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RESUMO




A Bartonella henselae, uma bactéria intracelular facultativa, € conhecida como agente da
doenca da arranhadura do gato, da angiomatose bacilar, da peliose bacilar hepatica,

de endocardites e de sindromes bacterémicas em humanos.

As espécies de Bartonella podem causar infec¢des intra-eritrocitarias e tém sido isoladas do
sangue de pacientes por varios métodos. Foi demonstrado que a B. bacilliformis e a
B. quintana infectam células endoteliais e eritrocitos humanos e que a B. henselae infecta
células humanas (células endoteliais, células epiteliais, mondcitos, macréfagos) e eritrocitos

de gatos.

O objetivo deste estudo foi investigar, através da microscopia eletronica de transmissao,

se a B. henselae infecta eritrocitos humanos maduros.

Uma amostra de um concentrado de hemacias foi infectada experimentalmente com uma
cepa-padrdio de B. henselae. Aliquotas de sangue foram coletadas da amostra
imediatamente apds a infec¢do experimental, no minuto 30 e nas horas 1, 5, 10 e 72 para

avaliacdo ultra-estrutural.

A B. henselae foi vista aderida a eritrocitos humanos dez horas apds a inoculacdo e no

interior de eritrdcitos apds setenta e duas horas.
Este estudo demonstra que a B. henselae se adere a e invade eritrocitos humanos maduros.

Nossos resultados favorecem a possibilidade de que os eritrécitos possam servir como um
nicho primario nas infec¢des causadas por Bartonella spp.. Diante desta observacao,
novos estudos deverdo ser realizados para prevenir a transmissdo transfusional da

Bartonella spp..

Resumo
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ABSTRACT




Bartonella henselae, a facultative intracellular bacterium, has been known as the agent of
cat scratch disease, bacillary angiomatosis, peliosis hepatis, endocarditis and bacteraemic

syndrome in humans.

Bartonella species can cause intraerythrocytic infections and have been isolated from
patients blood stream by several methods. It was demonstrated that B. bacilliformis and
B. quintana infect human endothelial cells and human erythrocytes and B. henselae infects

erythrocytes of cats.

The aim of our study was to investigate through transmission electron microscopy whether

B. henselae infects mature human erythrocytes.

One sample of red blood cell (RBC) unit received experimentally standard strain of
B. henselae. Blood aliquots were collected from infected unit immediately after inoculation,

on minute 30 and on hours 1, 5, 10 and 72 for ultrastructural evaluation.

B. henselae was seen adhered to human erythrocytes ten hours after inoculation and inside

the erythrocyte after seventy two hours.
This study demonstrates that B. henselae adhere to and invades mature human erythrocytes.

Our results favor the possibility that erythrocytes can serve as a primary target in
Bartonella spp. infections. From this observation, further studies are warranted to prevent

Bartonella transfusional transmission.

Abstract
xvi
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1.1- As bartonelas

As bactérias do género Bartonella compreendem numerosas espécies € sdo
responsdveis por um grande numero de doencas infecciosas emergentes e reemergentes.
Sdo pequenas bactérias Gram-negativas de crescimento lento, cocobacilares, fastidiosas,
que crescem melhor em meios enriquecidos com sangue e atmosfera com 5% de gds
carbonico (Slhessarenko, 1998; Maggi et al., 2005). Elas pertencem ao subgrupo alpha-2 da
classe Proteobacteria (Dehio, 2004).

A B. bacilliformis, desde a sua identificacdo por Alberto Barton em 1909,
era a unica espécie da familia Bartonellaceae, que junto com as familias Rickettsiaceae e
Anaplasmataceae formavam a ordem das Rickettsiales. Em 1991, observou-se estreita
relacdo filogenética entre a entdo chamada Rochalimaea quintana e a B. bacilliformis

(O'Connor et al., 1991).

O género foi posteriormente reclassificado, considerando-se a semelhanca
existente entre 0 DNA das bactérias dos géneros Rochalimaea e Bartonella, a homologia
entre as seqiiéncias da subunidade 16S rRNA (regido comum entre as bactérias
Gram-negativas) € o conteido de guanina-citosina de cada uma, além das suas
caracteristicas fenotipicas. Entdo, foi proposto 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 o mais antigo.
Assim, as quatro espécies do gé€nero extinto passaram a ser chamadas de B. quintana,

B. vinsonii, B. henselae e B. elizabethae (Brenner et al., 1993).

Numerosas espécies de Bartonella t€ém sido descritas recentemente

(Dehio, 2004; Eremeeva et al., 2007) (Quadro 1).

Trés espécies de Bartonella estdo associadas ao maior nimero de manifestacoes
clinicas em seres humanos. Sdo elas: B. bacilliformis (agente da febre de Oroya e da
verruga peruana), B. henselae (agente da doenga da arranhadura do gato, da angiomatose
bacilar, da peliose bacilar hepética, de endocardite e de septicemia) e B. quintana
(agente da febre das trincheiras, da angiomatose bacilar, de bacteremia e de endocardite)

(Anderson e Neuman, 1997; Dehio, 2004) (Quadros 1 e 2).

Introdugdo
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Entre as manifestacdes cutaneas das bartoneloses estdo: eritema nodoso,
granuloma anular, eritema multiforme, exantemas, purpura trombocitopé€nica, adenopatia
crOnica e sindrome da fadiga cronica tém sido associados com infec¢@o por Bartonella spp.

(Raoult et al., 1994; Anderson e Neuman, 1997).

A extrema diversidade da manifestacdo clinica das doencas depende da
infectividade da Bartonella spp. e da resposta imune do paciente, entre outros fatores
(Rolain et al., 2004). O desenvolvimento de quadros clinicos mais ou menos graves € a
diferenca de viruléncia entre as cepas estdo relacionados com a existéncia de diversos

genoétipos (Cornejo e Vizcarra, 1999; Blanco e Raoult, 2005).

O homem serve como reservatério natural para a B. bacilliformis e para a
B. quintana. A B. henselae infecta naturalmente os gatos, mas pode infectar o homem de
forma assintomdtica ou causar uma variedade de sintomas e a gravidade destes parece

depender da resposta imune do hospedeiro (Lindroos et al., 2006).

Muitas bartoneloses humanas tém ectoparasitas sugadores de sangue como
vetores: lutzomias, piolhos, pulgas e carrapatos (Velho et al.,, 2006). A transmissdo da
bactéria por carrapatos ainda nido foi comprovada, mas estudos recentes identificaram o
DNA da bartonela nestes ectoparasitas (Chang et al., 2001; Breitschwerdt et al., 2007)
(Quadro 2).

Cada espécie de Bartonella parece estar adaptada a um ou a poucos hospedeiros
reservatorios mamiferos, nos quais o agente causa uma bacteremia intra-eritrocitdria
persistente como marca da infeccdo (Dehio, 2001; Schulein et al., 2001). Isto acontece com
a infeccdo da B. henselae em gatos que sdo os reservatorios naturais desta bactéria.
As taxas de bacteremia e de soroprevaléncia para a B. henselae sdao altas em gatos de
regides geograficas quentes e Umidas, 7-43% e 4-81%, respectivamente (Dehio, 2004).
Os gatos infectados desenvolvem uma bacteremia recorrente que pode persistir por mais de

dois anos (Breitschwerdt e Kordick, 2000).

Estudos prévios demonstraram que a B. henselae induz a resposta imune
humoral especifica e também a mediada por células nos hospedeiros infectados natural ou

experimentalmente, incluindo gatos, humanos e ratos (Abbott et al., 1997; Regnath et al.,

Introdugdo
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1998; Guptill et al., 1999; Arvand et al., 2001; Chenoweth et al., 2004; Berghoff et al.,
2007). Os mecanismos relacionados a sobrevivéncia das bactérias por longos periodos,
apesar da vigorosa resposta imune do hospedeiro, ainda ndo estdo completamente
esclarecidos. Estudos relatam que as espécies de Bartonella podem persistir em um nicho
intracelular, de onde sdo liberadas ocasionalmente para invadir as células dos hospedeiros
(Dehio, 2001; Schulein et al., 2001; Mandle et al., 2005). Entretanto, o papel de outros
fatores que contribuem para a persisténcia da Bartonella nos hospedeiros infectados ainda

ndo foi estudado detalhadamente (Berghoff et al., 2007).

A Dbactéria pode persistir no sangue de hospedeiros naturais, de forma
assintomdtica e por longos periodos devido a um parasitismo intra-eritrocitrio

(Jacomo et al., 2002; Rolain et al., 2004).

O nicho primério intracelular em infeccdes por Bartonella sp. permanece ainda

desconhecido (Kyme et al., 2005).

A localizac@o intra-eritrocitdria da B. henselae tem sido demonstrada em
eritrocitos de gatos e a B. bacilliformis tem sido observada dentro dos eritrocitos humanos
durante a fase aguda da doenca de Carrién, a febre de Oroya (Rolain et al., 2001;

Rolain et al., 2003b).

A febre das trincheiras e a “febre das trincheiras dos dias modernos”
sdo manifestacdes da infeccdo por B. quintana, sendo esta observada nos eritrocitos de

pessoas bacterémicas (Anderson e Neuman, 1997; Rolain et al., 2003a; Rolain et al., 2004).

A Bartonella sp. apresenta um tropismo por células endoteliais e a localizagdo
intracelular da B. henselae pode ser identificada em células endoteliais infectadas

in vitro (Dehio, 2001).

Recentemente, foi demonstrado que a B. tribocorum é encontrada em eritrécitos

de ratos, mas ndo causa hemolise (Schulein et al., 2001; Jacomo et al., 2002).

