angioproliferacio sem ulceracdo sugerirdo o diagndstico de infecg¢do por
bartonelas, com a possibilidade de demonstracio do agente, sobretudo nas lesdes mais

iniciais.

A posi¢do intra ou extracelular do agente da DAG permanece uma contradicao

(WEAR et al., 1985; GUCCION et al., 1996).

O tratamento das bartoneloses ainda é pouco definido. Sabe-se que na DC a
fase febril responde rapidamente a tetraciclina e ao cloranfenicol. Um sinal de boa evolugdo
€ o aparecimento de formas cocdides das bactérias nos esfregacos sangiiineos, o que auxilia
no monitoramento da resposta antibidtica. Porém, na fase tecidual, a resposta a

antibioterapia é questionavel (BASS, VINCENT, PERSON, 1997a).

Na FT ha resposta ao tratamento com os mesmos antibidticos com involugdo do
quadro em um a dois dias. Contudo, hd descricdo de recrudescéncia, ndo se sabendo a
efetiva acdo dessas medicagOes sobre as bactérias. A infec¢ao também nao oferece protecao

imune, ja que a reinfec¢do experimental foi possivel em voluntdrios humanos.

A resposta ao tratamento também € diferente na DAG e na AB. Na primeira hi
evidente melhora com o uso de antibidticos e, na segunda, isto é questionavel. O tnico
trabalho duplo-cego e randomizado sobre antibioterapia nas bartoneloses € de (BASS et al.,
1998) e demonstra uma reduc@o no tempo de doenca com o uso de azitromicina para a DAG.
Talvez esta diferente resposta ao tratamento da AB e a DAG deva-se a manutengdo dos

granulomas por mecanismos imunoldégicos € ndo a permanéncia do agente.

A prevencdo da infeccdo humana pela B. henselae supostamente poderia ser
obtida pela vacinacdo de gatos domésticos. Contudo, vacinacdo de gatos com bactérias
inativas conferiram protecdo apenas contra a infeccdo por cepas homoélogas as inoculadas
(DEHIO & SANDER 1999). Considerando ndo haver prote¢do cruzada entre cepas de B.
henselae e entre espécies de Bartonella, YAMAMOTO et al. (1998) sugeriram que o uso de um
esquema vacinal para ser efetivo em conter a disseminacdo da infeccdo entre gatos de
determinado lugar, estaria na dependéncia do uso de vacinas com cepas e espécies que

ocorrem nos animais daquela regido.
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O valor do uso de vacinas em felinos para diminuir o reservatério para doenga
humana ainda estd na dependéncia do melhor entendimento sobre as diferencas entre as
cepas e a imunogenicidade das bartonelas. O controle das infestacdes cutineas nestes
animais e nos homens parece ser a unica alternativa preventiva eficaz, disponivel

atualmente.

6.2.1.3. Os modelos experimentais

FENG, WEN, WALKER (1993) ressaltam a importancia dos camundongos para
modelos animais. Entre outros fatores, mencionam que isto se deve a disponibilidade de

reagentes comerciais para testes imunoldgicos apropriados ao uso deles.

O uso de animais isogénicos permitiria a utilizacdo de um menor nimero destes
animais e maior possibilidade de reproducdo dos resultados. Bartonelas de cepas padrao

foram usadas com a mesma inten¢do de tornar os resultados mais facilmente reproduziveis.

O uso de animais imunodeficientes geneticamente pelo gen nu na infeccao
experimental por bartonelas poderia mimetizar as alteragdes imunes que pacientes
imunodeficientes apresentam, sobretudo, os soropositivos para o HIV. Sua marcada

deficiéncia celular e o comprometimento da imunidade humoral ¢, dos modelos

encontrados na literatura, o que mais se aproxima do que € observado na clinica.

Nos camundongos de padrdo sanitdrio SPF infectados experimentalmente com
Haemobartonella sp. ou Eperythrozoon sp., 0 comprometimento esplénico foi evidente ao
redor do quinto dia, porém rapidamente tendeu a normalizar-se. Dez a 14 dias depois da
inoculagdo, pouca ou nenhuma evidéncia da infec¢ao se manteve. No figado, foi observado
um aumento precoce no numero de células de Kupffer que ja havia se normalizado na

segunda semana da infec¢do.

Os resultados positivos obtidos com a inoculacio de macacos com B.
bacilliformis isolada de paciente, ndao puderam ser reproduzidos posteriormente,
utilizando-se colonias da mesma bactéria (GARCIA-CACERES & GARCIA, 1991). Uma
possivel justificativa para esta discrepancia seja a menor viruléncia das coldnias utilizadas,

apos repiques em laboratorios.
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Os trabalhos de GARCIA et al. (1990) e GARCIA et al. (1992) demonstraram que um
extrato protéico obtido de coldnias de B. bacilliformis era capaz de estimular a proliferagao
de células endoteliais. Estes achados corroboram com a hipétese de MOE et al. (1976) que,
trabalhando com R. rickettsii, sugeriram que a vasculite resultante da infec¢do por estes
microorganismos poderia ndo depender de uma acdo direta da presenca na célula do

hospedeiro, mas de um efeito téxico de produtos ou componentes antigénicos do agente.

