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RESUMO

O género Bartonella constitui um grupo de patdégenos zoondticos re-emergentes e
negligenciados que tém sido associados a um amplo espectro de doengas humanas
graves. As Bartonella spp. sdo bacilos gram-negativos que infectam hemacias e
células endoteliais, que podem causar infeccdo cronica ou mesmo fatal. As
bartoneloses humanas mais conhecidas sdo a doenca de Carrion, febre das
trincheiras, doenga da arranhadura do gato e angiomatose bacilar. Como existem
espécies de Bartonella intraeritrocitarias e que podem causar infec¢ao persistente e
assintomatica em humanos, objetivou-se avaliar o risco potencial de transmisséao de
Bartonella spp. por transfusdo sanguinea. No primeiro estudo, os eritrocitos
humanos foram infectados com B. henselae em 30 min e 1, 5, 10, e 72 h para a
avaliagdo ultraestrutural por microscopia eletrénica de transmissdo (ME). A B.
henselae foi vista aderida a eritrécitos humanos 10 h apés a inoculagao e no interior
de eritrocitos apos 72 h. A localizacao intraeritrocitaria de B. henselae havia sido
mostrada em eritrcitos de gatos, mas nunca antes identificada em eritrécitos
humanos. Foi realizado um segundo estudo para determinar as caracteristicas
ultraestruturais da Bartonella spp. nas células do sangue, pois estas informacdes
eram muito limitadas. Este trabalho definiu os parametros para se caracterizar a
bactéria no interior de células sanguineas a ME. Um terceiro estudo, utilizando a ME
e cultura de bactérias, demonstrou a capacidade da B. henselae sobreviver em uma
unidade de concentrado de hemacias armazenada a 4° C durante 35 dias. A
viabilidade de B. henselae em unidades de células vermelhas do sangue define o
potencial de infeccdo associada a transfusdo de doadores de sangue
assintomaticos. Os receptores de transfusdo de sangue muitas vezes sdo ou podem
tornar-se imunodeficientes, apresentando o risco de desenvolver formas graves de
bartonelose. Utilizando-se parametros ultraestruturais da infecgdo por Bartonella
sp., relatou-se um caso de bartonelose como causa de morte 72h apds uma
transfusdo. Um jovem com anemia aplastica, ap6s receber varias transfusdes

sanguineas, apresentou estado de choque e morreu apos transfuséo de um
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concentrado de hemacias. Os achados da ME permitiram o diagnéstico de infeccao
por Bartonella sp.. Foi investigada nesta tese a prevaléncia da Bartonella spp. em
uma amostra de 500 doadores de sangue voluntarios de Campinas, estado de Séao
Paulo, Brasil, utilizando sorologia, cultura liquida e sélida, PCR e sequenciamento
como métodos de identificagcdo destes patdogenos. Os anticorpos contra B. henselae
e B. quintana foram detectados em 16,2% e 32%, respectivamente. O DNA das
Bartonella spp. foi sequenciado e demonstrado em 3,2% do sangue doado (B.
henselae em 15 amostras e B. clarridgeiae em uma) e em 1,2% foi documentada,
por meio do isolamento do agente, bacteremia por B. henselae. Este estudo revelou
a presenca de patdgenos no sangue de doadores assintomaticos que néo estdo
sendo rastreados no sangue doado e que podem ser responsaveis por doengas nao
diagnosticadas em pacientes imunodeficientes. Os resultados apresentados
estabelecem a necessidade de uma reavaliacao por autoridades de saude publica
dos riscos e do impacto da transmissao da Bartonella spp. através de transfusdes
sanguineas, especialmente para os pacientes imunodeficientes. Esforgcos devem
ser feitos para a melhoria dos métodos de diagndstico com sensibilidade suficiente
para excluir a Bartonella spp. em doadores de sangue e para proteger os receptores
de transfusdo de sangue.

Palavras-Chave: Bartonella, Doadores de sangue, Transfusdo de sangue,

Infec¢des por Bartonella.
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ABSTRACT

The genus Bartonella is a group of re-emerging zoonotic and neglected pathogens
that have been associated with a wide range of serious human diseases.
Bartonella spp. are gram-negative bacilli that infect red blood cells and endothelial
cells, which can cause chronic infection or even fatal. In humans, Bartonella spp.
are known causative agents of Carrion's disease, trench fever, cat scratch disease
and bacillary angiomatosis. As they are intra-erythrocytic bacteria and can cause
persistent infection and asymptomatic in humans, our objective for this proposal
was evaluate the potential risk of transmission of Bartonella spp. by blood
transfusion. In the first study, human erythrocytes were infected with B. henselae in
30 min and 1, 5, 10, and 72h for ultrastructural evaluation by transmission electron
microscopy (TEM). B. henselae was seen adhering to human erythrocytes 10h
after inoculation and inside the erythrocyte after 72 h. Intraerythrocytic localization
of B. henselae has been demonstrated in cat erythrocytes, but never before
identified in human erythrocytes. A second study was conducted to determine the
ultrastructural features of the Bartonella spp. on blood cells because this
information was very limited. This paper set the parameters to characterize the
bacteria within the blood cell using TEM. A third study using TEM and bacterial
culture demonstrated the ability of B. henselae to survive in a unit of red blood cells
stored at 4°C for 35 days. The viability of B. henselae in units of red blood cells
defines the potential for infection associated with transfusion in asymptomatic
blood donors. Recipients of blood transfusions often are or may become
immunodeficient, with the risk of developing severe forms of bartonellosis. Using
the ultrastructural findings for the diagnosis of Bartonella sp. infection, we reported
a case of bartonellosis as cause of death 72 h after transfusion. A young man with
aplastic anemia who had received multiple blood transfusions went into shock and
died after transfusion of a red blood cell. The findings of TEM allowed the
diagnosis of infection with Bartonella sp.. Was investigated in this thesis the
prevalence of Bartonella spp. in 500 volunteer blood donors from Campinas, S&o

Paulo State, Brazil, using serology, solid and liquid culture, PCR and sequencing
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as methods for identifying these pathogens. Antibodies against B. henselae and B.
quintana were detected in 16.2% and 32%, respectively. Bartonella sp. DNA was
demonstrated in 3,2% of donated blood (15 infected with B. henselae and one with
B. clarridgeiae) and 1.2% had B. henselae documented bacteremia by isolation of
the agent. This study reveals the presence of pathogens in asymptomatic blood
donors who are not being screened in donated blood and may be responsible for
undiagnosed diseases in immunodeficient patients. The results presented establish
the need for re-evaluation by public health officials of the risks and impact of
Bartonella spp. transmission through blood transfusions, especially to
immunocompromised patients. Efforts should be made towards improve diagnostic
tests with sufficient sensitivity to rule out Bartonella ssp. infection in blood donors
to protect transfusion recipients.

Keywords: Bartonella, Blood donor, Blood transfusion, Bartonella infections.
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1.1 CONSIDERAGCOES INICIAIS

Bartonella € um género de bactérias consideradas de alta prevaléncia.
Infecta tanto pacientes imunodeficientes como imunocompetentes. Sao patégenos
negligenciados envolvidos em infecgdes crdnicas, assintomaticas ou sintomaticas
e que podem causar infeccao fatal (Breitschwerdt et al., 2000; Boulouis et al.,
2005; Fouch & Coventry, 2007; Maguifa et al., 2009; Magalhaes et al., 2009; Bai
et al., 2011; Kosoy et al., 2012).

Durante as duas Ultimas décadas, o numero de espécies do género
Bartonella expandiu rapidamente e hoje sdo descritas mais de 40 espécies e
subespécies responsaveis por um grande numero de doencas infecciosas
emergentes e re-emergentes em humanos e animais (Breitschwerdt et al., 2010a;
Pérez-Martinez et al., 2010; Kaiser et al., 2011; Kosoy et al., 2012).

Considera-se que essas bactérias sejam transmitidas por mordeduras de
animais, arranhdes ou por uma variedade de vetores (artropodes sugadores de
sangue), incluindo mosquitos, piolhos do corpo, carrapatos e pulgas. Animais de
estimacao, especialmente gatos e caes, sao reservatérios para infeccdo humana
(Skerget et al., 2003; Lamas et al., 2008; Chomel et al., 2009). Os gatos sdo o
reservatério primario para Bartonella henselae e sdo considerados os principais
responsaveis pela transmisséo da infecgdo aos humanos (Boulouis et al., 2005;
Breitschwerdt et al., 2010a).

Atualmente, com o aumento significativo do numero publicagdes, constata-
se a relevancia das bartoneloses na area médica (Kaiser et al., 2011). Ha pouco
mais de uma década, a doenga passou a receber mais atencdo por parte de
pesquisadores e a ser estudada com mais interesse em humanos, devido ao
melhor conhecimento clinico e epidemiolégico e também pelo aumento
significativo do numero de novas espécies descritas, em funcdo dos avancos das
técnicas de biologia molecular empregadas. Mas, infelizmente, pelo
desconhecimento da doenca e pela limitagdo de métodos diagndsticos com alta
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sensibilidade e especificidade, os profissionais de saude muitas vezes nao fazem
o diagndstico correto das bartoneloses, o que contribui para a subnotificagéo da
doenca (Liu et al., 2012).