Nos ultimos anos, o numero de Bartonella spp. identificadas aumentou
rapidamente € o género Bartonella atualmente contém 23 espécies e trés subespécies

(Eremeeva et al., 2007) (Quadro 1).

Introdugdo
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Em 2007, foi descrita uma nova espécie, a B. rochalimae, em um paciente com
febre, esplenomegalia e bacteremia, apds voltar de uma viagem ao Peru. A doenga foi
atribuida inicialmente a B. bacilliformis, o agente causal da febre de Oroya, que é endémica
na regiao dos Andes. Entretanto, a andlise genética revelou que esta nova bactéria estaria
mais proxima da B. clarridgeiae, usualmente encontrada em gatos. Esta é a décima

primeira bactéria deste género que pode infectar o homem (Eremeeva et al., 2007).

Quadro 1- Caracteristicas clinicas e epidemiologicas das espécies de Bartonella

identificadas (em destaque, as espécies relacionadas a doencas humanas).

Espécies de Bartonella Ano de Reservatorios Doencas no homem
descricao

B. bacilliformis 1909 Homem DC, BAC

B. talpae 1911 Toupeira

B. peromysci 1942 Veado, Rato

B. vinsonii subsp. vinsonii 1946 Roedores

B. quintana 1961 Homem FT, DAG, AB, LC, BAC,
END, SEP

B. henselae 1992 Gato, cdo, homem DAG, AB, PBH, LC,

e outros BAC, END, SEP, ENC

B. elizabethae 1993 Rato END, Neurorretinite

B. grahamii 1995 Camundongo Neurorretinite

B. taylorii 1995 Rato

B. doshiae 1995 Roedores

B. clarridgeiae 1996 Gato DAG

B.vinsonii subsp. berkhoffii 1996 Cio END

B. tribocorum 1998 Rato

B. koehlerae 1999 Gato END

B. alsatica 1999 Coelho

B. vinsonii subsp. arupensis 1999 Camundongo BAC, END

B. bovis (weissii) 1999 Boi

B. washoensis 2000 Roedores Miocardite

B. birtlesi 2000 Rato

B. shoenbuchensis 2001 Ruminantes

B. capreoli 2002 Ruminantes

B. rattimassiliensis 2004 Rato

B. phoceensis 2004 Rato

B. chomelii 2004 Boi

B. rochalimae 2007 ? BAC

DC, doenga de Carrién; FT, febre das trincheiras; DAG, doenga da arranhadura do gato; AB, angiomatose
bacilar; PBH, peliose bacilar hepatica; LC, linfadenopatia cronica; BAC, bacteremia; END, endocardite;

SEP, septicemia; ENC, encefalopatia.
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Quadro 2- Epidemiologia das principais espécies patogénicas a0 homem.

Espécies de Vetores Reservatorios Distribuicao
Bartonella geografica
B. bacilliformis Fleb6tomos Homem Regido dos Andes
(Lutzomyia verrucarum)
B. quintana Piolho do corpo Homem Universal
(Pediculus humanus
COTpOris)
B. henselae Pulga, carrapato Gato, cido Universal
(Ctenocephalides felis)

1.2- As bartoneloses

As infeccdes por Bartonella spp. podem afetar todos os 6rgios e sistemas.
Ja foram descritas manifestacdes respiratorias (ndédulos pulmonares e massas cervicais),
gastrointestinais (hepatoesplenomegalia, hepatite granulomatosa, peliose bacilar hepética e
abscesso hepatico), cardiacas (derrame pericardico, miocardite e endocardite),
hematoldgicas (anemia hemolitica e trombocitopenia), neuroldgicas (cefaléia cronica,
abscesso cerebral, encefalite, convulsdes, meningite asséptica e mielite), oftalmoldgicas
(sindrome de Parinaud, neuropatia Optica, retinite aguda, uveite e endoftalmite) e
dermatoldgicas (eritema nodoso, granuloma anular, eritema polimorfo, exantemas e
purpura). Febre persistente de origem indeterminada, fadiga crénica e bacteremia
assintomdtica também té€m sido detectadas em pessoas infectadas pela B. henselae
(Jacobs e Schutze, 1998; Tsukahara et al., 2000; Van Audenhove et al., 2001; Gerber et al.,
2002; Levy et al., 2003; Drancourt et al., 2004; Blanco e Raoult, 2005).

Onze bactérias do gé€nero Bartonella ja foram associadas a infeccdo em
humanos (B. bacilliformis, B. henselae, B. quintana, B. clarridgeiae, B. elizabethae,
B. grahamii, B. koehlerae, B. vinsonii subsp. berkhoffii, B. vinsonii subsp. arupensis,
B. washoensis e, recentemente, B. rochalimae), mas outras espécies t€m sido encontradas
em reservatorios animais, incluindo gatos, cachorros, veados, ledes, bovinos, coelhos,
roedores, golfinhos, ruminantes e tartarugas marinhas (Maggi et al., 2005; McGill et al.,
2005; Manfredi e Sabbatani, 2006; Eremeeva et al., 2007; Valentine et al., 2007)
(Quadros 1 e 2).
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A grande maioria das pessoas que apresentam DAG, PBH ou AB sao infectadas
pela B. henselae ou pela B. quintana (Breitschwerdt e Kordick, 2000; Chomel et al., 2004;
Boulouis et al., 2005).

Baseado nos resultados dos testes sorolégicos considera-se que a

B. clarridgeiae seja causadora da DAG (Clarridge et al., 1995; Kordick et al., 1997).

A B. elizabethae foi isolada em 1992 do sangue de um paciente
imunocompetente que apresentava quadro de endocardite e, posteriormente, de espécies de
roedores Rattus norvegicus. A B. grahamii, também isolada de espécies de roedores,
foi associada a um quadro de neurorretinite em humano (Kerkhoff et al., 1999;

McGill et al., 2005).

Casos de bacteremia e endocardite em humanos ja foram associados a

B. vinsonii (Roux et al., 2000; McGill et al., 2005).

A identificagdo de um novo patégeno humano, a B. washoensis, foi realizada
através do isolamento da bactéria no sangue de um paciente com quadro clinico de febre e

miocardite (Kosoy et al., 2003).

O DNA da B. koehlerae foi recentemente amplificado do sangue de um

paciente com endocardite (Avidor et al., 2004).

A identificacdo da B. rochalimae, neste ano, foi observada em uma paciente

que sofria com sintomas de anemia grave, esplenomegalia e febre alta (Eremeeva et al.,

2007).

Algumas doengas causadas por Bartonella spp. podem ter resolucdo
espontianea, mas em outros casos, a doenca pode ser fatal sem o tratamento antibidtico
adequado (Rolain et al., 2004). O tratamento dos pacientes infectados depende da doenca
clinica, da resposta do sistema imune do hospedeiro e da gravidade da doenca. A DAG ¢ a
manifestacdo clinica mais comum das infec¢cdes por bartonela e usualmente é autolimitada.
Em pacientes imunodeficientes (especialmente os pacientes com aids), as infeccdes podem
persistir por um longo periodo, sendo necessario administrar um tratamento profilatico

(Rolain et al., 2004; Dorbecker et al., 20006).
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Os macrolideos e as tetraciclinas sdo freqlientemente usados como antibidticos
de primeira linha para o tratamento da maioria das doencas causadas por Bartonella spp..
O tratamento com outros antibidticos como os aminoglicosideos, as fluoroquinolonas,
a rifampicina, a ceftriaxona e o cloranfenicol tem sido relatado com sucesso. Por estes
microorganismos serem fastidiosos e por haver um nimero limitado de cepas isoladas,
ha pouca informacdo disponivel da susceptibilidade dos antibidticos in vitro

(Margileth, 1992; Dorbecker et al., 2006).

A DC, a FT, a DAG e a AB s@o os quadros clinicos mais caracteristicos da

infeccdo por espécies deste género.

1.2.1- Doenca de Carrién

Em 1885, Daniel Alcidés Carrion, 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, que veio a falecer, durante quadro

febril, como o da febre de Oroya (Velho, 2001).

Em 1909, Alberto Barton, médico peruano, descreveu o agente etioldgico da
DC, a B. bacilliformis, a primeira espécie de Bartonella a ser descrita na literatura
(Bass et al., 1997). Ela é parasita intracelular de eritrocitos e de células endoteliais,
apresenta grande motilidade e pleomorfismo, ¢ multiflagelada-unipolar e cora-se em
vermelho-violeta a coloracdo de Giemsa em esfregacos sangiiineos (Garcia et al., 1990;

Bass et al., 1997).

A DC € uma doenca bifasica, representada por uma anemia hemolitica aguda
(febre de Oroya) e por uma fase cronica (verruga peruana). A doenca € transmitida pela
picada de mosquitos da espécie Lutzomia e o periodo de incubacdo no homem varia de
10 até 210 dias. Na febre de Oroya aproximadamente 100% dos eritrdcitos sdo parasitados,
produzindo um quadro de anemia grave e septicemia. O quadro clinico é grave e sem

tratamento pode ser fatal (Benson et al., 1986; Blanco e Raoult, 2005). A verruga peruana
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caracteriza-se pela presenca de uma ou multiplas lesdes cutaneas de aspecto angiomatoso,
papulosas e pruriginosas, que sangram com facilidade e que se acompanham de dor Ossea

(Blanco e Raoult, 2005).