Somente estudos com voluntdrios humanos puderam reproduzir o quadro

clinico da FT (MAURIN, 1996).

Trabalhos que tentaram reproduzir a DAG em diferentes espécies de animais

tiveram em comum que os melhores resultados foram obtidos pela inocula¢do via ID

(MOLARET, 1951; ENGLISH et al., 1988).

Dos estudos experimentais com bartonelas, a maioria tem sido conduzida

utilizando coldnias de B. henselae.

As observacdes de RODRIGUEZ-BARRADAS et al. (1995) de que mesmo 0 Soro
ndo-imune tem efeito bactericida sobre a B. henselae pode justificar parcialmente os
resultados de SLATER (1992) que mencionam tolerancia de camundongos CD-1 a inoculacao
via IP de grande quantidade de B. henselae e B. quintana viaveis. Esta a¢do bactericida do
soro poderia ser varidvel entre diferentes espécies e linhagens de animais e ter bases
genéticas, como sugerem os estudos de ANDERSON & OSTERMAN (1980). Estes autores
demonstraram que camundongos de diferentes linhagens BALB/c poderiam ter

susceptibilidade intermedidria ou ser resistentes a inoculacio pela R. akari.

Observando estes achados, pode-se compreender os resultados obtidos por
VELHO et al. (1998) que encontraram tolerancia a inoculacdo via ID de B. henselae em
camundongos imunocompetentes e susceptibilidade intermedidria nos camundongos
imunodeficientes da mesma linhagem, inoculados pela mesma via e com igual quantidade
de unidades formadoras de coldnias. Estes ultimos apresentaram sinais clinicos da infec¢ao,

porém as culturas de diferentes tecidos foram negativas.
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Os mesmos camundongos imunocompetentes inoculados no presente estudo
com quantidade semelhante da mesma cepa de bactérias também apresentaram
manifestagdes clinicas da infeccdo experimental, quando as bactérias inoculadas foram
recuperadas apds passagem in vivo. Estes dados foram apresentados no capitulo dos

resultados e serao discutidos adiante.

Portanto, fica evidente que, além dos fatores genéticos de tolerincia a infeccao

existe uma outra varidvel: a viruléncia das bactérias, inclusive de uma mesma cepa.

O estudo de FUMAROLA et al. (1996) demonstrou reduzida capacidade da B.
henselae em estimular macréfagos humanos. Esta observagdo é compativel com o que €
observado na infeccdo humana, quando uma alta prevaléncia de soropositividade na
populacdo, sem manifestagdes clinicas na maioria das pessoas. Contudo, na DAG ha uma
resposta inflamatéria muito exuberante, inclusive com formagdo de granulomas.
Possivelmente, esta baixa atividade bioldgica ndo seja caracteristica aplicdavel a todas as

colOnias desta bactéria.

As bartonelas mantém relagdes filogenéticas com as riquétsias.
Microorganismos dos dois géneros tém tropismo por células endoteliais e podem ser
veiculadas por carrapatos, pulgas, mosquitos e piolhos. Estudos com a inoculagcdo destes
organismos em camundongos serviram de orienta¢do para definicdo das concentracdes dos

indculos e periodo de observacao clinica e histolégica, entre outros fatores.
Desde 1996, trabalhos experimentais com gatos tém sido realizados.

Virios estudos tém usado a escala de McFarland (MCFARLAND, 1907) para a
obtencao de suspensdes de inoculacdo que permite uma equivaléncia exponencial adequada
como demonstrada por GUPTILL et al. (1998). Contudo, os resultados obtidos em nosso
estudo, diante da grande variacdo morfoldgica observada nas bartonelas, sugere que possa
haver uma variagdo significativa entre suspensdes de bactérias com parede celular mais ou
menos espessa. Isto poderia interferir no uso da escala de McFarland e de técnicas

fotométricas.
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A comprovagdo do envolvimento da pulga como vetor na transmissao entre
estes animais foi obtida com os trabalhos de HIGGINS et al. ¢ CHOMEL et al.,, ambos deste

ano. A convivéncia de animais infectados mas livres de artropodes ndo levou a transmissao.

Um aspecto intrigante da infeccdo felina por B. henselae € o fato de uma forte
resposta imunoldgica, com producdo de altos titulos de anticorpos, ser insuficiente para
eliminar as bactérias do organismo. Porém, sugeriu-se que a imunoprofilaxia em gatos
pudesse ser benéfica em reduzir riscos para saide publica. Anticorpos IgG foram
detectados com uma semana de infeccdo experimental de B. henselae € mantiveram-se por
6 meses. Reinoculadas ndo desenvolveram bacteremia (REGNERY et al., 1996). ABBOTT et al.
(1997) também nao observaram reinfec¢do quando da reinoculagdo de animais que haviam
ficado abacterémicos. Demonstraram também que os gatos faziam bacteremia ciclica, o que
também se observa na infec¢cdo humana por bactérias deste género, por exemplo, na FT.

Seu trabalho evidenciou também que a via ID era a mais efetiva em causar a bacteremia.