As espécies de Bartonella sao relacionadas a quatro doencas bem
conhecidas: doenca de Carrion, febre das trincheiras, doenga da arranhadura do
gato e angiomatose bacilar (Dehio, 2004; Liu et al., 2012). Porém, especialmente
na ultima década, estas bactérias tém sido relacionadas a um crescente nimero

de manifestagdes clinicas (Lamas et al., 2008; Maggi et al, 2011).

No Brasil, existem poucos estudos sobre a ocorréncia de infeccbes por
bartonelas em humanos. Trabalhos publicados por este grupo de pesquisadores,
utiizando microscopia eletrbnica de transmissdo e cultura da bactéria,
demonstraram a aderéncia e a invasdo da B. henselae em eritr6citos humanos
maduros e também a capacidade da B. henselae sobreviver no sangue
armazenado por 35 dias, ilustrando o potencial da infec¢cao associado a transfusédo
sanguinea (Velho, 2001; Velho et al., 2002; Velho et al., 2003; Velho et al., 2006;
Velho et al., 2007; Pitassi et al., 2007; Magalhaes et al., 2008; Magalhaes et al.,
2009; Pitassi et al., 2010).

Considerando que o homem pode apresentar bacteremia assintomatica
por espécies intraeritrocitarias de Bartonella, a possibilidade de transfusdo
sanguinea por estas bactérias deve ser considerada. Como os receptores muitas
vezes sao ou podem tornar-se imunodeficientes, apresentam um risco maior de

desenvolver formas graves de bartonelose.

Na Medicina Transfusional, infeccdes emergentes tém sido identificadas
como uma constante ameaca para a saude humana e sao definidas como aquelas
cuja incidéncia tem aumentado nas ultimas duas décadas. Muitas destas
infeccdes sao conhecidas por serem transmissiveis por transfusdo de sangue. A
primeira infeccdo entdo emergente a ter um grande impacto sobre a seguranca do

sangue foi o virus da imunodeficiéncia humana (HIV), além de outros exemplos de
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agentes potencialmente transmissiveis por transfusdo, como Plasmodium spp.,

Babesia spp., 0 Trypanosoma cruzi e a B. henselae (Stramer et al., 2009).

A transmissao transfusional de espécies de Bartonella ja foi documentada
em gatos (Kordick et al., 1999) e ha relatos de transmissao sanguinea por agulhas
contaminadas entre veterinarios (Oliveira et al., 2010; Lin et al., 2011). Esta
possibilidade faz da infeccao por estas bactérias um relevante problema em
Saude Publica e exige avaliacdo dos riscos e do impacto da transmissdo da
Bartonella spp. por meio de transfusdes, especialmente para os pacientes

imunodeficientes.

1.2 AS BARTONELAS

As bartonelas sdo pequenas bactérias gram-negativas de crescimento
lento, cocobacilares, intracelulares, que necessitam para crescer de meios
enriquecidos com sangue (coelho, carneiro ou cavalo) a 37 ° C e atmosfera com
5% de gas carbbdnico, sendo altamente adaptadas a um ou mais hospedeiros
mamiferos (Slhessarenko, 1998; Maggi et al., 2005a; Chomel et al., 2011) (Figura
1). Como sao organismos fastidiosos, o isolamento pela cultura se torna dificil,
pois requerem um periodo de incubacdo prolongado e condi¢cdes especiais de
crescimento. O isolamento primario aparece apds 12 a 14 dias em média e pode
demorar até 45 dias (Maurin et al., 1994; Jacomo et al., 2002; Blanco & Raoult,
2005; Duncan et al., 2007). O crescimento lento produz pouco CO; e os sistemas
de hemocultivos automatizados utilizados na rotina hospitalar ndo detectam a
multiplicacdo das bartonelas, além das culturas bacterianas serem desprezadas
com 7 dias (Blanco et al., 2008). Assim, a cultura sanguinea ou tecidual nao se
aplica a rotina dos laboratérios de patologia clinica, pois as tentativas de
isolamento da Bartonella sp. s&o na maioria das vezes mal sucedidas (Bergmans
et al., 1997; Dorbecker et al., 2006; Lynch et al., 2011).
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Figura 1. Coloragédo de Gram de isolado da
Bartonella henselae

As Bartonella spp. sao bactérias classificadas no subgrupo alfa-2 da
classe Proteobacteria e pertencentes a ordem Rhizobiales. Fazem parte da
familia das Bartonellaceae e mantém uma relacao filogenética remota com os
membros da ordem Rickettisiales (Chomel et al., 2003; Dehio, 2004; Raoult et al.,
2005; Boulouis et al., 2005;. Blanco et al., 2008).

Quadro 1. Classificagdo taxonémica de
Bartonella spp.

e N

Classe Proteobacteria
Ordem Rhizobiales
Familia Bartonellaceae

Género Bartonella
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Por muitos anos, o género Bartonella foi formalmente reconhecido apenas
com uma unica espécie: Bartonella bacilliformis, o agente causador da doenca de
Carrion, também conhecida como bartonelose, e que compreende a febre de

Oroya e verruga peruana.

No ano de 1991, pesquisadores observaram uma estreita relacéao
filogenética entre a entdo chamada Rochalimaea quintana e a B. bacilliformis
(O'Connor et al.,, 1991). Em 1993, o género foi reclassificado considerando-se a
semelhanga existente entre o DNA das bactérias dos géneros Rochalimaea e
Bartonella, a homologia entre as sequéncias da subunidade 16S rRNA (regidao
comum entre as bactérias gram-negativas) e o conteudo de guanina-citosina de
cada uma, além das suas caracteristicas fenotipicas. Foi proposto que o género
Rochalimaea fosse ftransferido da familia Rickettsiaceae para a familia
Bartonellaceae, com a unido dos géneros Bartonella e Rochalimaea, mantendo-se
0 primeiro nome por ser este 0 mais antigo. Assim, as quatro espécies do género
extinto passaram a ser chamadas de B. quintana, B. vinsonii, B. henselae e B.
elizabethae (Brenner et al., 1993). Dois anos apds esta reclassificacao foi
proposto que o género Grahamella também deveria ser incluido nesta familia
(Birtles et al., 1995).

Estudos indicam que Bartonella spp. tém algum grau de parentesco com
outras proteobactérias incluindo Brucella spp., Afipia spp., Agrobacterium
tumefaciens, Bradyrhizobium spp. e Bosea spp. (Houpikian & Raoult, 2001; Greub
& Raoult, 2002; Jacomo et al., 2002, Pretorius et al., 2004; Rolain et al., 2004;
Duncan et al., 2007).

A classificagdo das bartonelas se baseia essencialmente em estudos
geneéticos. Diferentes métodos moleculares tém sido utilizados na deteccao e
diferenciacao das espécies de Bartonella, através das regides do gene 16S rRNA,
a regiao intergénica (ITS) 16S-23S rRNA, o gene da citrato sintase (gltA) ou da
riboflavina sintase (ribC), o gene da proteina de choque térmico (groEL), o gene
de uma proteina de divisdo celular (FtsZ) ou o0 gene da subunidade beta da RNA
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polimerase (rpoB) e um antigeno de 17kDa (Roux & Raoult, 1995; La Scola et al.,
2003; Boulouis et al., 2005; Chomel et al., 2009).

Com o isolamento e a caracterizacao parcial de novas espécies de
bartonelas em mamiferos, muitas cepas destas bactérias ainda estdo sendo
reivindicadas como novas espécies, sendo chamadas de 'Candidatus’ (Maggi et
al., 2009; Saisongkorh et al., 2009; Lin et al, 2010; Inoue et al, 2010;
Kaewmongkol et al., 2011). Atualmente, o niumero de novas espécies propostas €
dificil de ser mensurado, especialmente se o nome das espécies publicadas nos
periddicos Journal of Clinical Microbiology e International Journal of Systematic
and Evolutionary Microbiology s&o comparados com as que aparecem no
GenBank. Esta mudanca taxondémica se torna especialmente evidente entre as
bartonelas por causa da alta diversidade genética e plasticidade ecoldgica deste
género (Kosoy et al., 2012).

Alguns destes agentes emergentes tém sido associados a doencas
humanas, mas o potencial de patogenicidade destes ainda é desconhecido (Kosoy
et al., 2012), sendo crescente o numero de espécies consideradas patogénicas ao
homem. Hoje, pelo menos 17 espécies de Bartonella sao associadas a doengas
humanas (Breitschwerdt et al., 2010a) (Quadro 2). O espectro inclui doencas
graves como encefalopatia, endocardite, neuropatias motoras e sensoriais,
derrame pleural e pericardico, pneumonia e anemia hemolitica (Van Audenhove et
al., 2001; Maggi et al., 2011). Ha também evidéncias de envolvimento de espécies
de Bartonella em pacientes com disfuncdo neuroldégica e neuro-cognitiva,
transtorno bipolar, deméncia, hepatite criptogénica, eritema nodoso, granuloma
anular (Figura 2), eritema multiforme, exantemas, purpura trombocitopénica,
uveites, adenopatia cronica, febre de origem indeterminada, sindrome da fadiga
cronica e bacteremia assintomatica (Anderson & Neuman, 1997; Jacobs &
Schutze, 1998; Cunningham & Koehler, 2000; Tsukahara et al., 2000; Van
Audenhove et al., 2001; Jacomo et al., 2002; Gerber et al., 2002; Levy et al., 2003;
Dehio, 2004; Drancourt et al,, 2004; Blanco & Raoult, 2005; Fouch & Coventry,
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2007; Velho et al., 2007; Billeter et al., 2008; Breitschwerdt et al., 2008; Curi et al.,
2010, Maggi et al., 2011; Lin et al., 2011).