Nos pacientes com febre de Oroya, o tratamento de elei¢do é o cloranfenicol,
associado a outros antibidticos, especialmente os betalactimicos ou as quinolonas
(Maguina et al., 2001; Blanco e Raoult, 2005). Para o tratamento da verruga peruana
emprega-se a rifampicina ou a estreptomicina. Recentemente, a ciprofloxacina tem sido
usada com sucesso para o tratamento de adultos com multiplas lesdes eruptivas,

assim como a azitromicina (Rolain et al., 2004).

1.2.2- Febre das trincheiras

A FT foi reconhecida como entidade clinica na epidemia da Primeira Grande
Guerra, em 1915. Nesta epidemia foi estimado que mais de um milhdo de pessoas tivessem
sido afetadas, predominando em militares, tanto das tropas alemas quanto dos aliados

(Maurin e Raoult, 1996).

Também denominada de febre dos cinco dias (quintana), a FT € causada pela
B. quintana, encontrada na saliva e nas fezes dos piolhos do corpo, infectando o homem
quando a pele estd lesada. Com um periodo de incubacdo entre 15 a 25 dias, a infec¢ao
pode ser assintomdtica ou evoluir para doenca grave. Aproximadamente metade dos
infectados tem um quadro gripal, de instalagdo abrupta, porém, sem sintomas respiratorios
e de curta duracdo. Pode ocorrer febre alta e prolongada por semanas, sugerindo febre
tiféide. Mesmo que os pacientes se encontrem assintomdticos, estes devem receber
tratamento pelo alto risco de desenvolverem endocardite (Raoult, 1999; Blanco e

Raoult, 2005).

O tratamento da FT e da bacteremia cronica € feito com a associagdo de

doxiciclina e gentamicina (Rolain et al., 2004).

A B. quintana foi associada a quadros de bacteremia cronica em pessoas
indigentes e etilistas, sobretudo em populagdes com prevalente infestacdo por piolhos do

corpo, com mas condicdes de higiene pessoal e de saneamento. Este quadro clinico
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reemergente estd sendo chamado de “febre das trincheiras urbanas dos dias modernos”

(Stein e Raoult, 1995; Anderson e Neuman, 1997; Brouqui et al., 1999).

A bacteremia cronica que ocorre nos pacientes infectados pode estar associada

ao aparecimento de endocardite e de AB (Jacomo et al., 2002).

1.2.3- Doenca da arranhadura do gato

Em 1950, Robert Debré, professor de pediatria na Universidade de Paris,
fez a primeira publicagdo da doengca que ja era conhecida como entidade clinica.
Mas somente em 1992, Dolan e seus colaboradores fizeram o isolamento da B. henselae

nos linfonodos de pacientes infectados (Jacomo et al., 2002; Eymin et al., 2006).

A DAG € descrita na maioria dos paises do mundo e € a expressado clinica mais
freqiiente da infeccdo por bartonelas. E uma doenga comum e autolimitada,
sendo a principal causa de linfonodomegalia benigna em criangas e adultos jovens

(Dehio e Sander, 1999).

A B. henselae é o principal agente causador da doenca, mas foram descritos
casos isolados relacionados com a B. clarridgeiae, com a B. quintana e com a Afipia felis,

um outro bacilo Gram-negativo (Kordick et al., 1997; Azevedo et al., 2000; Velho, 2001).

Em 90% dos casos existe um antecedente de contato com gatos através da
arranhadura e/ou mordedura, com uma maior incidéncia nos pacientes que possuem gatos
menores do que um ano de idade (Blanco e Raoult, 2005). O gato doméstico é o principal

reservatorio, mas o cao também ja foi descrito (Chung et al., 2005).

A transmissdo entre os gatos ocorre através da pulga Ctenophalides felis, sendo

esta o vetor principal da bactéria entre os felinos (Chomel et al., 1996; Jacomo et al., 2002).

As manifestacdes clinicas dependem do estado imunolégico do paciente.
O quadro clinico tipico que acomete os individuos imunocompetentes caracteriza-se pela

presenca de linfadenopatia regional precedida por uma pédpula eritematosa, ndo-pruriginosa,
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no local do trauma. Em 85% dos casos as adenopatias sdo unicas. O periodo de incubagdo é

de poucos dias a varias semanas (Carithers, 1985; Eymin et al., 2006).

Sdo descritas formas atipicas da doenca em 5 a 14% dos individuos infectados,
incluindo a sindrome 6culo-glandular de Parinaud, febre prolongada, fadiga, perda de peso,
mialgia, artralgia, esplenomegalia, encefalites e outros sintomas neuroldgicos.
ManifestagOes cutdneas podem ser purpura trombocitopénica, exantemas maculo-papulares,
eritema anular, eritema multiforme e como eritema nodoso (Velho, 2001; Werner et al.,

2006).

O diagndstico soroldgico mais utilizado € a deteccdo de titulos de IgG através
da IFI. Os titulos menores que 1:64 podem representar infec¢do antiga. Os pacientes com

DAG freqiientemente apresentam titulos iguais ou maiores que 1:256 (Eymin et al., 2000).

O exame anatomopatoldgico, embora caracteristico, ndo é patognomoOnico da
DAG. Os achados histolégicos na lesdo primaria e no linfonodo acometido sdo
semelhantes, constituindo-se de formagdo de granulomas com drea necrdtica central,
circundadas por linfécitos e histidcitos e com infiltrado neutrofilico (Slhessarenko, 1998;

Velho et al., 2002).

O tratamento é questiondvel nos pacientes imunocompetentes pelo fato da DAG
ser uma doenca benigna e autolimitada. Varias associa¢des de antibidticos tém sido usadas
para tratar os pacientes que apresentam complicagdes da DAG (retinite, encefalopatias e
hepatite). A resposta clinica ao tratamento é mais bem observada quando se utiliza a
associacdo de doxiciclina com rifampicina (Rolain et al., 2004). Foi realizado um tnico
estudo prospectivo, duplo-cego, com azitromicina em pacientes imunocompetentes com
DAG ndo complicada. Apdés 30 dias, os pacientes tratados com este antibidtico
apresentaram uma reducgdo significativa no volume do linfonodo em comparacdo com o
grupo-placebo. Mas, ndo foi demonstrada nenhuma eficdcia da azitromicina para o
tratamento da DAG disseminada, nem para a preven¢do da evolu¢do da DAG localizada

para a doenga disseminada ou para a prevencdo de complicacOes (Bass et al., 1998).
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1.2.4- Angiomatose Bacilar

A AB foi descrita pela primeira vez, em 1983, durante o aparecimento da aids.
A AB ¢ mais freqiiente em pacientes imunodeficientes, especialmente os soropositivos para
o HIV, mas raramente pode comprometer individuos imunocompetentes. E causada pela
B. henselae e pela B. quintana (Regnery et al., 1992; Tappero et al., 1993; Anderson e
Neuman, 1997; Rolain et al., 2004).

As lesdes caracterizam-se por proliferacdo capilar disposta em 16bulos.
As manifestacdes muco-cutaneas sdo as mais freqiientes e podem ser papulosas, tumorais
ou nodulares, solitdrias ou mdltiplas. Pode haver lesdes praticamente por todo o corpo € o
principal diagnéstico diferencial é o sarcoma de Kaposi, com o qual pode co-existir
(Cockerell e LeBoit, 1990; Maurin e Raoult, 1996; Spach e Koehler, 1998).
Outros diagndsticos diferenciais das lesdes cutaneas devem incluir: granuloma piogénico,
hemangioma, tumores subcutineos, angiossarcoma e verruga peruana (Cornejo e Vizcarra,

1999; Rolain et al., 2004).

A AB pode apresentar manifestacOes extracutaneas, afetando a mucosa
respiratdria e gastrointestinal, figado, baco, medula éssea, linfonodos, musculos e sistema

nervoso central (Cornejo e Vizcarra, 1999).

Tanto a AB como a PBH sao diferentes manifesta¢des clinicas de um processo
de proliferacdo vascular secundarias a infeccdo pelo gé€nero Bartonella e que ocorrem
principalmente nos pacientes com imunodeficiéncia adquirida (Vasquez et al., 2007).
A PBH caracteriza-se por lesdes angioproliferativas associadas a dilatacdes capilares com
formacdo de espagos cavernosos cheios de sangue e ocorre no figado, baco ou medula

ossea (Loutit, 1997; Raoult, 1999).

Embora o diagndstico possa ser ajudado por exames microbioldgicos,
sorolégicos e por técnicas moleculares, na prética clinica € o exame histolégico que mais

facilmente possibilita o diagnéstico (Velho et al., 2002).

De evolucdo potencialmente fatal, usualmente apresenta rdpida resposta a
antibioterapia com eritromicina ou doxiciclina. O tratamento deve ser prolongado,
durante dois a quatro meses, para diminuir o risco de recorréncias (Cockerell et al., 1987;

Maurin e Raoult, 1996).
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1.2.5- Outras doengas

B. quintana, B. henselae, B. elizabethae, B.vinsonii subsps. berkhoffii,
B. vinsonii subsps. arupensis, B.kohlerae e B. alsatica foram isoladas de pacientes com
endocardite bacteriana. A maioria dos pacientes com endocardite devido a B. henselae tem
histéria de exposicdo a gatos e apresentam lesdes pré-existentes na valvula cardiaca

(Gouriet et al., 2007).

As endocardites com culturas negativas representam entre 2,5 a 31% de todas
as endocardites. Entre as possiveis causas, destacam-se a antibioticoterapia prévia na
realizacdo dos hemocultivos, a presenca de bactérias de crescimento lento e a dificuldade
de algumas bactérias para crescer nos meios de cultivo convencionais. Atualmente,
as endocardites por Bartonella spp. representam de 1 a 17% de todos os casos de

endocardites e a B. quintana é a espécie implicada com mais freqiiéncia (Oteo et al., 2006).