A resposta a antibioterapia nestes animais € inconstante como exemplificaram

os trabalhos de REGNERY et al. (1996) e GREENE et al. (1996).

GUPTILL et al. (1997) referem linfonodomegalia generalizada em todos os gatos
infectados experimentalmente com bartonela isolada de gato de paciente com DAG e
minimamente subcultivada. Além disso, febre transitéria foi observada em alguns gatos,
anorexia e letargia que durou poucas horas. Este quadro poderia ser considerado como
idiopdtico em gatos € 0 mesmo, possivelmente, aconteca com a infec¢do humana. A mengao
de que as bartonelas possam ser seqiiestradas em locais imunologicamente protegidos como
o SNC igualmente se aplica a infeccdo humana. Esta idéia € reforcada pelas alteracoes
neuroldgicas e/ou de comportamento descritas nestes animais quando infectados e também
em pacientes, sobretudo soropositivos para o HIV. Quadros psiquidtricos e a deméncia
ligada a Aids obtiveram melhora com tratamento quando se demonstrou o envolvimento

das bartonelas (GUPTILL, 1998; SCHWARTZMAN, 19 95; LOUTIT, 1997).

Fezes de pulgas que sugaram gatos infectados com B. henselae quando
inoculadas via ID em gatos livres de infeccdo puderam torna-los bacterémicos e
soroconverterem. FOIL et al. (1998) sugeriram com isto que a penetracdo do agente por fezes

contaminadas por meio de uma perda de continuidade da pele poderia ocorrer.
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O estudo de KORDICK et al. (1999) demonstrou que o sangue contaminado pode
causar infeccdo no receptor quando inocularam, via IV, sangue de gatos infectados com B.
henselae elou B. clarridgeiae em gatos de padrdo sanitdrio SPF. Observaram entre os gatos
inoculados bacteremia ciclica e comprometimento neurolégico. Eosinofilia foi a dnica
alteracao hematoldgica encontrada nestes animais. Ela também € freqiientemente observada
nos pacientes com infec¢do pelo HIV, muitas vezes considerada idiopética. O mesmo foi
observado por O’REILLY et al. (1999) que inocularam também, via ID, em outros gatos, fezes
de pulgas ou sangue de felinos contaminados. Todos ficaram bacterémicos. Os gatos

apresentaram febre, letargia, anorexia e eritema/edema no local da inoculagdo.

Foi demonstrado nos trabalhos de ABBOTT et al. (1997); GUPTILL et al. (1998)
YAMAMOTO et al. (1998) ndo ocorrer transmissao da infec¢do pela B. henselae entre os gatos
por via placentéria, durante o parto ou mesmo na amamentagdo. Contudo, algumas gatas
infectadas experimentalmente com esta bactéria tiveram dificuldade para engravidar ou
manter a gestagdo. Observando a similaridade das manifestacdes entre felinos e humanos,
como mencionado acima, supde-se que a infec¢do por bartonelas possa causar esterilidade

ou abortamentos de repeti¢do também em mulheres.

A inoculacdo em cotton rats imunocompetentes por KOSOY et al. (1999) de
diferentes cepas de bartonelas naturalmente isoladas destes roedores nao determinou

manifestagdes clinicas mesmo nos animais que fizeram bacteremia.

A importancia de se estabelecerem modelos animais para a infec¢do por estas
bactérias de comportamento pouco usual foi reconhecida por DEHIO & SANDER (1999). Eles

estdo sujeitos a multiplas varidveis, entre elas a viruléncia da bactéria.

Para REGNATH et al. (1998), 0 elemento-chave para ser estabelecido um modelo
da infeccdo, pela B. henselae, em camundongos, foram as passagens prévias da bactéria in

vivo.

Considerando que este procedimento provocou mudangas nas bartonelas, foi
proposta a avaliagdo morfolégica das colonias de uma cepa padrdo de B. henselae,
(Houston, ATCC 49882"), ap6s a passagem em camundongo BALB/cAn. Os resultados

confirmaram a existéncia de alteracdes decorrentes deste estimulo.

Discussdo

182



YOUSIF et al. (1996) ndo notaram auto-aglutina¢do quando suspenderam coldnias
de B. henselae de cepa de referéncia. Eles utilizaram a suspensdo de McFarland para obter
determinada concentragdo destas bactérias a fim de preparar antigenos para
imunofluorescéncia indireta. Os resultados que obtiveram foram os mesmos quando
utilizaram antigenos por eles preparados a partir da cepa referida e antigenos fornecidos
pelo CDC. Consideram como fatores para justificar maior soroprevaléncia entre os HIV
que a populacdo controle o fato de a infeccio nos primeiros ser mais persistente,
entendendo que os imunocompetentes tenham tido apenas DAG como doenca causada pela
B. henselae. Outra justificativa seria uma incidéncia maior de proprietdrios de gatos entre
HIV positivos. Uma hipdtese aqui aventada é que o organismo imunodeficiente estimularia
expressoes antigénicas das bartonelas que o imunocompetente nao € capaz de produzir. Se
esta hipdtese € correta, talvez a prevaléncia da infeccdo por estes microorganismos na

populacdo HIV negativa seja maior do que sugerem alguns inquéritos sorolégicos.