Figura 2. Granuloma anular — lesdes anulares de bordas
papulo-eritematosas e descamativas em paciente com
linfadenomegalia persistente (Ambulatorio de
Dermatologia do Hospital de Clinicas da Unicamp).
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Quadro 2. Principais espécies de Bartonella patogénicas ao homem.

Espécies de Bartonella Vetores Reservatorios Doengas no homem
B. bacilliformis Lutzomyia verrucarum Homem DC, BAC
B. vinsonii subsp. vinsonii Desconhecido Roedores Desconhecido
Piolho do corpo (Pediculus
humanus corporis), pulga
. . FT, DAG, AB, LC, BAC, END, SEP
B. quintana gatos (Ctenocephalides Homem
felis), carrapato (/xodes
pacificus)
Pulga dos gatos "
. . Gato, cao,
(Ctenocephalides felis) e DAG, AB, PBH, LC, BAC, END,
B. henselae . homem e
carrapatos (Ixodes pacificus SEP, ENC
.. outros
e Ixodes ricinus)
. Pulga dos roedores .
B. elizabethae " Rato END, Neurorretinite
(Ctenophthalmus nobilis)
. Pulgas dos roedores .
B. grahamii . Camundongo Neurorretinite
(Ctenophthalmus nobilis)
Pulga dos ratos (Xenopsylla
B. doshiae < . ( U Roedores DAG, Neurorretinite
cheopis)
Pulga dos gatos
L (Ctenocephalides felis),
B. clarridgeiae Gato DAG, END, SEP
pulga dos roedores
(Ctenophthalmus nobilis)
. . . . 5 END, artralgia, mialgia, cefaléia,
B.vinsonii subsp. berkhoffii  Carrapato (/xodes pacificus) Cao fadi
adiga
Cao,
B. vinsonii subsp. arupensis Carrapato (/xodes pacificus) camundongo, BAC, END, febre, valvulopatia
homem
B. chomelii Desconhecido Gado BAC
B. koehlerae Gato, pulga dos roedores Gato END, DAG
B. alsatica Pulgas? Coelho END, linfadenite
Carrapato (/xodes
B. washoensis . .p ( . Roedores Miocardite, febre
pacificus), esquilos
B. tamiae Rato? Rato Febre
Desconhecido
B. rochalimae (provavelmente L. Desconhecido  BAC, febre, lesGes cutaneas

verrucarum)

‘Candidatus B. melophagi’ Desconhecido

Ovelha BAC

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

angiomatose bacilar; PBH, peliose bacilar hepatica; LC,

END, endocardite; SEP, septicemia; ENC, encefalopatia.

linfadenopatia crénica; BAC, bacteremia;
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A fisiopatologia da infeccdo pelas diferentes espécies de Bartonella é
bastante complexa. Algumas espécies desta bactéria tém capacidade de invadir
células vermelhas do sangue, causar bacteremia persistente e induzir
vasoproliferacdo nas células endoteliais (Benson et al., 1986; Garcia et al., 1990;
Batterman et al., 1995; Kordick & Breitschwerdt, 1995; Brouqui & Raoult 1996;
Mehock et al., 1998; Rolain et al., 2001; Resto-Ruiz et al., 2003; Pitassi et al.,
2007; Pulliainen & Dehio, 2012). Esta ultima caracteristica nos humanos € Unica
no género Bartonella (Anderson & Neuman, 1997; Mosepele et al., 2012;
Pulliainen & Dehio, 2012).

Outras células que as Bartonella spp. colonizam sao as células endotelias
(Hill et al., 1992; Dehio et al., 1997) os mondcitos, macrofagos e células
dendriticas (Musso et al., 2001; Resto-Ruiz et al., 2002; Schulte et al., 2006; Vermi
et al., 2006; Pulliainen & Dehio, 2012). As Bartonella spp. também podem infectar
culturas de células epiteliais, no entanto, a relevancia deste modelo de infeccao in
vitro ainda nao foi confirmada in vivo (Hill et al., 1992; Batterman et al., 1995;
Kempf et al., 2005; Truttmann et al., 2011).

A bactéria pode persistir no sangue de hospedeiros naturais, de forma
assintomatica e por longos periodos, causando uma bacteremia intraeritrocitaria
persistente como marca da infecgdo. Isto permite uma maior oportunidade para
ocorrer a transmissdo da bartonela entre os hospedeiros (Jacomo et al., 2002;
Dehio, 2004; Rolain et al., 2004; Boulouis et al., 2005; Eicher & Dehio, 2012;
Harms & Dehio, 2012; Pulliainen & Dehio, 2012).

A prépria infeccdo por estes agentes é imunossupressora como bem
estudada na doenga de Carrion onde ha, inclusive, inversao na relagdo CD4/CD8
(Chian et al., 2002; Huarcaya et al., 2011). Os imunodeficientes sdao os mais
susceptiveis a infeccdo por B. henselae ou B. quintana, resultando num quadro
clinico mais grave em comparacdo com o0 hospedeiro imunocompetente
(Mosepele et al., 2012).
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Inimeras perguntas sobre a patogénese molecular das Bartonella spp.
permanecem ainda sem resposta, visto que o conhecimento disponivel muitas
vezes parece ser fragmentado. A investigagdo microbiologica, molecular e celular
in vitro e in vivo nas infecgdes por bartonela € essencial para compreender a

patogénese da doenca em humanos (Harms & Dehio, 2012).

Uma das caracteristicas das bartonelas € que uma mesma espécie pode
produzir diferentes manifestagdes clinicas, fazendo com que a abordagem do
diagnéstico e a terapéutica sejam diferentes dependendo das apresentagdes. Nao
existe um diagnéstico laboratorial padrdo para as infeccbes causadas por
bartonelas, sendo atualmente baseado na sorologia por Imunofluorescéncia
Indireta (IFI), Ensaio Imunoenzimatico Ligado a Enzima (ELISA), Western blot,
culturas ou PCR (Reacao em Cadeia pela Polimerase) (La Scola & Raoult, 1996;
Blanco & Raoult, 2005; Guptill, 2010; Breitschwerdt et al., 2010b; Vermeulen et al.,
2010) (Figuras 3 a 6). A falta de padronizacao destas técnicas e a inexisténcia de
um teste com sensibilidade e especificidade adequadas tém gerado inconstancia
nos resultados diagnésticos (Houpikian & Raoult, 2003; Olarte et al., 2012).
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Figura 3. Reagéo de Imunofluorescéncia Indireta positiva para Bartonella henselae
(Laboratério de Patologia/Microbiologia, Jonhs Hopkins Hospital, EUA) (Aumento
de 1000x).
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Figura 4. (A, B e C). Culturas liquidas de
enriquecimento semeadas em meio soélido de
Ducrey (Laboratério de Bartonelose da
Unicamp).
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Figura 5. (A, B e C). Culturas sélidas — Placas de agar chocolate e sangue semeadas
mostrando o crescimento das col6nias de Bartonella spp. (Laboratério de Bartonelose da
Unicamp).
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Figura 6. Fotomicrografia da eletroforese em gel de agarose a 2% de uma reacao
de PCR (Laboratério de Bartonelose da Unicamp).

Na pratica médica, o método de escolha é o teste soroldgico para
deteccéo de anticorpos anti-B. henselae e anti-B. quintana. Mas, a IF|l pode sofrer
uma alta porcentagem de resultados falso-negativos (Sekeyova et al., 2012) e
falso-positivos por reacdo cruzada com outros patdgenos intracelulares, por
exemplo, Chlamydia spp. (Maurin et al., 1997; Brouqui & Raoult, 2006; Maggi et
al., 2012), Coxiella burnetii (La Scola & Raoult, 1996; Blanco & Raoult, 2005;
Rahimian et al., 2006), Ehrlichia spp., Mycoplasma pneumoniae, Rickettsia spp.,
Treponema pallidum (McGill et al., 1998), Bordetella pertussis e Borrelia spp.
(McGill et al,, 2005). Além disso, os resultados dos testes de IFI podem ser
influenciados pela variacao antigénica das cepas (Riess et al., 2007).

Sabe-se hoje que varias técnicas precisam ser utilizadas
concomitantemente para evitar resultados falso-negativos (Maggi et al., 2011).
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1.3 TRANSMISSAO

As bartoneloses humanas tém como vetores ectoparasitas sugadores de
sangue e sao transmitidas aos seres humanos por uma variedade de artropodes,
incluindo os flebotomineos (Lutzomyia verrucarum), piolhos do corpo (Pediculus
humanus corporis), pulgas (Ctenocephalides felis), pulgas dos roedores
(Ctenophthalmus nobilis) e carrapatos (Chang et al., 2001; Breitschwerdt et al.,
2007; Podsiadly et al., 2009; Chomel et al., 2009; Breitschwerdt et al., 2010a; Tsai
et al, 2011). Nos dultimos 15 anos, um numero crescente de espécies de
Bartonella foi isolado de novos artropodes hematéfagos, incluindo varias espécies
de carrapatos, tais como [Ixodes spp., Dermacentor spp., Rhipicephalus
sanguineus, Haemaphysalis spp., pulgas de humanos (Pulex irritans), além de
moscas de veados (Lipoptena cervi, Lipoptena mazamae) (Kruszewska et al,
1996; Dehio et al, 2004; Halos et al., 2004; Reeves et al., 2006; Sreter-Lancz et
al., 2006; Sun et al., 2008; Tsai et al., 2011).