A existéncia de bacteremias cronicas € demonstrada nas infec¢des por
B. bacilliformis, B. henselae e B. quintana. Mesmo que os pacientes estejam
assintomaticos, estes devem receber tratamento devido ao elevado risco de desenvolverem

endocardite (Blanco e Raoult, 2005).

Os quadros de bacteremia relacionados com infeccdo por bartonela
caracterizam-se pelo desenvolvimento de uma sintomatologia prolongada que inclui mal
estar, fadiga, anorexia, emagrecimento e febre recorrente. Os sintomas podem se apresentar
por semanas a meses antes da realizacdo do diagndstico pelo isolamento da bactéria nos
cultivos de sangue. Esta forma da doenca é descrita em pacientes com aids, pacientes com
outros tipos de imunodeficiéncia e também em pacientes imunocompetentes

(Cornejo e Vizcarra, 1999).

A bacteremia nos pacientes com infeccdo pelo HIV caracteriza-se pelo
surgimento, de forma insidiosa, de astenia, dor difusa, febre, calafrios, anorexia e perda de
peso. Na auséncia de tratamento, a duragdo do quadro pode ser prolongada e as recidivas

sdo freqilientes (Koehler et al., 1997).

Linfadenopatia cronica, sindrome da fadiga cronica, febre de origem
indeterminada, septicemias, manifestacdes neuroldgicas, psiquidtricas, oftalmoldgicas,

Osseas e hematologicas também sdo associadas a infec¢do por estes agentes (Velho, 2001).
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1.3- A Bartonella henselae

A infeccdo por B. henselae é uma zoonose de distribuicdo mundial.
Em individuos imunocompetentes a manifestacdo clinica mais freqiiente ¢ a DAG cléssica.
Nos pacientes imunodeficientes, principalmente naqueles com alteracdo da imunidade
celular, a infec¢do € mais grave e se manifesta com quadros de AB, endocardites,

bacteremia e PBH (Ferres et al., 2005).

Ao exame microscopico, a B. henselae € caracterizada por pequenos bacilos
Gram-negativos, ligeiramente encurvados, de 0,5 a 0,6 pm de didmetro e 2 pm de
comprimento (Cornejo e Vizcarra, 1999). As colOnias de primo-isolamento desta bactéria
sdo esbranquicadas, secas, auto-aderentes, delicadas, com aspecto de couve-flor e

incrustadas no dgar (Velho et al., 2002).

A cepa Houston-1 da B. henselae, identificada em 1992, tem sido implicada na
etiologia da DAG, AB, PBH, endocardite, febre com bacteremia recorrente, osteomielite e
de vérias desordens neuroldgicas. A cepa Marselha da B. henselae foi associada 8 DAG em
paciente imunocompetente (McGill et al., 2005). A possibilidade de desenvolvimento de
quadros clinicos mais ou menos graves estd relacionada com a existéncia de diversos

gendtipos e/ou com a imunidade do hospedeiro (Blanco e Raoult, 2005).

A incidéncia anual de todas as infec¢des por B. henselae em humanos é
desconhecida. Nos Estados Unidos da América, em todas as suas regioes,
foram diagnosticados 22 mil casos de DAG ao ano com mais de duas mil internagdes

anuais (Bass et al., 1997).

Das espécies de Bartonella, a B. henselae € a bactéria isolada do maior ndmero
de animais. Ela € capaz de conviver de forma assintomdtica com a maioria deles, inclusive
com o homem. Os gatos domésticos sdo considerados os principais reservatorios da
B. henselae, sendo esta bactéria transmitida entre eles principalmente pela picada da pulga
(Ctenocephalides felis). A prevaléncia entre gatos varia de acordo com a regido geografica
e pode ser maior que 80% entre os gatos sadios e 55% destes podem estar bacterémicos

(Ferres et al., 2005; Werner et al., 20006).
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No Brasil, um estudo de soroprevaléncia da B. henselae entre gatos recolhidos
nas ruas de Sao Paulo mostrou que 46% deles apresentavam sorologia positiva para esta

bactéria e destes 33% eram bacterémicos e assintomaticos (Slhessarenko et al., 1996).

Deste modo, a B. henselae pode estar presente como agente zoon6tico de forma
endémica nos grupos de populacdo que se expdem aos gatos. O risco € de especial
importincia nos pacientes imunodeficientes primdrios e secunddrios (principalmente
imunodeficiéncia pela aids), nos quais a histéria de contato com gatos é um antecedente
importante diante de quadros infecciosos e/ou de febre de origem indeterminada.
Ao mesmo tempo, esta informacdo também é de extrema importancia nos pacientes
imunocompetentes que apresentam linfadenopatias regionais, sindrome febril prolongada e
outras manifestacdes atipicas como encefalites, retinites e granulomas hepatoesplénicos

(Ferres et al., 2005).

1.4- Infec¢ao de células e de eritrécitos

A fisiopatologia da infeccdo pelas diferentes espécies de Bartonella é complexa
e todas apresentam em comum o fato de possuirem tropismo pelas hemacias e pelas células
endotelias. A habilidade de uma bactéria causar proliferacdo de células endoteliais,
resultando na formacdo de novos vasos, é Unica no género Bartonella (Anderson e

Neuman, 1997).

Os eritrocitos humanos podem ser infectados pelos protozoarios
Plasmodium sp. e Babesia sp. e por bactérias da familia Bartonellaceae, como a
B. quintana e a B. bacilliformis (Ihler, 1996; Dehio, 2001; Rolain et al., 2003a;
Rolain et al., 2003b).

A capacidade de invasdo da B. henselae foi demonstrada em células endoteliais,
células epiteliais, mondcitos e macréfagos (Batterman et al., 1995; Dehio et al., 1997;

Kempf et al., 2000; Kempf et al., 2001; Resto-Ruiz et al., 2002; Kempf et al., 2005).

A localizag@o intra-eritrocitiria da B. henselae foi descrita somente em

eritrocitos de gatos (Kordick e Breitschwerdt, 1995; Dehio, 2001; Rolain et al., 2001).
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Os modelos de experimentacdo animal nos permitem conhecer que, apos a
inoculacdo das bartonelas no sangue, estas desaparecem a microscopia eletronica confocal
rapidamente da corrente circulatéria, permanecendo estéril, pelo menos, durante 72h.
Posteriormente, do 4° ao 5° dia, apds a inoculacdo, estas bactérias reaparecem no sangue.
O nicho primdrio da infeccdo por Bartonella ainda permanece desconhecido

(Blanco e Raoult, 2005; Kyme et al., 2005).

A bactéria pode persistir no sangue de hospedeiros naturais de forma
assintomdtica e por longos periodos, resultando numa bacteremia intra-eritrocitaria
persistente como marca da infeccdo (Jacomo et al., 2002; Dehio, 2004; Rolain et al., 2004;

Boulouis et al., 2005).

Em individuos imunodeficientes, a B. henselae promove proliferacio tumoral
das células endoteliais na pele e nos 6rgdos internos, causando respectivamente a AB e a

PBH (Kempf et al., 2005).

A infeccdo humana persistente com B. bacilliformis e B. quintana tem sido
documentada, enquanto que a infec¢cdo com B. henselae é geralmente considerada

autolimitada (Brouqui et al., 1999; Chomel et al., 2003; Boulouis et al., 2005).

Recentemente, o DNA da B. henselae foi amplificado no sangue de uma crianca

quatro meses ap6s o diagndstico da DAG (Arvand e Schad, 2006).

No ano de 2007, foi realizado um estudo da B. henselae no sangue de pessoas
imunocompetentes que tiveram contato freqliente com gatos e exposicdo a alguns
artropodos (pulgas, carrapatos, mosquitos, piolhos), concluindo que a B. henselae pode

induzir infec¢do oculta em pessoas imunocompetentes (Breitschwerdt et al., 2007).

1.5- Ultra-estrutura das bartonelas

A andlise da ultra-estrutura das bartonelas em tecidos, através da microscopia
eletronica, permite a identificacdo de bacilos intra e extracelulares. O citoplasma bacilar

contém uma substincia protéica elétron-densa, homogénea e amorfa, podendo apresentar
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granulos elétron-densos agregados e também filamentos finos. S3o encontradas dreas
escuras (dark spots) que correspondem ao DNA densamente compactado e areas claras que
ocorrem devido a distribuicio mais homogénea deste material ou a auséncia dele

(Merrell et al., 1978; Cockerell et al., 1991; Velho, 2001).

Quando observadas através da ME, as bactérias Gram-negativas exibem uma
tipica parede trilaminar delgada, em torno de 10 nm de espessura, apresentando um
contorno irregular. As trés laminas sdo formadas por uma membrana externa de
lipopolissacdride, por um espaco peripldsmico (peptideoglicano) e por uma membrana

citoplasmatica (Merrell et al., 1978; Guptill et al., 2000).

H4 na literatura controvérsia em relacdo a identidade das estruturas
intra-eritrocitdrias observadas pela ME, se bactérias de fato ou apenas pseudo-inclusdes.
As pseudo-inclusdes sdo artefatos de preparacdo quando os eritrécitos fixados sdo
seccionados através de uma borda irregular e vistos em duas dimensdes. Estes artefatos sao
pleomoérficos e podem se assemelhar a bactéria. As pseudo-inclusdes sao cercadas por uma
unica parede lipidica e contém destrocos que lembram o DNA bacteriano.
Comprovando este fato, Guptill et al. (2000) realizaram um estudo infectando
experimentalmente gatos livres de patégenos especificos com B. henselae e, através da ME,
detectaram pseudo-inclusdes nos eritrocitos dos gatos infectados, mas também nos
eritrocitos de gatos ndo infectados pela bactéria. Assim, adotaram como critério para a
andlise da ultra-estrutura da bactéria a identificacdo da parede trilaminar

(Guptill et al., 2000).