KORDICK et al. (1999) observaram que, apds mais de um ano da inoculacdo
experimental de B. henselae e/ou B. clarriadgeiae em gatos, alguns apresentaram discretas
alteracdes histoldgicas hepdticas, miocédrdicas e nefréticas, apesar de terem sido minimas as
alteragdes clinicas durante o periodo de observacao dos animais. Aventaram a possibilidade
da infec¢do cronica por essas bactérias poder estar associada a instalacdo e progressdao
destas alteracdes. Estes achados corroboram com a hipétese que ENDER et al. (2001) ndao
puderam confirmar em seu estudo piloto. Eles sugerem que espécies de Bartonella possam
estar envolvidas na doenca corondria, que é uma condicao inflamatdria associada a infec¢ao
cronica pela Chlamydia pneumonie entre outras bactérias. Como ji foram demonstradas
reacOes cruzadas de anticorpos anti-Chlamydia pneumonie e espécies de Bartonella estudos
futuros serdo necessdrios para descartar definitivamente a possibilidade do envolvimento da

infec¢do cronica por bartonelas com esta doenca (MAURIN, ETIENNE, RAOULT, 1997).

6.2.2. Objetivo 2

O desenho do estudo apresentado buscou permitir a reprodutibilidade dos
resultados. Por isso foram usados animais isogénicos e bactérias de cepa padrao.
Os camundongos, mesmo os imunodeficientes, foram mantidos sem protecao

reversa pela transitoriedade do tempo de observacao, de apenas seis dias para cada grupo.
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Houve a inteng¢do de aumentar a viruléncia da cepa de bartonela recebida e que
havia sido eliminada pelos camundongos do estudo de VELHO et al. (1998). Baseados na
observacdo da letargia que os camundongos imunodeficientes daquele estudo haviam
apresentado, foram utilizados os BALB/cAn nudes para a primeira passagem das bactérias.
O estudo ultra-estrutural das colonias das bactérias iniciais e recuperadas dos camundongos

foi estabelecido como o primeiro passo.

REGNATH et al. (1998) ndo observaram sinais de morbidade nos camundongos
BALB/c e C57BL/6 imunocompetentes inoculados com quantidade aproximada da mesma
bactéria, mesmo apds, pelo menos, quatro passagens in vivo em camundongos
imunocompetentes. Os autores também ndo puderam recuperar as bartonelas de culturas
sangiifneas ou teciduais, no sexto dia apds a inoculagdo. No presente estudo, os 12 animais
mostraram letargia transitoria, 24 ou 48 horas depois de infectados. Um camundongo
imunocompetente inoculado por via IV com a bartonela recuperada de um dos animais

imunodeficientes, morreu no sexto dia da infec¢do experimental.

Talvez as células do hospedeiro imunodeficiente tenham induzido
transformagdes na bartonela, que o imunocompetente ndao pdde promover, o que justificaria

os diferentes resultados da observacao clinica.

Esta hipétese € reforcada pelas observacdes de BROUQUI & RAOULT (1996) que
referem existir uma interagdo especifica entre determinantes bacterianos e receptores das
células de mamiferos. Além disso, o crescimento destes agentes € facilitado pelo contato
com células eucariontes, o que sugere que tais células poderiam prover nutrientes
necessarios ao crescimento do microorganismo. Portanto, modificagcdes no estimulo do

hospedeiro poderiam determinar diferentes respostas bacterianas.

Questionam-se aqui se os diferentes vetores envolvidos nas bartoneloses
humanas, discutidos acima, teriam participacdo, como determinantes da expressdo clinica

da infec¢do pela bactéria que veiculam.

O exame direto do sangue, corado pelo método de Giemsa, mostrou-se util e
também eficaz na demonstracdo de bacteremia no modelo apresentado. O aspecto dos
clumps bacterianos observados no exame direto no presente estudo se assemelham muito
aquele descrito por LARSON et al. (1994) que realizou coloragdo de Gram de amostra de

frascos de hemoculturas com positividade para B. quintana.
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Na primeira fase, os animais imunodeficientes puderam fazer o clearence
sangiiineo no terceiro dia pds inoculacdo, independentemente da via de inoculagdo. O
desaparecimento das bactérias do sangue periférico, contudo, deve ter representado uma
fase de maior invasdo tecidual, j4 que no sexto dia novamente foram observadas nos

animais inoculados via IV e ID.

Na segunda fase, em todas as avaliacdes, foi possivel identificar a bacteremia. A
presenca, no sangue, de grumos maiores de bactérias na segunda fase, pode sugerir uma

maior capacidade de adesdo entre as bactérias.

Esta viruléncia aumentada também & sugerida pela avaliacdo clinica quando
observou-se letargia em todos os animais imunocompetentes, o que difere dos resultados de
REGNATH et al. (1998) € VELHO et al. (1998). Também a morte espontanea de um deles, no

sexto dia apds a infec¢do experimental.

Ademais, houve recuperacdo das bactérias de hemoculturas e de todas as
culturas teciduais. Apenas um dos camundongos imunodeficientes, utilizado na primeira
fase do experimento, inoculado via IV, ndo apresentou crescimento bacteriano da amostra

sangiiinea.