A Lutzomyia verrucarum, um mosquito flebotomineo nativo do Peru, é o
vetor natural da B. bacilliformis, agente da doenca de Carridén. A L. verrucarum e a
L. noguchii foram capazes de causar bacteremia por B. bacilliformis e induzir
verruga peruana em macacos sob condi¢cdes experimentais (Noguchi et al., 1929).
A distribuigdo do L. verrucarum ocorre entre latitudes especificas e a ocorréncia da
doenca em outras areas em que este vetor ndo esta presente sugere a existéncia
de vetores secundarios envolvidos na transmissdo da doencga (Caceres, 1993;
Maguina & Gotuzzo, 2000; Chomel et al., 2009; Clemente et al., 2012).

O papel dos piolhos na transmissdao da doenca foi relatado em 1919
(Byam et al., 1919). Estudos recentes detectaram, por meio da PCR, B. quintana
em piolhos (Pediculus humanus humanus) de pessoas desabrigadas no
Zimbabwe, Franca, Russia e Japdo, pessoas em campos de refugiados no
Burundi e em comunidades rurais no Peru (Tsai et al., 2011). Em Marselha,
Franca, os piolhos do corpo coletados de pessoas desabrigadas eram mais
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propensos a ser B. quintana-PCR positivos, sendo este fato associado com a
ocorréncia de bacteremia (Foucault et al., 2002).

A B. quintana foi isolada de humanos, de piolhos do corpo e também de
mamiferos naturalmente infectados (um macaco cynomolgus, dois gatos e dois
caes) (O’'Rourke et al., 2005; Kelly et al. 2006; Breitschwerdt et al., 2007), além de
pulgas Ctenocephalides felis (Rolain et al., 2003c) e carrapatos (Chang et al.,
2001). Estes dados sugerem que o ciclo epidemiolégico da B. quintana pode ser
mais complexo do que se pensava, com varios vetores e mamiferos reservatérios

envolvidos na transmissao desta bactéria (Chomel et al., 2009).

As pulgas desempenham um papel importante na manutengdo e na
transmissdo de espécies de Bartonella entre os gatos e roedores (Marié et al.,
2006; Rolain et al., 2003c; Telfer et al., 2007; Kosoy et al., 2012). As Bartonella
spp. também tém sido detectadas em pulgas humanas (Pulex spp.) que
infestavam pessoas no Peru (Parola et al., 2002). Uma das espécies identificadas
foi B. vinsonii subsp. berkhoffii que € associada a arritmias cardiacas, endocardite
e miocardite em humanos e caes (Breitschwerdt et al., 1995; Roux et al., 2000;
Chomel et al., 2009; Tsai et al., 2011). A B. henselae foi isolada primeiramente de
pulgas (Ctenocephalides felis) coletadas de gatos bacterémicos (Koehler et al.,
1994). Demonstrou-se experimentalmente que a transmissdo da bactéria entre os
gatos acontecia somente se houvesse pulgas infectadas pela B. henselae
(Chomel et al., 1996; Chomel et al., 2009).

Recentemente, os carrapatos foram incluidos como vetores para as
espécies de Bartonella (Reis et al., 2011), além de moscas identificadas com o
DNA de Bartonella também serem consideradas vetores para a transmissao da

bactéria entre os ruminantes (Chomel et al., 2009).

Em geral, verifica-se que a diversidade do DNA das espécies da
Bartonella identificadas em ectoparasitas € muito maior do que nos hospedeiros
mamiferos, sugerindo um mecanismo de adaptagdo da bactéria ao ecossistema
do hospedeiro vetor (Chomel et al., 2009; Tsai et al., 2011).
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Os seres humanos e outros mamiferos sdo o0s principais reservatorios
para espécies de Bartonella. Embora as bartonelas possam parasitar uma ampla
variedade de mamiferos, € demonstrada a existéncia de uma associacao entre
espécies de Bartonella e seus hospedeiros (Houpikian & Raoult, 2001; Chomel et
al., 2009; Kosoy et al., 2012). Como exemplo, a B. alsatica é isolada em coelhos
(Heller et al., 1999), a B. henselae, B. koehlerae e B. clarridgeiae sdo comuns
entre os gatos (Heller et al., 1997; Kordick et al., 1997). Os caes representam um
reservatorio para B. henselae (Keret et al., 1998, Tsukahara et al., 1998; Kaiser et
al., 2011) e também para B. vinsonii subsp. berkhoffii (Breitschwerdt et al., 1995).
O homem serve como reservatério natural para a B. bacilliformis e para a B.

quintana (Jacomo et al., 2002; Chomel et al., 2004; Mosepele et al., 2012).

Sao considerados reservatérios destas bactérias os gatos, caes, veados,
ledes, bovinos, coelhos, roedores, golfinhos, ruminantes, tartarugas marinhas e o
homem (Maggi et al., 2005b; McGill et al., 2005; Manfredi & Sabbatani, 2006;
Eremeeva et al., 2007; Valentine et al., 2007; Mosepele et al, 2012). Na verdade,
relatérios e descricbes de novos gendtipos de espécies de Bartonella continuam a
surgir em muitos outros grupos de mamiferos, incluindo os morcegos insetivoros e
carnivoros, ruminantes domésticos e selvagens, mamiferos marinhos e primatas
(Kosoy, 2010; Kosoy et al., 2012).

Ha uma forte associacao entre cepas especificas de Bartonella spp. com
hospedeiros roedores: B. elizabethae em ratos no sul da China (Ying et al., 2002)
e na Tailandia (Castle et al., 2004) e B. vinsonii subsp. arupensis em ratos
Peromyscus sp. no sudeste dos Estados Unidos (Kosoy et al., 1997; Bai et al.,
2011).

Bartonella spp. foram detectadas em morcegos insetivoros no Reino
Unido (Concannon et al., 2005) e América Central (Bai et al., 2011) e em
morcegos frutivoros na Africa (Kosoy et al., 2010).

A estratégia de infecgdo das bartonelas € um mecanismo especifico de
adaptacdo aos hospedeiros e é compartiihada pela maioria das espécies de
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Bartonella. A excecao conhecida a regra é a B. bacilliformis, que pode provocar
hemdlise macigca em eritrocitos humanos, originando uma anemia hemolitica fatal
(Maguina et al., 2009; Harms & Dehio, 2012). A anemia grave também foi descrita
em pacientes com infecgéo por B. henselae (Van Audenhove et al., 2001; Velho et
al., 2007).

1.4 EPIDEMIOLOGIA

Sabe-se hoje que a prevaléncia de espécies de Bartonella é
extremamente elevada, apresentando uma enorme diversidade genética nos
mamiferos infectados, especialmente em espécies de morcegos e roedores em
todo o mundo, com constante reconhecimento do numero dos seus respectivos
hospedeiros (Anderson & Neuman, 1997; Kosoy et al., 1997; Breitschwerdt &
Kordick, 2000; Ying et al., 2002; Castle et al., 2004; Jardine et al., 2005; Boulouis
et al., 2005; Bai et al., 2011). Este fato propiciou novos estudos e resultou na
descricdo de espécies de Bartonella em roedores de varios paises da Africa
(Pretorius et al., 2004; Bitam et al., 2009), das Américas do Norte e do Sul (Kosoy
et al., 1997; Birtles et al., 1999; Ellis et al., 1999a; Jardine et al., 2005; Bai et al.,
2008), da Asia (Ying et al., 2002; Castle et al., 2004;. Bai et al., 2007a,b; Bai et al.,
2009), da Australia (Gundi et al., 2009) e da Europa (Heller et al., 1998, Heller et
al., 1999, Gundi et al., 2004).

Com relacdo a diversidade das espécies de Bartonella, a B. bacilliformis
seria a unica espécie sobrevivente de uma antiga linhagem bacteriana, todas as
outras bartonelas seriam derivadas de uma mesma linhagem moderna (Saenz et
al., 2007; Eicher & Dehio, 2012).

Em estudos mais recentes, pesquisadores demonstraram o DNA da B.
quintana na polpa dentaria de uma pessoa originaria do sudeste da Franca que
morreu ha 4000 mil anos atras (Drancourt et al., 2005) e nos restos mortais de
soldados do Grande Exército de Napoledo em Vilnius, na Lituania, enterrados em
1912 (Raoult et al., 2006). A febre das trincheiras € uma das mais antigas doencas
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bacterianas registradas em seres humanos, tal como a tuberculose, que também
foi detectada nos restos mortais de uma pessoa que faleceu ha 5.400 anos no
Egito conforme citado por Drancourt et al., 2005.