1.6- Métodos diagnoésticos

As espécies de Bartonella t€m sido demonstradas em pacientes por varios

métodos, como exame direto, cultura, exame histopatolégico, sorologia, PCR e ME.

Nao existe um método padrao-ouro para o diagndstico das bartoneloses.
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1.6.1- Exame direto

O esfregaco sangiiineo, corado pelo método de Giemsa, é descrito no
diagnéstico da infeccdo pela B. bacilliformis e € utilizado no seguimento do paciente para
avaliacdo do progndstico, j4 que o encontro de bactérias mais cocdides indicam boa
evolucao do quadro clinico. Quadros febris, sobretudo acompanhados de anemia, poderao
ter a sua etiologia infecciosa definida a partir deste exame. Na febre de Oroya, este método
diagndstico € extremamente util, pois 80 a 100% dos eritrdcitos circulantes podem estar

parasitados (Garcia-Caceres e Garcia, 1991; Bass et al., 1997; Velho et al., 2002).

1.6.2- Cultura

Para o cultivo das espécies de Bartonella, € necessério utilizar o emprego de um
meio enriquecido com sangue (coelho, carneiro ou cavalo), além de uma atmosfera com

5% de CO,em uma temperatura a 37° C (Blanco e Raoult, 2005).

A cultura da bactéria a partir de amostras de tecidos ou de sangue nao € o
melhor método diagndstico para estes agentes, pois requerem meios enriquecidos com
sangue e com altos niveis de CO;, (Anderson e Neuman, 1997). O isolamento da bartonela
pela cultura € dificil, pois o crescimento bacteriano € lento, ocorrendo entre duas a
seis semanas de cultivo. A cultura sanguinea ou tecidual, ndo se aplica a rotina dos
laboratérios de patologia clinica, tanto por seu tempo prolongado de cultivo quanto pelas
condi¢des especiais necessdrias para o crescimento das bactérias (Bergmans et al., 1997;

Zanutto, 2000).

1.6.3- Exame histopatolégico

No exame histopatolégico sdo encontrados dois padrdoes de infec¢do por
bartonela, a angioproliferacdo e o padrdo granulomatoso. Nas doencas granulomatosas de
etiologia desconhecida as bartonelas devem ser pesquisadas. O exame histopatoldgico € tutil

para o diagnéstico de AB, PBH, verruga peruana e DAG. A AB e a verruga peruana sao
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histologicamente indistinguiveis e caracterizam-se por proliferacao endotelial disposta em
16bulos. Na DAG, os achados histoldgicos sdo granulomas com drea necrética central,
formando microabscessos. Na peliose bacilar observam-se dilatacdes capilares associadas
a angioproliferacdo. A coloracdo com hematoxilina-eosina revela processos inflamatdrios
inespecificos, necessitando de coloragdes especiais que podem aumentar a sensibilidade do
exame. A coloracdo pela prata pode facilitar a identificacdo destes agentes

(Anderson e Neuman, 1997; Blanco e Raoult, 2005).

1.6.4- Sorologia

O diagnéstico sorolégico € o mais utilizado. As técnicas para detectar
anticorpos séricos sdo a IFI e as provas de imunoabsor¢do ligadas a enzimas (ELISA).
O teste da IFI € o mais utilizado para o diagnéstico de DAG. Dependendo da forma de
obtencdo do antigeno (dgar ou cultivo celular) a resposta soroldgica pode variar.
A diferenca dos métodos de cultivo convencional para os meios de cultivo que empregam
linhagens celulares (células endoteliais) € que estes s@o 0s mais sensiveis € 0 crescimento

das bactérias € mais rapido (La Scola e Raoult, 1999; Blanco e Raoult, 2005).

Por outro lado, variacdes genotipicas podem explicar a existéncia de
discordancias soroldgicas observadas (Blanco e Raoult, 2005). O ponto de corte do
diagndstico para os pacientes com DAG € um titulo de I1gG 1:64 e daqueles com
endocardite é de 1:800. Podem existir reacOes cruzadas entre as espécies B. henselae e
B. quintana, como também com outras espécies do género Chlamydia. A sorologia pode ser
negativa nos pacientes infectados pelo HIV (Maurin et al., 1997; Blanco e Raoult, 2005;
Boulouis et al., 2005).

Para La Scola e Raoult, a sorologia ndo serve para o diagndstico de AB,
j4 que seus pacientes foram na grande maioria soronegativos e tiveram o diagndstico
confirmado em 100% deles pela detec¢do génica por PCR (La Scola e Raoult, 1999).
A variabilidade antigénica entre as cepas de B. henselae também pode causar resultados

falso-negativos na IFI em pessoas com suspeita de DAG (Breitschwerdt et al., 2007).
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1.6.5- PCR

As técnicas de deteccdo genética pela PCR tém a finalidade de auxiliar no
diagnostico da infec¢do pelas Bartonella spp. e também nos estudos epidemioldgicos das
espécies e cepas desse gé€nero ou em sua genotipagem. Sua identificagdo baseia-se na
caracterizacdo molecular da cultura obtida ou do material suspeito da infecgdo.
Esses materiais podem ser coletados por bidpsia ou por aspirado de linfonodos.
Podem-se empregar bactérias que crescem de hemoculturas de pacientes com endocardite
ou febre, amostras de tecidos ou utilizar cultura de bactérias armazenadas em laboratorios
(Velho, 2001; Boulouis et al., 2005). A regido intergénica 16S-23S rRNA mostrou-se um
alvo apropriado por conter regides com seqiiéncias génicas divergentes o suficiente para

permitir a diferenciacio de espécies (Jensen et al., 2000).

Comparados a cultura bacterioldgica, a extragdio do DNA de amostras de
tecidos para a realizacdo da PCR tem sido o melhor método para o diagndstico de infec¢ao
por bartonela no homem. Amostra de tecidos congelados ou espécimes de bidpsia fresca
podem ser facilmente testados. A anélise do PCR de tecidos embebidos na parafina é mais

dificil, porém possivel de realizagao (Boulouis et al., 2005).

O uso da PCR ainda € limitado, pois nao faz parte da rotina da maioria dos

laboratdrios de patologia clinica ou dos hospitais, ficando restrito aos centros de pesquisa.

1.6.6- Microscopia eletronica de transmissao

A ME, embora possibilite o diagnéstico pelo encontro dos bacilos,
ndo diferencia as espécies de Bartonella. Através deste método, observam-se bacilos intra e
extracelulares com alteracio da ultra-estrutura das células do hospedeiro.
Medem aproximadamente 0,2 pum de didmetro e 1,0 pm a 2,5 pm de comprimento

(Hadfield et al., 1985; Wear et al., 1985).

A ME permite a individualizacdo dos agentes de parede trilaminar.

A parede celular de aspecto trilaminar, que caracteriza a bactéria Gram-negativa, € formada

N

por glicocélix no exterior, uma fina camada semelhante a peptideoglicano ao redor do
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protoplasma bacilar. Material elétron-lucente (um vacuiolo) e substincia elétron-densa
homogénea e amorfa sdo encontrados no citoplasma bacilar (Guptill et al., 2000;
Velho, 2001; Velho et al., 2006). A parede trilaminar ndo € especifica para o género,
mas nao existem outros agentes bacterianos conhecidos que apresentem esta caracteristica e

sejam intra-eritrocitarios.

Estas informacdes demonstram que nao existe um método padronizado para o

diagndstico das bartonelas. Nenhum método € capaz de diagnosticar todos os casos.

A cultura foge da rotina dos laboratérios de microbiologia,
pois estes desprezam as culturas negativas em sete dias e o crescimento das bartonelas pode
ser muito lento. O exame histolégico ndo permite a defini¢do do diagndstico nosoldgico e
as técnicas de detec¢do genética ndo estdo disponiveis para uso clinico na maioria dos

centros médicos do mundo (Velho et al., 2003).

A sorologia, através da IFI, € o método mais utilizado para o diagndstico das
bartoneloses, porém os kits sorolégicos estdo disponiveis somente para as pesquisas

(Velho et al., 2003).

A ME € um método caro e estd disponivel em poucos servicos.
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2- OBJETIVO
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Avaliar a capacidade de invasao da B. henselae em eritrocitos humanos através

da microscopia eletronica de transmissao.
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3- METODOS
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3.1- Bartonella henselae

A cepa de B. henselae (Houston 1, American Type Culture Collection,
Rockville, MD, ATCC 49882T) utilizada neste estudo foi fornecida pelo banco de bactérias
do Instituto Adolpho Lutz, Sdo Paulo, SP, Brasil e encaminhada ao Laboratério de
Patologia Clinica, setor de Microbiologia, do Hospital das Clinicas, HC-Unicamp, onde foi

mantida.

3.2- Crescimento das colonias

As bactérias foram semeadas em placas de Petri, em meio de dgar enriquecido
com 5% de sangue de carneiro e incubadas em estufa a 37°C, sob uma atmosfera com

5% de CO:..

Os meios de cultura utilizados foram preparados no préprio servico.
Foram utilizados meios com 24 horas de preparo, guardados sob refrigeracdo a 8°C,

sendo aquecidos a temperatura ambiente imediatamente antes da semeadura.