LA SCOLA & RAOULT (1999) utilizaram inicialmente a morfologia das colonias,
o teste da catalase e oxidase para identificagdo presuntiva dos isolados microbiolégicos de
B. henselae. WONG et al. fizeram o mesmo, porém, esta bactéria pode ser catalase variavel,

como descrito por (SLHESSARENKO, 1998) e confirmado em nossas observagoes.

O aspecto da colonia III, forrando toda a superficie da placa, dando um aspecto
de véu, foi inicialmente interpretado como de contaminagdo por Proteus sp.. O forte odor
quando da abertura da jarra, igualmente lembrava o das culturas destas bactérias. Feita a
identificacdo pela morfologia, coloragdo de Gram e teste da oxidase, verificou-se que as
unicas diferencas com as bactérias da colonia I eram que aquelas estavam menos aderidas
umas as outras e eram mais cocdides. A microscopia eletronica de transmissdo confirmou

tratar-se da mesma bartonela.
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E de se supor que a coldnia III seja a de bactérias mais virulentas e isto devera
ser comprovado oportunamente. Porém, sua morfologia ndo foi descrita na literatura que
menciona dois padrdes: o mucdide, de bactérias menos virulentas e observados na colonia I

e o rugoso, de bactérias mais virulentas e encontrados na colonia II.

HENSEL & SLATER (1995) mencionaram que também a B. bacilliformis tem as
duas variedades na morfologia das colOnias, diferindo na capacidade de aderéncia a

eritrocitos, in vitro, sugerindo diferenca de viruléncia entre os fenotipos.

Esta informacdo reveste-se de importancia ao considerar que, possivelmente,
culturas positivas com o padrdo da colonia III estejam sendo desprezadas como culturas

contaminadas.

6.2.3. Objetivo 3

Dentre os achados histolégicos, chamou a atenc¢do a presenga de proliferacao
endotelial, no bago dos animais imunodeficientes, inoculados via IP e ID. Na regiao
subcapsular do baco de um dos animais imunocompetentes, inoculados via IP, houve
proliferacdo capilar. Destacou-se, também, o esbo¢o de granulomas, no figado do

camundongo que morreu espontaneamente.

REGNATH et al. (1999) mostraram a presenca de agregados linfomonocitarios no
figado dos camundongos, a partir do terceiro dia de infeccdo, chegando a formacio de
granulomas, na segunda semana. Nao foram referidas proliferacdes endoteliais ou capilares,

como aqui observado, sobretudo no baco dos camundongos imunodeficientes.

Dos modelos animais revisados, apenas aqueles realizados com macacos, no
inicio do século passado, chegaram a apresentar angioproliferacdo tecidual. Os resultados
deste estudo foram unicos em evidenciar esta proliferagdo capilar em outro mamifero a
partir da inoculacdo de bactérias vidveis. Este achado foi mais constante entre os
camundongos imunodeficientes, como também € observado na clinica da infeccdo humana

por bartonelas.
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6.2.4. Objetivo 4
Foram, porém, os resultados ultra-estruturais 0s mais exXpressivos.

A presenca de duas fases diferentes, numa mesma colonia de B. henselae,
diferiu dos dados encontrados na literatura (BATTERMAN., 1995; BROUQUI & RAOULT,
1996). Esta observacdo foi uma constante, independentemente da coldnia avaliada ou do
tempo de cultivo. Foi expressa como dreas claras e escuras e determinada por dois fatores
possiveis de ser identificados: a quantidade e o tamanho das fimbrias e a disposi¢cdo do

conteudo ribonucleico do citoplasma.

Portanto, a aparente contradi¢do entre os achados de B. quintana desprovida de
fimbrias e a descricdio de bactérias da mesma espécie, com fimbrias, descritas,
respectivamente, por BATTERMAN et al. (1995) ¢ BROUQUI & RAOULT (1996), p6de ser

observada na mesma colOnia de B. henselae.

N

As colonias I mantiveram-se com pouca variagdo, quanto a densidade,
organizacdo citoplasmdtica e contornos celulares. Durante os 45 dias, apresentaram

fimbrias.

Quando comparadas as colonias III, ficou evidente que as bactérias desta ultima
exibiam menor nimero de fimbrias, sendo a maioria desprovidas destas estruturas, com
material citoplasmadtico organizando-se em pontos negros ja com 15 dias, com densidade
muito maior que as primeiras. Outro dado interessante foi a presenca de bactérias

semelhantes as iniciais, porém mais encurvadas, em pequena quantidade, no dia 45.