Em determinadas regides, a soroprevaléncia das bartonelas em humanos
€ encontrada em mais de 50% da populacdo (Wagner et al., 2008; Pandak et al.,
2009). Em populagbes normais a soropositividade foi de 2 a 6% nos Estados
Unidos, 19% na Alemanha, 23% na Austria, 48% na Suica (Pandak et al., 2009).
Kosek e colaboradores (2000) mostraram alta soroprevaléncia (77,5%) para B.
bacilliformis no Peru em 554 individuos testados, sendo que a maioria dos
pacientes sororreativos eram assintomaticos. Entre os doadores de sangue,
alguns estudos revelam alta soropositividade anti-B. henselae. Em Creta, Grécia,
a soroprevaléncia foi de 21,6% (Minadakis et al., 2008), na Cro&cia foi de 57,4%
(Pandak et al., 2009), na Turquia foi de 6% (Yilmaz et al., 2009), na ltalia foi de
11.4% (Mansueto et al., 2012).

Um estudo soroepidemioldgico brasileiro realizado em populagédo saudavel
para B. quintana e para B. henselae, na regiao de Minas Gerais, evidenciou taxas
de soroprevaléncia na populagao estudada, respectivamente de 13,7% e 12,8%
(Costa et al., 2005). Em pacientes HIV soropositivos e em populacbées humanas
saudaveis, a soroprevaléncia para Bartonella spp. foi de 38,4% e de 34%,

respectivamente, em Jacarepagua, RJ (Lamas et al., 2010).

Nao existem dados suficientes para determinar a incidéncia ou prevaléncia

da infecg¢ao por Bartonella spp. em humanos.

A prevaléncia de Bartonella spp. entre animais brasileiros tem sido
estudada. Na cidade de Botucatu, Sao Paulo, os anticorpos de B. henselae e B.
vinsonii subsp. berkhoffii foram detectados em 2% (4/197) e 1,5% (3/197) dos
cées estudados, respectivamente (Diniz et al., 2007). Entre os felinos selvagens,
Filoni e colaboradores (2006) demonstraram uma prevaléncia de 95% (20/21) de
B. henselae. Um estudo realizado sobre a soroprevaléncia em gatos recolhidos
nas ruas da cidade de Sao Paulo revelou 46% soropositividade para espécies de
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Bartonella (Slhessarenko et al.,1996). No estado do Rio de Janeiro, a taxa de
sororeatividade para Bartonella spp. foi de 35,7% entre os gatos pertencentes a
individuos HIV soropositivos (Lamas et al., 2010). Em dois outros estudos
realizados em gatos na cidade do Rio de Janeiro, Souza e colaboradores (2010)
demonstraram 25% de soropositividade para Barfonella spp. nas amostras
analisadas e Crissiuma e colaboradores (2011) revelaram 47,5% de
soropositividade para B. henselae. Em Sao Paulo, na cidade de Campinas foi
realizado um estudo, usando a associacao de cultura liquida, cultura sélida, PCR e
nested PCR, que detectou o DNA de B. henselae em 90% dos gatos estudados

em pelo menos um dos testes realizados (Drummond, 2012).

Estudos moleculares realizados em 200 gatos, testados para varios
genes, na cidade de Sao Luiz, Maranhao, revelaram nove gatos (4,5%) positivos
para Bartonella spp: seis gatos para B. henselae e trés para B. clarridgeiae (Braga
etal., 2012).

1.5 BARTONELOSES

Clinicamente, as espécies de Bartonella mais importantes e que séo
associadas ao maior numero de doengas em seres humanos sao a B. bacilliformis
(agente da febre de Oroya e da verruga peruana), a B. henselae (agente da
doenca da arranhadura do gato, da angiomatose bacilar, da peliose bacilar
hepatica, de endocardite e de septicemia) e a B. quintana (agente da febre das
trincheiras, da angiomatose bacilar, de bacteremia e de endocardite) (Anderson &
Neuman, 1997; Dehio, 2004; Liu et al., 2012). A B. henselae e a B. quintana estao
relacionadas com a maioria das taxas de morbidade e mortalidade em individuos
imunodeficientes e a B. henselae é a espécie mais frequentemente associada a
doengas humanas (Fournier et al., 2001; Koehler et al., 2003; Mosepele et al.,
2012; Harms & Dehio, 2012). Estas espécies causam um espectro de doencas
especificas em hospedeiros imunodeficientes, como nos pacientes com aids e nos

etilistas crbnicos, causando febre de origem desconhecida, endocardite com
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cultura negativa, osteomielite e lesdes angioproliferativas mais frequentes na pele,

figado e baco (Mosepele et al., 2012).

As manifestacdes clinicas mais comuns da infeccao por B. henselae e B.
quintana encontradas nos pacientes HIV soropositivos sdo as lesbes de
angiomatose bacilar, peliose hepatica e bacteremia recorrente e a febre (Koehler
et al., 2003, Mosepele et al., 2012).

Em pacientes submetidos a transplante de figado, a infeccdo por B.
henselae pode causar massas hepaticas (Thudi et al, 2007), granulomas
hepaticos (Humar & Salit, 1999) ou doenca disseminada (Bonatti et al., 2006).

A infecg@o por B. quintana e também por B. henselae (esta ultima menos
frequente), entre os pacientes sem domicilio e que apresentam etilismo crénico,
tem como manifestagéo clinica mais comum a endocardite subaguda com cultura
negativa, além de quadros de angiomatose bacilar, endocardite e bacteremia
assintomatica crénica (Spach et al., 1995a; Raoult et al., 1996; Martin et al., 2009;
Bibhuti et al., 2009; Dimopoulos et al., 2012; Olarte et al., 2012).

Como a gravidade da infeccdo estd relacionada com o estado
imunolégico, as pessoas imunodeficientes podem desenvolver manifestagbes
sistémicas e também sao susceptiveis a bacteremia por Bartonella spp. e a
disseminacdo da doenga para outros érgaos. Ja foram descritas manifestagdes
respiratérias (ndédulos pulmonares e massas cervicais) (Manfredi & Sabbatani,
2006), gastrointestinais (hepatoesplenomegalia, hepatite granulomatosa, peliose
bacilar hepéatica e abscesso hepatico) (Thudi et al., 2007; Bonatti et al., 2006;
Humar & Salit,1999), cardiacas (derrame pericardico, miocardite e endocardite)
(Levy et al., 2003; Blanco & Raoult, 2005), hematolégicas (anemia hemolitica e
trombocitopenia) (Van Audenhove et al, 2001; Breitschwerdt et al., 2010a),
neuroldgicas (cefaléia cronica, abscesso cerebral, encefalite, convulsdo, meningite
asséptica e mielite) (Gerber et al., 2002; Fouch & Coventry, 2007; Breitschwerdt et
al., 2009), oftalmolégicas (sindrome de Parinaud, neuropatia optica, retinite aguda,
uveite e endoftalmite) (Cunningham & Koehler, 2000; Drancourt et al., 2004) e
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dermatoldgicas (eritema nodoso, granuloma anular, eritema polimorfo, exantema e
purpura) (Velho et al., 2003; Florin et al., 2008). Febre persistente de origem
indeterminada (Jacobs & Schutze, 1998; Tsukahara et al., 2000), fadiga cronica e
bacteremia assintomatica também tém sido detectadas em pessoas infectadas
pela B. henselae (Blanco & Raoult, 2005; Chomel et al., 2006; Magalhaes et al.,
2010; Harms & Dehio, 2012).

O tratamento das bartoneloses depende da expressao clinica, do sistema
imune do hospedeiro e da gravidade da doenca. Algumas doencas causadas por
Bartonella spp. podem ter resolugdo espontanea, mas, em outros casos, a doenga
pode ser fatal sem o uso de antibi6ticos adequados (Rolain et al., 2004; Fouch &
Coventry, 2007). A experiéncia de tratamento em bartoneloses humanas é vista
em uma das trés principais categorias: (1) individuos com DAG (Margileth, 1992;
Bass et al., 1998; Rolain et al., 2004), (2) individuos imunodeficientes (receptores
de transplantes, quimioterapia imunossupressora e infectados com o HIV)
(Koehler et al., 2003) e (3) pacientes com endocardite por B. quintana e B.
henselae (Dorbecker et al., 2006; Breitschwerdt et al., 2010a). Entretanto, a
terapéutica das Bartonella spp. nao € padronizada, ha falta de dados
microbiolégicos em estudos clinicos terapéuticos e os resultados publicados sao
baseados na experiéncia clinica e em estudos de sensibilidade in vitro (Pérez-
Martinez et al., 2010).

1.5.1 Doenca de Carrion

A bartonelose de Carrién, causada pela B. bacilliformis, foi descrita ha
milhares de anos causando doenca debilitante e morte desde os tempos da era
pré-Inca, sendo documentada através de desenhos da verruga peruana
reproduzidos em estatuetas de ceramica feitas por indios pré-colombianos. A
doenca era restrita a certas regidées da Cordilheira dos Andes no Peru, sendo o
género Bartonella representado por apenas esta espécie por mais de 80 anos
(Kosek et al., 2000; Chamberlin, 2002) (Figura 7).
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Figura 7. Ceramicas peruanas correspondentes a fase cronica da doenga
de Carridn, a verruga peruana (Pachas, 2001).

7

A bartonelose peruana é chamada de doenca de Carrion apés Daniel
Alcides Carrién, um estudante de medicina peruano, provar em 1885 que a febre
de Oroya e a verruga peruana eram fases da mesma doenca. Depois de inocular-
se com sangue proveniente de uma lesdo cutanea de verruga peruana, ele
desenvolveu a forma aguda da doenca e morreu 21 dias mais tarde. Carrién é
considerado um martir da medicina peruana sendo designado no Peru o dia 05 de

outubro como o “Dia da Medicina” em sua homenagem (Pamo, 2012).