3.3- Suspensao bacteriana

As colOnias destas bactérias, com dez dias de crescimento, foram coletadas
superficialmente e diretamente do &4gar de uma das placas e imersas em BHI

(Brain Heart Infusion, Oxo1d®) para a obtencdo da suspensao de inoculagao.

Esta suspensdo foi diluida com BHI até a equivaléncia com o tubo 10 da escala
de McFarland. Este procedimento permitiu a obtencdo de uma suspensdo inicial com
concentracio de aproximadamente 3x10° unidades formadoras de colonia/mL

(Velho et al., 2002).

3.4- Infeccao experimental do eritrécito humano

Uma unidade de CH, proveniente de doador de sangue sadio, foi coletada em
CPDA-1 (Fresenius, Asem-NPBI, Itapecerica da Serra, Sao Paulo, Brazil). O sangue foi
centrifugado (3500g, 10 min) para a preparacdo do CH e nenhuma solucdo preservativa foi

adicionada.
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Foram coletados nove mL do CH em sistema estéril (sterile connecting
sampling site coupler, Baxter Healthcare Corporation, Deerfield, USA) e estes foram
infectados com um mL da suspensdo de bactérias. Imediatamente apds, SOuL. do CH foram
coletados no minuto zero e o restante do CH infectado foi mantido incubado a 37°C.
Outras cinco aliquotas também foram coletadas no minuto 30 e nas horas: 1, 5, 10 e 72 para
posterior avaliacio a ME de transmissdo, apds conservacdo em meio de Karnovisky

(Velho, 2001).

3.5- Microscopia eletronica de transmissao

As amostras foram posteriormente fixadas em tetréxido de 6smio a 2% por duas
horas, foram deixadas over night em acetato de uranila 0,5%. A desidratacdo foi executada
em uma série crescente de solucdes de acetona e a inclusdo foi feita em resina epoxi,
permanecendo na estufa a temperatura de 60°C por 48 horas. Cortes semifinos,
com aproximadamente 300 nm, foram feitos com navalha de vidro no ultramicré6tomo
MT-6000 XL-RMC e corados com azul de toluidina 2% para melhor selecio da érea.
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, e foram examinados no microscépio eletronico LEO-906 da Zeiss.

3.6- Critério para identificacao da B. henselae a microscopia eletronica de transmissao

Na analise dos cortes ultrafinos através da ME foram estudados o tamanho,
a cor e a forma das estruturas observadas. O critério utilizado para a identificagdo da
ultra-estrutura da bactéria foi o tamanho e a forma compativeis, quando comparada ao
eritrécito, e a observagdo da tipica parede trilaminar, caracteristica das bactérias Gram-

negativas.
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4- RESULTADOS
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Foram examinados todos os tempos de infec¢do, mas ndo foram encontradas
estruturas aderidas e nem estruturas intra-eritrocitarias, nos tempos 0, 30min,1h e 5h apds a

infeccdo, que atendessem ao critério para a identificagdao da bactéria ja descrito.

A B. henselae foi vista aderida a eritrocitos humanos 10h apds a inoculagdo e

dentro de eritrécitos humanos apds 72h (Figuras 1 e 2).

Na Figura 1, as duas bartonelas aderidas ao eritrdcito estdo envolvidas por uma
Unica membrana externa que compde a parede trilaminar, tipica das bactérias
Gram-negativas. Na superficie da membrana do eritrécito, onde as bactérias se encontram
aderidas, ha uma alteracdo na densidade desta membrana. Na Figura 2, a bactéria
encontra-se no interior do eritrécito, junto a um vacuiolo, apresentando as mesmas
caracteristicas da B. henselae da cepa ATCC 498827 isolada de uma colonia,

como observada na Figura 3.

Figura 1- Microscopia eletronica de transmissao demonstrando a adesdo da B. henselae ao
eritrocito humano apds 10h da infeccdo. A andlise da ME demonstrou a tipica

parede trilaminar (x 20.000).
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Figura 2- Microscopia eletronica de transmissdo demonstrando a invasdo do eritrdcito

humano pela B. henselae ap6s 72h da infec¢ao (Aumento original x 35.970).

Figura 3- Microscopia eletronica das colonias da cepa padrdo da B. henselae ATCC
49882" recuperadas do 4gar, apés 35 dias de crescimento, apresentando a
mesma morfologia da bactéria observada dentro do eritrécito € a parede

trilaminar caracteristica desta bactéria (Aumento original x 80.000).
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5- DISCUSSAO
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As Dbartonelas sdo um fascinante grupo de patégenos emergentes.
Apresentam tropismo por células endoteliais e eritrocitos, conferindo a elas uma excecao ao
postulado de Koch, o qual afirma que as bactérias ndo ocorrem no sangue e nos tecidos do
homem sadio. Ao contrdrio desta premissa, culturas de sangue obtidas de individuos
imunocompetentes apresentam positividade para as espécies de Bartonella (La Scola e

Raoult, 1999; Jacomo et al., 2002; Breitschwerdt et al., 2007).

As bartoneloses humanas sdo doengas cuja patogénese ainda € pouco
conhecida. Periodos prolongados de parasitismo intra-eritrocitdrio sdo fundamentais na
patogenicidade das espécies de Bartonella (Schulein et al., 2001; Schulte et al., 2006).
Como exemplo, a B. bacilliformis, agente da febre de Oroya, invade os eritrocitos humanos
e causa uma anemia hemolitica grave, marca da fase febril e imunossupressora da doenca

de Carrién (Mitchell e Minnick, 1995; Velho et al., 2000).

A B. henselae ¢ uma das mais estudadas bactérias do género e € conhecida
como agente da DAG, AB, PHB, bacteremia, de endocardites, entre outras doencgas
(Rolain et al., 2001). Dentre as espécies de Bartonella, esta € a responsavel pelo maior
nimero de manifestacdes clinicas (Kempf et al., 2005). Vérias dermatoses, entre outras
manifestacdes pouco usuais, foram associadas a B. henselae, como eritema nodoso,

granuloma anular, eritema polimorfo, exantemas e purpura (Velho et al., 2006).

Alguns ectoparasitas sugadores de sangue sdo vetores para as bartoneloses:
lutzomias, piolhos, pulgas e carrapatos (Velho et al., 2006). A B. henselae encontra-se nas
fezes das pulgas dos gatos (principais reservatdrios desta bactéria), mas ainda ndo se sabe a

importancia da pulga como vetor para o homem (Boulouis et al., 2005).

Um estudo da soroprevaléncia para a B. henselae em gatos recolhidos nas ruas
de S@o Paulo mostrou que 46% destes apresentavam sorologia positiva € 33% eram
bacterémicos de forma assintomdtica (Slhessarenko et al., 1996). O organismo também foi
isolado do sangue de 40 a 70% de gatos aparentemente sauddveis, dependendo da
localizagdo geografica estudada (Breitschwerdt e Kordick, 2000; Dehio, 2004).
Portanto, estes resultados demonstram a alta incidéncia da B. henselae nestes reservatorios,

mesmo que estes se encontrem assintomaticos.
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Em humanos, a andlise da soroprevaléncia da infeccao pela B. henselae
mostrou positividade em 2 a 6% da populacdo normal nos Estados Unidos, 48% na Suica e
19% na Alemanha (Velho, 2001). No Brasil, estudo soroepidemiolégico para a B. quintana
e para a B. henselae na regido de Minas Gerais, evidenciou elevadas taxas de
soroprevaléncia na populagdo estudada, respectivamente 13,7% e 12,8% (da Costa et al.,
2005). Estas variacdes percentuais encontradas possivelmente estdo relacionadas com a
existéncia de diferentes cepas, como a B. henselae tipo Houston I e II e tipo Marselha.
Este dado também explicaria o desenvolvimento de varios quadros clinicos relacionados
com a existéncia de diversos gendtipos. O gendtipo Houston da B. henselae foi identificado
em casos humanos de DAG, enquanto que o gendtipo Marselha foi isolado

predominantemente nas populacdes de gatos (Boulouis et al., 2005).

Nao existe um método padrdo-ouro para o diagndstico das bartonelas.
O diagnostico laboratorial geralmente € confirmado pela sorologia ou pela PCR.
A sorologia através do teste de IFI é o método diagnéstico mais usado, mas nio fornece o
diagndstico em todos os casos. Dependendo da forma de obtencdo do antigeno (dgar ou
cultivo celular) a resposta soroldgica também pode variar. Por outro lado, a diversidade de
variantes genotipicas explica a existéncia de discordincias soroldgicas (Blanco e

Raoult, 2005).

Para o isolamento das espécies € requerido um periodo longo de incubacgdo e
condi¢Oes especiais de crescimento (Dorbecker et al., 2006). Mas, isto raramente &
possivel, pois na rotina dos laboratérios de microbiologia, as culturas bacterianas sao

desprezadas com sete dias e as bartonelas necessitam de até seis semanas para crescerem.

O exame direto do sangue, corado pelo método de Giemsa, € util no diagndstico
de febre de Oroya e no seguimento do paciente infectado pela B. bacilliformis.
Quadros febris, sobretudo acompanhados de anemia, poderdo ter a sua etiologia infecciosa

definida a partir deste exame diagnéstico (Velho et al., 2006).

O exame histopatoldgico € importante na diferenciacao dos padrdes de infeccao

na AB e na verruga peruana (angioproliferacdo) daqueles da DAG (padrdo granulomatoso).
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Coloracdes especiais pela prata, como Warthin Starry, e imunohistologia facilitam a

identificacdo destes agentes (Velho et al., 2003).