Bactérias crescendo num organismo estdo, constantemente, perdendo e
substituindo fimbrias, o que, para algumas delas, tem o importante papel de defendé-las da
resposta imune do hospedeiro. Além disso, elas podem possuir proteinas de adesdo, ligadas
diretamente a superficie celular, as chamadas adesinas afimbriadas (SALYERS & WHITT,
1994). Assim, mesmo nao possuindo estas estruturas, as bartonelas das colonias III poderiam

apresentar maior adesividade, como sugeriram os exames sangiiineos diretos.
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Esta maior adesividade poder-se-4& comprovar com testes de aderéncia a
hemadceas de carneiro e com co-cultivo celular para avaliacdo, também, da capacidade de
invasdo. Além deste fator, a capacidade descrita por BROUQUI & RAOULT (1996) da B.
quintana de localizar-se intracelularmente e ai multiplicar-se, poderia ser um fator, de
protecdo contra a resposta imune do hospedeiro e de defesa contra a a¢do de antibidticos.
Este fator poderia ter relacio com a recidiva de infec¢des tratadas, como mencionam 0s
autores (BROUQUI & RAOULT, 1996), e, possivelmente, também, com a sintomatologia

clinica de febre intermitente, observada na febre das trincheiras.

N

Outro fator de possivel protecdo, da bactéria, a acdo de anticorpos, seria a
producdo dos blebs (BROUQUI & RAOULT, 1996). As colonias das bactérias, recuperadas da
passagem, nos camundongos, apresentavam blebs ja com 15 dias e eram abundantes nas

colonias mais velhas.

E importante ressaltar que, para a avaliagio ultra-estrutural, as bactérias foram
semeadas no mesmo dia, a partir de espécimes congeladas, diretamente em sangue, e
mantidas sob as mesmas condi¢des. Foram coletadas, fixadas e processadas conjuntamente,
0 que permite a comparagdo das diferentes coldnias, a cada dia de coleta. ITO & VINSON
(1965) sugeriram que as irregularidades no contorno destas bactérias deviam-se a problemas
técnicos ou de condi¢des de crescimento inadequadas. As diferencas encontradas entre as
colonias I e III, permitiram supor que a diminuicdo da espessura da parede celular
observada deva ser um fator envolvido na mudanca de contorno das bartonelas, inclusive

porque ela normalmente € responsdvel pela integridade estrutural das bactérias.

6.3. CONSIDERACOES GERAIS

O estudo apresentado, ainda que bibliografico e descritivo, apresenta muitas
implicagdes praticas, como listadas no item seguinte de Prioridades de Pesquisa. Isto se
deve ao fato de o género estudado conter bactérias emergentes, com maior patogenicidade

aos seres humanos do que se poderia pensar ha poucos anos.
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Para a prética clinica, o estudo conjunto das bartoneloses permite supor que
bactérias deste género estejam envolvidas em quadros clinicos em que ndo se consegue

determinar a etiologia ou que sejam considerados idiopéticos.

Conforme referido, SCHWARTZMAN (1996) mencionou que a AB ¢
infreqiientemente considerada no diagnéstico diferencial de um complexo relativamente
comum nos pacientes com Aids: febre, viceromegalia, anemia e niveis elevados de

fosfatase alcalina.

Quadros psiquidtricos e a deméncia ligada a Aids também foram associados a
infeccdo pelas bartonelas, com melhora com antibioterapia. Sendo estas bactérias capazes
de provocar uma infeccao crénica e por terem tropismo por células endoteliais, poder-se-ia
conjeturar que possam estar envolvidas em quadros centrais, associados com degeneragdo

vascular, ndo apenas entre os pacientes soropositivos para o HIV.

Sob o mesmo raciocinio, a possibilidade de inflamagdes cronicas de as paredes
vasculares poderem ser determinadas por infec¢des igualmente cronicas, ENDER et al. (2001)
supOs o envolvimento das bartonelas com doenga coronariana, ja que o papel da Chlamydia
pneumoniae como agente envolvido neste processo € conhecido e ela apresenta reagcdo

soroldgica cruzada com espécies de Bartonella.

Outras doengas inflamatoérias cronicas relatadas em associa¢do a infec¢do por

bartonelas poderdo, talvez, ser causadas pelas bactérias.

O relato de GUPTILL et al. (1998) de que gatas infectadas por B. henselae tiveram
dificuldades em engravidar e manter a gestacdo e as semelhancas entre manifestacoes da
infeccdo observadas na doenca humana nos felinos sugerem que esta bactéria possa ser
responsavel por parte dos casos de esterilidade ou de abortamento de repeti¢do. Estudos

futuros deverdo confirmar esta possibilidade.

Somam-se a estas hipdteses a alta soroprevaléncia encontrada entre algumas
populacdes: 60% da populagdo de drea endémica da DC sdo soropositivos para a B.
bacilliformis. Quarenta e cinco por cento dos suicos € 19% dos alemaes estudados

apresentaram anticorpos anti-B. henselae. Nos Estados Unidos da América, a
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soroprevaléncia para esta bactéria é de 2%-6%, porém pode ser muito maior em
determinados grupos, como entre os usudrios de drogas. Nesta populacdo, a positividade

para anticorpos anti-B. elizabethae chegou a 33% (GARCIA-CACERES & GARCIA, 1991;
BASS, VINCENT, PERSON, 1997a; RATH, VON RECKLINGHAUSEN, ANSORG, 1997;

BERGMANS et al., 1997b; COMER et al., 1996).
Em vista destas informacdes, pode-se imaginar por que as bartonelas aparecem
entre as bactérias que vém acometendo pacientes neutropénicos com cancer, mudando a

epidemiologia da infeccdo bacteriana nestes pacientes (ZINNER et al. 1999).