A doenca tem um curso clinico bifasico, sendo que a fase aguda da
doenca, chamada febre Oroya, foi descrita durante um surto, em 1870, associado
com a construcao de uma estrada de ferro de Lima a La Oroya. Nesta época, mais
de 7000 trabalhadores morreram, causando grande preocupac¢ao na comunidade
local e cientifica, com o registro de valiosas observagdes sobre a doenca (Cueto,
1996; Pamo, 2012).

A primeira fase, aguda ou febril anémica, é caracterizada por uma
bacteremia intraeritrocitaria, que ocorre ap6s um periodo de incubacdo média de
duas semanas. A mortalidade estd em torno de 44-88% em individuos nao
tratados, sendo as criancas pequenas as mais afetadas nas comunidades
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endémicas, supostamente devido a imunidade protetora que se desenvolve com

as infeccoes repetidas (Brena Chavez et al., 2006).

Caracteristicas da fase aguda incluem febre, mal estar e um r4pido inicio
de anemia hemolitica, sendo que esta fase pode ser fatal (Maguina et al., 2009).
Aqueles que sobrevivem a fase aguda, mesmo apdés tratamento com antibiéticos,
podem desenvolver uma doenga crbnica, caracterizada pelo aparecimento de
lesbes angiomatosas (tumores vasculares) na pele que se originam de células
endoteliais colonizadas pelas bactérias, conhecidas como verrugas peruanas
(Figura 8). Estas sao caracterizadas pela presenca de uma ou multiplas lesdées
cutdneas angiomatosas papulosas e pruriginosas, que sangram com facilidade e
que se acompanham de dor Ossea, desaparecendo em semanas (lhler, 1996;
Maguina & Gotuzzo, 2000; Blanco & Raoult, 2005; Maguina et al., 2009).

Figura 8. Verrugas peruanas — fase cronica
da doenca (Maguina C et al., 2009).

A medida que a doenga progride, a anemia hemolitica pode ser
acompanhada por linfadenopatia generalizada e hepatoesplenomegalia. Em casos
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mais graves, derrame pericardico, miocardite, endocardite, delirio, convulsées,
coma, insuficiéncia respiratéria aguda e insuficiéncia multipla dos érgaos pode
ocorrer. Por tratar-se de infeccdo que promove imunossupressao, a maioria das
mortes esta associada com a presenga de infecgdo secundaria, principalmente por
salmonelose, sendo esta a complicacdo fatal mais frequente em pacientes
hospitalizados. Se a infeccao ocorrer durante a gravidez pode haver infecgéo
transplacentéaria, morte fetal, aborto e morte materna (Maguina et al., 2009).

O agente causador da doenca de Carridén ficou muitos anos sem ser
identificado até a criacdo de Institutos de Bacteriologia no Peru. Em 1909, o
médico argentino Alberto Barton identificou o agente etiolégico da doenca de
Carrion no sangue dos pacientes com febre de Oroya, a B. bacilliformis, a primeira
espécie de Bartonella a ser descrita na literatura. A doenca é restrita a cordilheira
andina no Peru, Equador e Colébmbia, com relatos de casos esporadicos na
Bolivia, Chile, Guatemala e Brasil (Gray et al., 1990; Alexander, 1995; Bass et al.,
1997; Maguifia & Gotuzzo, 2000; Cesario & Cesario, 2005; Cesario et al., 2011;
Clemente et al., 2012).

A B. bacilliformis é transmitida aos seres humanos através da picada de
um mosquito do género Lutzomyia. A distribuicdo geogréfica limitada de espécies
de fleb6tomos especificos, Lutzomyia verrucarum, foi responsavel pela aparente
distribuicao da doenca humana dentro de uma faixa de altitude especifica. No
entanto, estudos recentes tém demonstrado que a doenca de Carrién pode ocorrer
em areas onde o L. verrucarum nao é o dominante (Ellis et al., 1999b; Karem et
al., 2000; Clemente et al., 2012).

Nos pacientes com febre de Oroya, na fase aguda ndo complicada,
adultos e criangas devem ser tratados com ciprofloxacina. Esta € a nova
recomendacgao do Ministério da Saude do Peru devido ao encontro de cepas ja
resistentes ao cloranfenicol. No caso de complicacdes, o tratamento deve ser
ciprofloxacina associada a ceftriaxona ou ceftazidima por 10 dias. Para o
tratamento da verruga peruana emprega-se a rifampicina como monoterapia
(Pérez-Martinez, et al., 2010).
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Na fase aguda, a maioria dos pacientes tratados se recupera, alguns
morrem € menos de 5%, apds algumas semanas ou meses, desenvolvem as
lesbes eruptivas e sangrantes caracteristicas da fase cronica da doenca. Este
ultimo fato sugere haver infeccao crénica, mesmo ap6s a antibioticoterapia, capaz
de mudar o curso clinico da manifestacao inicial da doenga (Maguifia, 2001).

1.5.2 Febre das Trincheiras

Em 1915, a febre das trincheiras (FT) foi reconhecida como entidade
clinica durante uma epidemia ocorrida na Primeira Grande Guerra. Neste periodo,
foi estimado que mais de um milhdo de pessoas tivessem sido afetadas,
predominando a doenca em militares (Maurin & Raoult, 1996; Foucault, et al.,
2006). Também denominada de febre dos cinco dias (quintana), a FT é causada
pela B. quintana, encontrada na saliva e nas fezes dos piolhos do corpo humano
(Pediculus humanus corporis), infectando o homem quando a pele esta lesada. O
homem ¢é considerado o hospedeiro primario da B. quintana, mas ha estudos
recentes que demonstraram a presenca desta bactéria em caes e em macacos
Rhesus cynomolgus (O’Rourke et al., 2005; Huang et al., 2011; Li et al., 2013).

O agente causador foi identificado pelo microbiologista brasileiro Enrique
da Rocha Lima quando investigava o tifo para o governo aleméo durante a guerra.
Com um periodo de incubacao entre 15 a 25 dias, a infeccao é caracterizada por
episédios recorrentes de febre alta que duram entre 1 a 5 dias, podendo ser
autolimitada e, entre os surtos febris, os pacientes apresentam infeccédo
assintomatica. A doencga apresenta uma evolugéo clinica ciclica, associada a febre
recorrente, mal-estar, calafrios, anorexia, sudorese, cefaléia, conjuntivite, mialgias
e artralgias. Também pode ser acompanhada de dor pré-tibial, tontura e
bacteremia crénica ou evoluir para doencas graves, como angiomatose bacilar e
endocardite (Raoult, 1999; Brouqui et al., 1999; Ohl et al., 2000; Jacomo et al.,
2002; Greub et al., 2002; Boulouis et al., 2005; Blanco & Raoult, 2005; Piérard-
Franchimont et al., 2010).
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Apbs a Segunda Guerra Mundial a doenca deixou de ser epidémica, mas
durante as ultimas décadas a B. quintana foi associada a quadros de bacteremia
crbnica nos indigentes e etilistas em areas urbanas, sobretudo em populagdes
com prevalente infestacao por piolhos do corpo, com mas condigcdes de higiene
pessoal e de saneamento (Spach et al., 1995b; Ehrenborg et al., 2008; Brouqui &
Raoult, 2006; Piérard-Franchimont et al., 2010). Atualmente, este quadro clinico
reemergente foi renomeado de “febre das trincheiras urbana dos dias modernos”,
e pode estar associado a bacteremia cronica e cursar com endocardite (Maurin &
Raoult, 1996; Anderson & Neuman, 1997; DZupova et al., 2013).

A epidemiologia é a chave para se fazer um diagnéstico presumivel de FT.
O diagnostico é confirmado pelo isolamento e identificagdo de B. quintana em
cultura nas amostras de tecido e sangue de pacientes infectados e pela sorologia
através da IFI (Maguifa et al., 2009).

Apesar de nao haver estudos controlados, o tratamento de eleicdo da FT e
da bacteremia crénica consiste na associa¢do de doxiciclina e gentamicina por no
minimo duas semanas e em imunodeficientes devera ser prolongado por meses.
Os pacientes assintomaticos também deverdo ser tratados pelo alto risco de
desenvolverem endocardite. Para o tratamento da endocardite por B. quintana
recomenda-se a associagcdo de gentamicina com a ceftriaxona na tentativa de
melhorar o progndstico da doenca (Rolain et al., 2004; Pérez-Martinez et al.,
2010).

1.5.3 Doenca da Arranhadura do Gato

Em 1950, Robert Debré, professor de pediatria na Universidade de Paris,
fez a primeira publicacdo da doencga da arranhadura do gato (DAG), a qual ja era
conhecida como entidade clinica. Mas somente em 1992, Dolan e seus
colaboradores fizeram o isolamento da B. henselae nos linfonodos dos pacientes
infectados (Jacomo et al., 2002; Eymin et al., 2006). A DAG ¢é descrita na maioria
dos paises do mundo e é a expressao clinica mais freqliente da infecgdo por
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bartonelas. E uma doenca comum e autolimitada, sendo a principal causa de
linfonodomegalia benigna em criangas e adultos jovens (Dehio & Sander, 1999;
Lépez & Andraca, 2008; Piérard-Franchimont et al., 2010; Klotz et al., 2011).