A deteccdo genética pela PCR pode ajudar no diagnéstico através da
identificacdo das espécies. A regido intergénica 16S rRNA é comum entre as bactérias
Gram-negativas (Jensen et al., 2000). A deteccdo do DNA bacteriano e posterior
identificac@o das espécies em amostras de tecido fresco, nos pacientes com AB, apresentam
uma sensibilidade de até 100% (Vasquez et al., 2007). Atualmente, a PCR € o método
diagndstico mais sensivel e especifico quando associada aos meios de cultura
pré-enriquecidos, mas ndo estd disponivel para o uso clinico na maioria dos centros

médicos do mundo (Blanco e Raoult, 2005; Velho et al., 2006; Breitschwerdt et al., 2007).

A microscopia eletronica permite a individualizacdo dos agentes de parede
trilaminar (Guptill et al., 2000; Velho, 2001). Esta nao é especifica para o género
Bartonella, mas nao se conhecem outros agentes bacterianos que se apresentem no interior
das hemadcias. A parede trilaminar da bactéria € facilmente observada, notando-se a
presenca das trés laminas formadas por uma membrana externa, por um espaco
periplasmico e por uma membrana citoplasmdtica (Merrell et al., 1978; Guptill et al., 2000).
Quando comparada ao eritrécito, a bactéria apresenta-se normalmente mais elétron-densa.

Nos eritrdcitos, as bactérias sdo encontradas regularmente dentro de vacuolos intracelulares

(Iwaki-Egawa e Ihler, 1997). Estes achados foram encontrados no presente estudo.

Em culturas de sobrenadantes incubadas com a B. henselae e com a
B. bacillifomis foi demonstrado que os eritrécitos apresentam alteracdo na superficie da
membrana devido a um fator de deformagdo (proteina deformina), produzido por estas

bactérias (Iwaki-Egawa e Ihler, 1997). Esta deformacao pode ser observada na Figura 1.

Num concentrado de hemécias, de um paciente sauddvel, sdo observadas
células homogéneas e estas ndo contém organelas em seu interior. Embora as bartonelas
possam ser mais elétron-densas a ME, muitas vezes a textura de uma hemécia e de uma
bactéria pode ser semelhante. Como jad mencionado, pode haver diferenca na
elétron-densidade destas bactérias. Por isso a importancia da identificacdo da parede

trilaminar.
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Contudo, a dificuldade na utilizagdo da ME como um método padronizado para
a identificacao das bartonelas se deve ao fato deste ser caro e ndo estar disponivel em todos

0S Servicos.

Portanto, nenhum método € capaz de diagnosticar todos os casos de
bartoneloses. A sensibilidade do exame direto, do exame histopatoldogico, da cultura,
da PCR e da ME ainda € insatisfatéria (Velho, 2001). A falta de padronizacdo destas
técnicas e a inexisténcia de uma com sensibilidade e especificidade adequadas t€ém gerado

inconstancia nos resultados diagndsticos.

O tratamento das infec¢des por bartonela depende da manifestacdo clinica,
do sistema imune do hospedeiro e da gravidade da doenga. As recomendagdes para o
tratamento antibidtico sdo baseadas em dados limitados de poucos estudos clinicos
(Rolain et al., 2004). Os macrolideos e as tetraciclinas sdo usados como antibidticos de
primeira escolha para o tratamento da maioria das doencas causadas por bartonelas.
Pela natureza fastidiosa destes organismos e também nimero reduzido de cepas isoladas,
poucas informacdes sobre a susceptibilidade in vitro estd disponivel (Dorbecker et al.,

2006).

Em humanos infectados pela B. henselae o tratamento € diferente para os
pacientes imunocompetentes que apresentam sintomas cldssicos de DAG,
daqueles pacientes imunodeficientes com quadro de proliferagdes angiomatosas.
Muitos agentes antimicrobianos tém sido utilizados para o tratamento da DAG tipica,
entretanto, na maioria das vezes, os antibidticos parecem ndo encurtar ou melhorar o curso
da infec¢do (Blanco e Raoult, 2005; Boulouis et al., 2005). Nos pacientes imunodeficientes
que apresentam AB ou PBH, os agentes antimicrobianos mais utilizados sdo a tetraciclina,
a eritromicina, a rifampicina, a azitromicina, a doxiciclina ou a combinagdo destes.
O tratamento deve ser administrado nestes pacientes por no minimo seis semanas e deve ser
continuado durante quatro a seis meses naqueles que apresentarem recorréncia da infec¢ao

(Boulouis et al., 2005).

O mecanismo preciso da acdo antibidtica na infec¢do por bartonela permanece
desconhecido. A resposta inicial a terapia antibidtica na febre de Oroya e na AB €

precocemente observada, porém na maioria dos casos de DAG tipica o tratamento parece
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ser ineficaz. Os antibidticos ndo impedem a evolug¢do da febre de Oroya para a verruga
peruana, nem a recrudescéncia em pacientes com FT e AB. Mesmo com o tratamento ndo

ha seguranca da erradicacao da bactéria (Velho et al., 2003).

As espécies de Bartonella podem viver dentro dos eritrécitos humanos,
como ji foi demostrado para a B. quintana e para a B. bacilliformis. A localiza¢do
intra-eritrocitiria da B. henselae tem sido demonstrada somente em eritrocitos de gatos

(Dehio, 2001; Rolain et al., 2001; Rolain et al., 2003a).

A B. henselae pode infectar células endoteliais, células epiteliais, mondcitos e
macréfagos, mas ha controvérsias sobre a capacidade desta bactéria invadir eritrécitos
humanos (Batterman et al., 1995; Dehio et al., 1997; Kempf et al.,, 2000;
Kempf et al., 2001; Resto-Ruiz et al., 2002; Kempf et al., 2005; Mandle et al., 2005).

Estudo recente sugeriu que a B. henselae ndo seria capaz de aderir a e infectar
os eritrocitos humanos, somente as células progenitoras hematopoiéticas humanas e estas
poderiam servir como nicho primario da infeccio (Mandle et al, 2005).
Entretanto, sabe-se que a B. bacilliformis e a B. quintana invadem os eritrécitos de seus

hospedeiros naturais (Dehio, 2001; Rolain et al., 2003a).

Ha na literatura controvérsias em relacdo a identidade das estruturas observadas
dentro dos eritrocitos pela ME, se bactérias de fato ou apenas pseudo-inclusoes.
As pseudo-inclusdes sdo artefatos pleomorficos e podem se assemelhar a bactéria

(Guptill et al., 2000).

Guptill et al. (2000) realizaram um estudo infectando experimentalmente gatos
livres de patdgenos especificos com B. henselae e, através da ME, detectaram
pseudo-inclusdes nos eritrocitos dos gatos infectados e gatos ndo infectados pela bactéria
(Guptill et al., 2000) (Figuras 4 e 5). Por esta razdo, os autores adotaram como critério
ultra-estrutural para a identificacdo da bactéria a observagdo da parede trilaminar.
As pseudo-inclusdes semelhantes as descritas foram observadas através da ME em um
paciente com anemia sem causa definida internado no Hospital de Clinicas da Unicamp
(Figura 6). Estudo anterior demonstrou, através da ME, a B. henselae em eritrécitos de
gatos (Kordick e Breitschwerdt, 1995) (Figura 7). Posteriormente, este resultado foi
questionado por apresentar estruturas idénticas quando comparadas com as

pseudo-inclusdes (Guptill et al., 2000).
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Em publicacdes mais recentes, por exemplo, o trabalho que excluiu a
possibilidade de invasdo do eritrécito humano pela bartonela, observam-se estruturas a ME
que ndo apresentam a parede trilaminar tipica das bactérias Gram-negativas
(Mandle et al., 2005). Neste trabalho a imagem descrita assemelha-se a bartonela, mas nao
apresenta os critérios utilizados para definir a ultra-estrutura da bactéria (Figura 8).
Este mesmo fato ocorreu em uma publicacdo realizada no mesmo ano, quando se observou
a imagem de um vacuolo intra-eritrocitdrio englobando um organismo suspeito de ser

B. quintana (O'Rourke et al., 2005) (Figura 9).

As imagens de ME de transmissdo apresentadas, a seguir (Figuras 4-9),
mostram estruturas intra-eritrocitarias que sao provaveis pseudo-inclusdes, pois estas nao

apresentam os critérios propostos para a confirmac¢ao da ultra-estrutura da bartonela.
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Figura 4- Pseudo-inclusdo em eritrécito de gato ~ Figura 5- Pseudo-inclusdo em eritrécito de
infectado pela B. henselae observada gato ndo infectado observada

através da ME (Guptill et al., 2000). através da ME (Guptill et al., 2000).

Figura 6- Pseudo-inclusdo em eritrécito de Figura 7- Suposta infeccdo da B. henselae em
paciente com anemia sem causa eritrcito de gato observada através da
definida observada através de ME ME (Kordick e Breitschwerdt, 1995).
(Unicamp).

Figura 8- ME de uma célula eritréide diferenciada Figura 9- Vacuolo intra-eritrocitdrio englobando

contendo estrutura intracelular um organismo suspeito observado
semelhante a B. henselae (Mandle et al., através da ME (O'Rourke et al.,
2005). 2005).
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O homem € o reservatorio de espécies de Bartonella, portanto o risco de
transmissdo sanguinea deve ser considerado. Pesquisa recente realizada na Unicamp
demonstrou que a B. henselae permanece vidvel em uma unidade de concentrado de
hemadcias depois de 35 dias estocada a 4°C (trabalho ndo publicado). Neste estudo,
foi realizada a ME em amostras do CH e estruturas sugestivas de bartonela puderam ser
observadas no interior das hemadcias, 35 dias apds a infeccdo experimental. Este dado
refor¢a a possibilidade de transmissdo através de unidades de sangue coletadas de doadores
assintomdticos. Além disso, os testes normalmente usados para a triagem dos doadores de

sangue nao detectam estes agentes, incluindo a hemocultura de rotina.