O estudo de LUCEY et al. (1992) sugeriu que pessoas infectadas pela B. henselae
deveriam ser aconselhadas a se absterem de doar sangue até que hemoculturas se
negativassem apds antibioterapia. A luz do que foi apresentado, considerando que muitos
dos receptores de transfusdes sangiiineas sdo ou virdo a ser pacientes imunodeficientes,
haverd a necessidade de se priorizarem as pesquisas nesta drea para, ativamente, ser
impedida a inoculagdo destas bactérias durante este procedimento, j4 que entre os gatos esta

possibilidade foi confirmada pelo trabalho de KORDICK et al. (1999).

Quanto a relacdo destas bactérias com os humanos e outros animais, muito
teremos a aprender. Relatos recentes de doenca humana causada por espécies antes nao
consideradas como patogénicas a0 homem envolveram camundongos e cachorros entre os

reservatorios das bartoneloses. O verdadeiro papel dos vetores ainda deverd ser estudado.

Métodos diagndsticos mais sensiveis e especificos poderdo contribuir para o

entendimento destes questionamentos.

A antigenicidade das bactérias deverd ser mais bem compreendida para que os
testes soroldgicos, hoje o recurso diagndstico mais utilizado, possam ter resultados mais
confidveis. A observacdo das alteragdes ultra-estruturais aqui descritas fard supor que a B.
henselae, se ndo as demais espécies deste gé€nero, € capaz de alterar grandemente suas

expressoes fenotipicas e isto deve ter implicacdes na sua antigenicidade.
Além disso, o estudo apresentado contribui com algumas sugestdes praticas.

O uso dos camundongos imunodeficientes possibilitou observar caracteristicas
histolégicas antes ndo-descritas, exceto na doenca humana e em modelos com macacos

utilizados ha mais de 70 anos.
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Este modelo permite avaliar uma das caracteristicas que na clinica € muito
importante, a imunidade do hospedeiro. O wuso conjunto de animais isogénicos
imunocompetentes e imunodeficientes devera possibilitar um controle mutuo, esclarecendo

o papel desta varidvel na patogenicidade das bartoneloses.

O estudo sugere que o exame direto do sangue possa ser pesquisado como um
recurso diagndstico a ser incorporado na prdtica clinica de febres de origem indeterminada

ou recorrentes.

Em doencgas infecciosas o critério diagndstico ouro € o isolamento do agente

envolvido.

Conforme foi apresentado, todos os 12 camundongos inoculados com cepa
padrdao de B. henselae tiveram culturas teciduais e/ou sangiiineas positivas para esta
bactéria. A metodologia empregada na manutencdo destas bactérias no laboratério de
microbiologia do HC—Unicamp deverd ser estudada, pois sugere sensibilizar este método
diagndstico. A utilizagdo do congelamento do sangue ou tecido a ser semeado podera ser
incorporado a rotina dos laboratorios de microbiologia clinica, buscando também
sensibilizar o método diagndstico, sem onerd-lo, o que acontece quando se utilizam os

tubos de lise microbiana.

As morfologias das colonias descritas para a B. henselae sdo as mesmas
observadas para a B. quintana e para a B. bacilliformis. Nao ha relato da morfologia
observada quando foram recuperadas as bactérias apds a passagem nos camundongos
imunodeficientes e imunocompetentes. O aspecto de véu e odor exalado a abertura da jarra
de anaerobiose sugeriram o de contaminantes de laboratério, como Proteus spp.. Esta

morfologia deverd ser documentada e publicada para facilitar seu diagndstico.

As alteracdes ultra-estruturais que sofreu a cepa de B. henselae, apds a
passagem em camundongos imunodeficientes e imunocompetentes, sdo evidentes e deverao
ser consideradas na realizacdo de futuros estudos sobre modelos experimentais para a
infeccdo por este agente e na reavaliacdo de trabalhos anteriores que tenham utilizado cepas

mantidas em laboratério e, provavelmente, menos virulentas.
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Apdés toda a revisdo apresentada, sugere-se a seguinte classificacdo das

infeccdes humanas por Bartonella spp.:
.doenca de Carrién - compreendendo a febre de Oroya e a verruga peruana
.febre das trincheiras - forma cléssica de febre quintana
.doenca da arranhadura do gato - forma tipica

.angiomatose bacilar - comprometimento cutineo e/ou extracutineo (com

peliose ou nao)

.bacteremia sintomatica ou assintomadtica - inclui a “febre das trincheiras dos

dias modernos”
.endocardite
.septicemia
.manifestacdes neuroldgicas
.manifestacdes oftalmoldgicas
.manifestacdes psiquiatricas
Jinfonodomegalia cronica
.sindrome oculoglandular de Parinaud

.outras manifestacdes cutdneas ndo-angiomatosas - inclui eritema nodoso,

eritema anular, eritema multiforme, exantema maculo-papular.

.manifestacdes hematoldgicas - anemia, linfopenia e purpura trombocitopénica.
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6.4. PRIORIDADES DE PESQUISA

1. Comparar, a ME, colonias I e III apds 5, 10, 15 e 20 repiques com intervalos
semanais para avaliar se alteracdes morfologicas acontecem pela

manuten¢do da bactéria em laboratério.