O gato doméstico € o principal reservatério, mas o cao também foi
associado a transmissao da doenca (Chung et al., 2005; Kaiser et al., 2011). 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, pois 0s gatos jovens sao mais
susceptiveis a bacteremia (Blanco & Raoult, 2005; Chomel et al., 2006; Guptill,
2010).

A B. henselae € o principal agente causador da doenca, mas foram
descritos casos isolados relacionados com a B. clarridgeiae, B. quintana, Afipia
felis, um outro bacilo gram-negativo e um caso com a B. alsatica (Kordick et al.,
1997; Azevedo et al., 2000; Velho, 2001; Angelakis et al., 2008; Saisongkorh et al.,
2009).

As manifestacdes clinicas dependem do estado imunolégico do paciente.
O quadro clinico tipico que acomete os individuos imunocompetentes caracteriza-
se pela presenga de linfadenopatia regional (Figura 9) precedida por uma papula
eritematosa, ndo pruriginosa, que surge no local do trauma 3 a 10 dias apéds a
inoculagdo. Em 85% dos casos as adenopatias sdo unicas, ocorrendo com maior
frequéncia nas regiades axilar e epitrocleares (46%), cabeca e pescogo (26%) e
virilha (17,5%). O periodo de incubagdo é de poucos dias a varias semanas
(Carithers, 1985; Eymin et al., 2006; Florin et al., 2008).
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Figura 9. Linfadenopatia regional em
paciente com doenca da arranhadura
do gato (Arquivo pessoal Dr. Paulo
Velho).

Sao descritas outras manifestacbes menos comuns da doenca em 5 a
14% dos individuos infectados. Estas incluem a sindrome 6culo-glandular de
Parinaud, febre prolongada, fadiga, perda de peso, mialgia, artralgia,
esplenomegalia, encefalites, sintomas neurolégicos, além de manifestacoes
cutédneas, como purpura trombocitopénica, exantema, eritemas anular, multiforme
e nodoso (Werner et al., 2006; Florin et al., 2008; Piérard-Franchimont et al., 2010;
Habot-Wilner et al., 2011).

O diagnéstico da DAG pode ser realizado através dos testes de IFA,
ELISA, cultura de tecidos e PCR de linfonodo aspirado ou de material de bidpsia.
A orientagao diagnoéstica é feita através de critérios epidemioldgicos (antecedentes
de contato com gatos), manifestagdes clinicas (presenca de febre prolongada,

adenopatias regionais, microabscessos hepéticos e/ou esplénicos) e sorologia
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(Florin et al., 2008; Maguina et al., 2009; Olaso et al., 2011). O diagnéstico
soroldgico mais utilizado é a deteccao de titulos de IgG por meio da IFI. Os titulos
menores que 1:64 podem representar infeccdo antiga. Os pacientes com DAG
frequentemente apresentam titulos iguais ou maiores que 1:256 (Eymin et al.,
2006; Klotz et al., 2011). O exame anatomopatol6gico, embora caracteristico por
demonstrar um tipico granuloma com necrose central, ndo € patognomaénico da
DAG. A coloragao de Whartin-Starry revela os bacilos pleomorficos nas zonas de

necrose (Olaso et al., 2011).

O tratamento é questionavel nos pacientes imunocompetentes pelo fato da
DAG ser uma doenga benigna e autolimitada. Foi realizado um Unico estudo
prospectivo, duplo-cego, com azitromicina em pacientes imunocompetentes com
DAG nao complicada. Ap6s 30 dias, os pacientes tratados com este antibiético
apresentaram uma reducao significativa no volume do linfonodo em comparagéao
com o grupo placebo. Mas, nao foi demonstrada nenhuma eficacia da azitromicina
para o tratamento da DAG disseminada, nem para a prevencao da evolugdo da
DAG localizada para a doenga disseminada ou para a preveng¢ao de complicacées
(Bass et al., 1998).

Varias associagbes de antibidticos tém sido usadas para tratar os
pacientes imunodeficientes e aqueles que apresentam complicagcbes da DAG,
como retinite, encefalopatias, endocardite e hepatite. A resposta clinica ao
tratamento € melhor observada quando se utiliza a associagao de rifampicina com
claritromicina, gentamicina, ciprofloxacina, sulfametoxazol/trimetoprim ou
doxiciclina. O tratamento com um regime de azitromicina oral de 500 mg no
primeiro dia, seguido de 250 mg uma vez por dia nos proximos 5 dias deve ser
considerado para os pacientes com linfadenopatia volumosa. A bartonelose ocular
é tratada com doxiciclina por causa da sua excelente penetracao ocular. Em casos
complicados, utiliza-se a associacdo de doxiciclina e rifampicina por um periodo
minimo de 4 semanas (Margileth et al., 1992; Maurin et al., 1995; Rolain et al.,
2004; Maguina et al., 2009; Pérez-Martinez et al., 2010; Klotz et al., 2011).
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1.5.4 Angiomatose Bacilar

A angiomatose bacilar (AB) foi descrita pela primeira vez, em 1983,
durante o aparecimento da aids. A AB é causada pela B. henselae e pela B.
quintana, sendo mais frequente em pacientes imunodeficientes, especialmente os
soropositivos para o HIV, transplantados, e em pacientes sob terapia
imunossupressora, mas raramente pode comprometer individuos
imunocompetentes (Regnery et al.,, 1992; Tappero et al., 1995; Anderson &
Neuman, 1997; Rolain et al., 2004; Mosepele et al., 2012; Moulin et al., 2012).

A patogenia da AB relaciona-se com uma proliferacdo vascular anémala
de células endoteliais e dos capilares na derme reticular, que afeta principalmente
a pele e os linfonodos. As manifestagdes mucocutaneas sdo as mais frequentes
(55% a 90%) e podem ser papulosas, tumorais ou nodulares, solitarias ou
multiplas, sendo a papula eritemato-violacea a lesdo mais caracteristica (Figura
10) (Tappero et al., 1993; Uribe et al., 2012). Pode haver lesdes praticamente em
todo o corpo e o principal diagnéstico diferencial € o sarcoma de Kaposi, com o
qual pode co-existir (Cockerell & LeBoit, 1990; Maurin & Raoult, 1996; Spach &
Koehler, 1998). Por este motivo, toda lesdo de aspecto vascular ou tumoracao
cutédnea de causa desconhecida devera ser biopsiada para ser realizado o exame
histopatolégico (Pérez-Martinez et al., 2010). Outros diagnosticos diferenciais das
lesbes cutaneas devem incluir: granuloma piogénico, hemangioma, tumores
subcutaneos, angiossarcoma e verruga peruana (Schwartz et al., 1997; Cornejo &
Vizcarra, 1999; Rolain et al., 2004; Koehler & Duncan, 2005; Moulin et al., 2012).
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Figura 10. Papulas angiomatosas caracteristicas de angiomatose bacilar
em paciente do Hospital de Clinicas da Unicamp.

A AB pode apresentar manifestagbes extracutaneas, afetando a mucosa
respiratéria e gastrointestinal, figado, bago, medula éssea, linfonodos, musculos e
sistema nervoso central (Maurin et al., 1997; Cornejo & Vizcarra, 1999; Margileth,
2000). A disseminacao da doencga tende a ocorrer principalmente em condi¢cdes de
imunodeficiéncia como nos pacientes com aids com contagem de CD4 abaixo de
200 células/mm?® e transplantados (Bonatti et al., 2006; Uribe et al., 2012). Sinais e
sintomas sistémicos incluem emagrecimento, febre, suores noturnos, mal-estar e
anorexia (Zarraga et al., 2011).

Quando compromete o figado, o bago ou a medula éssea a AB é chamada
de peliose bacilar e caracteriza-se por lesdes angioproliferativas associadas a
dilatacbes capilares com formacao de espagos cavernosos cheios de sangue
(Perkocha et al., 1990; Loutit, 1997; Raoult, 1999; Uribe et al., 2012). Tanto a AB
como a peliose bacilar sdo diferentes manifestagdes clinicas de um processo de
proliferagcao vascular secundarias a infec¢ao pelo género Bartonella e que ocorrem
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principalmente nos pacientes com imunodeficiéncia adquirida (Vasquez et al.,
2007).

Embora o diagnéstico possa ser ajudado por exames microbioldgicos,
sorolégicos e por técnicas moleculares, na pratica clinica € o exame histoldgico
gue mais facilmente possibilita o diagnéstico com critérios ja bem definidos (Velho
et al., 2002; Zarraga et al, 2011). A biopsia cutdnea mostra as estruturas
cocobacilares agrupadas visualizadas pela coloracdo de Whartin Starry (Piérard-
Franchimont et al., 2010). Existem trés principais caracteristicas histolégicas das
lesbes cutaneas de AB: (1) proliferagdes lobulares dos vasos sanguineos, (2)
infiltracdo de neutréfilos e (3) depdsito bacilar no intersticio (Zarraga et al., 2011).
Para a identificacdo da espécie envolvida na AB, a PCR é o método de eleicdo
para a identificagcdo da bactéria diretamente no sangue ou no tecido (Uribe et al.,
2012).