Entretanto, o risco de infec¢do transfusional pela B. henselae vem sendo
subestimado. O estudo de Lucey (Lucey et al., 1992) sugeriu que pessoas infectadas por
Bartonella henselae deveriam abster-se da doacdo sanguinea até a obtengcdo de
hemoculturas negativas apds a terapéutica antimicrobiana. Considerando que muitos dos
receptores de transfusdo sanguinea sao ou podem se tornar imunodeficientes,
ha a necessidade de se priorizar as pesquisas nesta drea para evitar a transmissao
transfusional destas bactérias. Entre gatos esta possibilidade ja foi confirmada

(Kordick et al., 1999).

Em 2007, foi demonstrada a presenca da B. henselae no sangue de pessoas
imunocompetentes que tiveram contato freqiiente com gatos e exposicao a alguns atrépodos
(pulgas, carrapatos, mosquitos, piolhos), concluindo que a B. henselae pode induzir
infeccio oculta em pessoas imunocompetentes (Breitschwerdt et al.,, 2007).
Contudo, estes individuos assintomaticos poderiam ser incluidos na rotina de doacdo de

sangue.

No estudo presente, eritrocitos humanos foram infectados com B. henselae e,
através da ME, a bactéria foi vista aderida a estes eritrécitos dez horas apds a infecgcdo e
dentro do eritrécito humano apds setenta e duas horas. Os resultados reforcam que os
eritrocitos podem servir como nicho primério nas infec¢des causadas por Bartonella spp..
Portanto, este trabalho demonstra que a B. henselae adere e invade eritrcitos humanos

maduros.
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6- CONCLUSAO
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Foi demonstrada através da microscopia eletronica de transmissdo que a
B. henselae se adere a e invade eritrocitos humanos maduros apds algumas horas do contato

experimental desta bactéria com uma amostra de concentrado de hemécias.
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Abstract

Bartonella henselae, a facultative intracellular bacterium, has been known as the agent of
cat scratch disease, bacillary angiomatosis, peliosis hepatis, endocarditis and bacteraemic

syndrome in humans.

Bartonella species can cause intraerythrocytic infections and have been isolated from
patients blood stream by several methods. It was demonstrated that B. bacilliformis and
B. quintana infect human endothelial cells and human erythrocytes and B. henselae infects

erythrocytes of cats.

The aim of our study was to investigate through transmission electron microscopy whether

B. henselae infects mature human erythrocytes.

One sample of red blood cell (RBC) unit received experimentally standard strain of
B. henselae. Blood aliquots were collected from infected unit immediately after inoculation,

on minute 30 and on hours 1, 5, 10 and 72 for ultrastructural evaluation.

B. henselae was seen adhered to human erythrocytes ten hours after inoculation and inside

the erythrocyte after seventy two hours.
This study demonstrates that B. henselae adhere to and invades mature human erythrocytes.

Our results favor the possibility that erythrocytes can serve as a primary target in
Bartonella spp. infections. From this observation, further studies are warranted to prevent

Bartonella spp. transfusional transmission.

Key words: Bartonella; Erythrocytes; Microscopy, Electron
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Introduction

Bacteria of the genus Bartonella are fastidious, Gram-negative, aerobic bacilli
that comprise numerous species [1]. The extreme diversity of disease manifestations is

dependent on the infecting of Bartonella spp. and on the immune status of the patient [2].

Three Bartonella species are associated with an increasing number of clinical
manifestations in human beings. B. bacilliformis causes Oroya fever and verruga peruana;
B. henselae causes cat scratch disease, bacillary angiomatosis, peliosis hepatis, endocarditis
and septicemia; and B. quintana causes trench fever, bacillary angiomatosis,

bacteremia and endocarditis [3,4].

Erythema nodosum, granuloma annulare, erythema multiforme, exanthemas,
thrombocytopenic purpura, chronic adenopathy and chronic fatigue syndrome have been

associated with Bartonella spp. infection [4,5].

Each Bartonella species appears to be highly adapted to one or few mammalian
reservoir hosts, in which Bartonella causes a long-lasting intraerythrocytic bacteremia as a
hallmark of infection [6,7]. The bacteria can persist in the bloodstream of the host as the

result of intraerythrocytic parasitism [2,8].
The primary intracellular niche in Bartonella sp. infections remains unclear [9].

Intraerythrocytic localization of B. henselae has been demonstrated in cat
erythrocytes and B. bacilliformis have been observed within erythrocytes during the acute

phase of Carrion’s disease (Oroya fever) [10,11].

Trench fever and "modern-day trench fever" are a manifestation of infection
with B. quintana that is observed in the erythrocytes of bacteremic homeless people

[2,4,12].

Bartonella sp. has a tropism for endothelial cells, and intracellular B. henselae

can be identified in endothelial cells infected in vitro [7].

Recently, it has been shown that B. tribocorum occurs in the erythrocytes of

rats and does not cause hemolysis [6,8].

In the present report, our objective was to demonstrate that B. henselae adhere

to and invades mature human erythrocytes.
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Study design

The B. henselae strain (Houston 1, American Type Culture Collection,
Rockville, MD, ATCC 49882 ") used in this study was supplied by the bacteria bank of
Adolpho Lutz Institute, Sao Paulo, SP, Brazil. The bacteria was grown on 5% sheep blood

agar plates and incubated at 37°C in 5% CO; enriched atmosphere.

Bacterial suspension was performed mixing bacteria colonies obtained from
sheep blood agar plates with brain and heart infusion (BHI). This suspension of B. henselae
colonies was used to obtain equivalence with tube 10 of McFarland scale,
which determined an initial suspension with approximately 3x10° colony-forming units

(CFU)/mL[13].

One red blood cell (RBC) unit from healthy blood donor was collected in
CPDA1 (Fresenius, Asem-NPBI, Itapecerica da Serra, Sao Paulo, Brazil).
Blood was centrifuged (3500g, 10 min) for component preparation and no
additive/preservative solution was added. A total of nine mL of RBC was collected using a
sterile connecting sampling site coupler (Baxter Healthcare Corporation, Deerfield, USA)
and was infected with one mL of the bacterium suspension. Then, S0uL. of RBC was
collected on minute 0 (immediately after infection) and the remaining of the infected RBC
was kept incubated at 37°C. Five aliquots else were collected on minute 30 and hours
1, 5, 10 and 72 for electron microscopy evaluation, after conservation in Karnovisky

medium [13].

Briefly, the samples were then fixed in 2% osmium tetraoxide for 2 hours and
left overnight in uranile acetate 0.5%. Dehydration was performed with acetone solutions;
inclusion was made in epoxy resin, which was heated to 60°C for 48 h. The semithin
sections were made around 300 nm with a glass razor, in the MT-6000 XL-RMC
ultramicrotome, and stained with toluidine blue 2%, for better area selection.
Ultrathin sections of approximately 90 nm, were obtained through a diamond razor
(Diatome), with the Leica Ultracut UCT ultramicrotome, laid on copper mesh, stained with

lead citrate, and examined in the Zeiss LEO-906 electron microscope.
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Results and discussion

Bartonella typical structures could be seen adhered to human erythrocytes in
samples collected ten hours after infection (Figure 1) and inside erythrocytes after seventy
two hours (Figure 2). They presented the trilaminar wall, which have been previously

shown to be specific of Gram-negative bacteria [13,14].

Bartonella species are closely associated with erythrocytes in their natural
hosts. There is evidence that B. henselae can infect endothelial cells [15,16,17],
epithelial cells [18,19], monocytes or macrophages [20,21], but there are controversies

about its capability to invade red blood cells [22-25].

Species of Bartonella can live inside red blood cells, as was demonstrated for
B. quintana and B. bacilliformis. Intraerythrocytic localization of B. henselae has been

demonstrated in cat erythrocytes [7,10,12].

Previous studies have shown that B. henselae can infect freshly isolated human

CD34 hematopoietic progenitor cells but not human erythrocytes [22].

Man is a reservoir of Bartonella sp. and the risk for blood transmission should
be considered. In a previous study at the State University of Campinas (UNICAMP) it was
demonstrated that B. henselae remains viable in red blood cell units after standard storage
period (data not shown). These data reinforce the possibility of infection through blood
units collected from asymptomatic blood carriers. Furthermore, the tests that are usually
carried out for triage of donated blood bags do not detect these agents, including the routine

hemoculture.

Human erythrocytes were infected with B. henselae and invasion of
erythrocytes was demonstrated by TEM. In conclusion, our study favors the possibility that
erythrocytes can serve as the primary target in Bartonella spp. infections. From this
observation, further studies are warranted to evaluate the potential of Bartonella sp.

transfusional transmission.
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Figure 1- Adherence of B. henselae in human erythrocytes. Samples of infected RBC
were analyzed by transmission electron microscopy (TEM). B. henselae could be
observed adhered to human erythrocytes in samples collected ten hours after
infection. TEM analysis demonstrates the typical trilaminar wall bacilli

(original magnification x 20,000).

Figure 2- Invasion of human red blood cell (RBC) with B.henselae. Erythrocytes were
infected with B. henselae strain ATCC 49882". Transmission electron
microscopy (TEM) analysis showed intracellular B. henselae inside an
erythrocyte seventy two hours after infection (original magnification x 35.970).
In detail, TEM photograpy of the original culture of B. henselae used in infection

studies.
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