2. Comparar o crescimento microbiolégico das bartonelas em ambiente com
aerobiose e anaerobiose produzida por geradores de marcas
internacionalmente reconhecidas e, utilizando sangue de animais infectados
experimentalmente, com diferentes concentragdes de indculos, determinar
sensibilidade do uso da técnica de lise e centrifugacio e simples

congelamento por seis horas.

3. Avaliar a infectividade das colonias I, II e III em camundongos, a
adesividade das mesmas colonias em hemaceas de carneiro e fazer co-

cultivo celular para avaliar aderéncia e penetracao.

4. Promover o armazenamento de sangue de gato infectado experimentalmente
nas mesmas condi¢des que se faz o armazenamento em hemocentros, com

culturas sucessivas durante periodo de manutengao.

5. Avaliar a soroprevaléncia em doadores de sangue em uma regido brasileira
para anticorpos anti-B. henselae. Comparar a prevaléncia entre os que t€m
e/ou gostam de gatos com aqueles que ndo os tém e/ou ndo gostam destes

animais.

6. Fazer cultura sangiiinea dos soropositivos e de amostra populacional entre os

doadores soronegativos.

7. Observar a soroprevaléncia em gatos atendidos em clinicas veterindrias da
cidade e colher hemoculturas dos mesmos. Colher cultura e sorologia dos

contactantes daqueles animais que tiverem um e/ou outro exames positivos.
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8. Realizar hemocultura e sorologia de todas as febres de longa duragdo ou de
origem indeterminada, atendidas nas enfermarias de pediatria, infectologia e
hematologia do HC-Unicamp, em meios enriquecidos com sangue e
mantidos sob anaerobiose, por um periodo de incubacdo maior que o de

rotina, apds congelamento a -80°C, por seis horas.

9. Realizar inquérito sorolégico anti-B. henselae em mulheres estéreis e

aquelas com aborto de repeticao, usando pareamento com gestantes normais.

10. Realizar inquérito soroldgico anti-B. henselae em pacientes com deméncia,

pareados com controles normais.

Discussdo

194



~

CONCLUSOES



. O estudo conjunto das doencas causadas pelas Bartonella spp. revela
relagdes patogénicas entre elas. Os trabalhos experimentais t€ém contribuido
de forma parcial a elucidacdo da fisiopatogenia da infeccdo por estas

bactérias.

. O seguimento dos camundongos infectados experimentalmente pela B.
henselae sugere um padrao semelhante ao observado aos inoculados com
Haemobartonella sp.. O exame direto do sangue destes animais mostrou-se
eficaz na avaliagdo da bacteremia e todos eles tiveram expressdo clinica da

infeccdo e culturas sangiiineas e/ou teciduais positivas.

. As alteracdes determinadas no figado e no baco dos animais utilizados
esbocou 0 mesmo padrdo observado na angiomatose bacilar e na doenca da
arranhadura do gato, expressoes histopatoldgicas polares da infec¢do pela B.
henselae  nos  pacientes imunodeficientes e  imunocompetentes,

respectivamente.

. Houve evidentes alteracdes morfoldgicas nas colonias de B. henselae, apds
passagens in vivo. Macroscopicamente, as coldnias iniciais apresentavam
aspecto de coldnias menos virulentas, segundo a descri¢do da literatura.
Assumiram aspecto proprio daquelas recuperadas de pacientes, depois da
passagem nos camundongos imunodeficientes. Apds a segunda passagem
nos animais, foi observado padrdo ndo-descrito previamente. As alteracdes
microscOpicas evidenciaram uma perda progressiva de fimbrias e maior
producdo de blebs. Estes achados morfolgicos poderdo justificar o aumento

da viruléncia sugerido neste estudo.

. Estudos futuros sobre a patogénese das bartonelas, como aqueles sugeridos
em Prioridades de Pesquisa, deverdo considerar os achados aqui

apresentados.

Conclusoes
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SUMMARY



Human bartonelloses are a group of illnesses of poorly understood
pathogenesis. Bartonella henselae is one of the most studied bacterium of its genus. The
objective of this study was to observe whether passages of these bacteria, in vivo, would
determine ultrastructural changes in them. For this purpose, isogenic mice were inoculated
with a standard strain of B. henselae (I). These were initially retrieved from genetically
immunodeficient animals (II) and then inoculated in immunocompetent ones. The bacterial
colonies obtained (III) were compared, by transmission electron microscopy, with colonies
I and II. Loss of fimbriae and an abundant bleb formation were the most common
morphological changes found in colony III. Also, on day 6 postinfection, the main
histological abnormalities were the endothelial proliferation presented in immunodeficient
animals and the incipient granulomata reaction found in one of the immunocompetent
inoculated mice, which died spontaneously. These features agree with the Bartonella
human disease clinical and histological observations. Our studies demonstrate that B.
henselae in vivo passages induced morphological changes in them and these abnormalities
could explain their seemingly greater virulence. Most of these observations have not been
previously described. So, further studies on the Bartonella species pathogenesis should

consider these data.

Summary
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