A AB tem evolugcdo potencialmente fatal se néo tratada, sendo a
eritromicina ou doxiciclina drogas de escolha, mas ciprofloxacina, azitromicina,
tetraciclina e aminoglicosideos também podem ser eficazes. O tratamento deve
ser prolongado, durante 3 a 4 meses, para diminuir o risco de recorréncias. O
prognostico dos pacientes é favoravel e as lesdes geralmente se revertem em
curto prazo. Nos pacientes intolerantes a eritromicina ou naqueles que
apresentam falha terapéutica pode-se utilizar a doxiciclina que é bem tolerada
durante periodos maiores de tratamento (Cockerell et al., 1987; Maurin & Raoult,
1996; Gasquet et al., 1998; Pérez-Martinez et al., 2010; Uribe et al., 2012).

1.6 OUTRAS DOENCAS

As bartoneloses merecem atencdo devido ao numero crescente de
espécies conhecidamente patogénicas ao homem e pela existéncia de espécies ja
documentadas, mas com patogenicidade ainda ndo comprovada.

Sabe-se hoje que as bartonelas representam de 1% a 17% de todos os
casos de endocardite com cultura negativa (Lamas & Eykyn, 2003). A endocardite
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por B. quintana é a mais comum, principalmente em pacientes que apresentam
bacteremia crdnica, etilistas e naqueles que vivem em condigdes desfavoraveis de
higiene. Febre, anorexia, perda de peso, anemia e hepatoesplenomegalia sao as
manifestagdes clinicas mais comuns da endocardite. Esta, as vezes, pode evoluir
com grave e progressiva lesdo valvular (predominantemente da valvula aortica)
exigindo a substituicdo da valvula (Stein & Raoult, 1995; Anderson & Neuman,
1997; Brouqui et al., 1999; Fournier et al., 2010; Dimopoulos et al., 2012; Olarte et
al., 2012). Embora a B. quintana possa causar doenca aguda e grave em pessoas
sem moradia, muitas vezes a bactéria produz uma doenca crbnica e inespecifica
que nao desperta a suspeita clinica de infec¢ao por Bartonella (Foucault, 2002;
Vitale et al., 2009).

As espécies mais envolvidas nos quadros de endocardite sdo: B. quintana,
B. henselae, B. elizabethae, B. alsatica, B. koehlerae, B. vinsonii subsp. berkhoffii
e B. vinsonii subsp. arupensis (Daly et al., 1993, Roux et al., 2000; Avidor et al.,
2004; Houpikian & Raoult, 2005; Fenollar et al., 2005; Raoult et al., 2006; Dreier et
al., 2008; Jeanclaude et al., 2009; Fournier et al. 2010 ). Recentemente, uma nova
espécie chamada de ‘Candidatus Bartonella mayotimonensis’ foi descrita em um
caso de endocardite (Lin et al., 2010).

Um amplo espectro de doencas oculares tem sido associado com as
espécies de Bartonella. A sindrome oculoglandular de Parinaud é a manifestagéo
ocular mais comum causada pela B. henselae, podendo também estar associada
as espécies B. quintana e B. grahamii causando inflamacao e neurorretinite
(Jawad & Amen,1990; Ormerod & Dailey, 1999; Cunningham & Koehler, 2000;
Curi et al., 2010).

A B. henselae pode causar manifestacées incomuns nos humanos como
encefalopatia, encefalite, purpura trombocitopénica, osteomielite, septicemia, febre
de origem indeterminada e doencas hepatoesplénicas (Margileth, 1993; Graveleau
et al., 2011; Chi et al., 2012). Doencas 6sseas, neuroldgicas e até psiquiatricas
também foram relacionadas a estes agentes. Manifestagdes atipicas da DAG
como meningoencefalite, retinite, abscessos hepatoesplénicos e osteomielite
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foram relatadas e € provavel que muitas dessas manifestagcdes ainda possam
passar despercebidas (Jacomo et al., 2002; Hajjaji et al., 2007; Breitschwerdt et
al., 2007; Roubaud-Baudron et al., 2009; Edouard & Raoult, 2010).

Hepatite granulomatosa e/ou esplenite (historicamente chamada de
“‘doenca da arranhadura do gato atipica”) foram descritas em alguns pacientes,
principalmente em criangas infectadas com B. henselae (Gerber et al., 2002; Giladi
et al., 2005; Psarros et al., 2012; VanderHeyden et al., 2012). Linfadenite
granulomatosa causada pela infeccdo da B. alsatica foi encontrada em pacientes
com linfadenopatia generalizada (Angelakis et al., 2008).

A Bartonella vinsonii subsp. berkhoffii € um importante patégeno
intravascular emergente que tem sido isolado de pacientes com endocardite,
artrite, doencgas neuroldgicas e neoplasias vasculoproliferativas (Roux et al., 2000;
Breitschwerdt et al., 2008; Breitschwerdt et al., 2009). A B. vinsonii subsp.
berkhoffii e B. henselae foram isoladas do sangue de pessoas imunocompetentes
que apresentavam artralgias, fadiga e sintomas neurolégicos (Breitschwerdt et al.,
2010c).

Sao descritos casos de infeccdo por B. henselae simulando linfoma.
Sintomas como febre, perda de peso, suores noturnos, linfadenomegalia e
esplenomegalia, sem evidéncia de infeccdo disseminada, sdo comumente
encontrados. A DAG com envolvimento esplénico é uma manifestagdo incomum
da doenca em adultos e pode ser facilmente confundida com um linfoma
esplénico, conduzindo assim a uma esplenectomia desnecessaria (Luddy et al.,
1992; Ghez et al., 2001; Czauderna et al., 2005).

1.7 INFECCAO DE ERITROCITOS E RISCO TRANSFUSIONAL

Apesar do amplo conhecimento sobre algumas doengas causadas por
espécies de Bartonella em humanos, ainda pouco se sabe sobre 0s mecanismos
humorais e celulares envolvidos na persisténcia da infeccao (Mosepele et al.,
2012). Espécies de Bartonella compartilham uma estratégia de infeccdo por meio
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de persisténcia intraeritrocitaria, permitindo assim a transmissdo continua por
artropodes sugadores de sangue e estabelecendo um santudrio protegido de
ataque do sistema imunologico do hospedeiro (Harms & Dehio, 2012).

O género Bartonella é o Unico entre os agentes patogénicos bacterianos
que infectam os eritrécitos humanos. A B. henselae e a B. quintana sdo as
espécies que mais estabelecem bacteremia intraeritrocitaria crénica. Em
contraste, a B. bacilliformis apresenta uma bacteremia relativamente curta, mas
potencialmente fatal, devido a destruicdo seletiva no baco de quase todos os
eritrécitos infectados circulantes (Rolain et al., 2004; Boulouis et al., 2005; Minnick
& Battisti, 2009; Pulliainen & Dehio, 2012; Harms & Dehio, 2012).

Entre os fatores que contribuem para o tropismo eritrocitario das bactérias
estdo a motilidade mediada pelos flagelos e as proteinas de superficie associadas
com o sistema de secrecdo de tipo IV TRW (T4SS). Estas porteinas estdo
envolvidas na aderéncia aos eritrocitos e no estabelecimento da bacteremia
cronica (Saenz et al., 2007; Dehio, 2008; Franz & Kempf, 2011; Harms & Dehio,
2012).

Os genes para a motilidade baseada nos flagelos sdo exclusivos para a B.
bacilliformis, sendo esta considerada uma linhagem “ancestral” das espécies de
Bartonella devido a auséncia do sistema de secrecdo TRW. A B. quintana e a B.
henselae, sdo chamadas de “bactérias modernas”, ndo possuem flagelo e
possuem o sistema de secrecdo TRW como um dos fatores de viruléncia (Saenz
et al., 2007; Dehio, 2008). Os primeiros trabalhos mostraram que a B. bacilliformis
morta ou sem motilidade ndo era capaz de aderir aos eritrocitos (Walker &
Winkler, 1981; Benson et al., 1986).

As proteinas hemoliticas das Bartonella spp. desempenham um papel
importante  no hemotropismo. Foi demonstrado em cultura de células
endoteliais de veia umbilical humana (HUVEC) incubada com a B. henselae e com
a B. bacillifomis que os eritrocitos apresentam alteracdo na superficie da
membrana devido a um fator de deformacao (proteina deformina), produzido por
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estas bactérias (Iwaki-Egawa & lhler, 1997). A B. bacilliformis produz uma proteina
hemolitica chamada de hemolisina que € dependente de contato (Hendrix, 2000) e
€ expressa exponencialmente durante a fase de crescimento bacteriano, sendo
utilizada pela bactéria para escapar dos vacuolos das células hospedeiras durante
o parasitismo intracelular (Minnick & Battisti, 2009).

A adesdo a célula do hospedeiro é um dos mais importantes passos
durante o processo de infeccdo. Os fatores patogénicos mais descritos sdo o
sistema de secrecdo VirB/D4 IV, Bartonella adesina A (BadA) e o sistema de
TRW. As adesinas autotransportadoras triméricas BadA asseguram o contato da
bactéria as células hospedeiras e a matriz extracelular. Devido a falta das
moléculas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) na superficie, os
eritrécitos seriam incapazes de apresentar os antigenos dos seus invasores ao
sistema imune e, desta forma, continuariam a realizar as suas fungdes (Pulliainen
& Dehio, 2012; Harms & Dehio, 2012).

Em 2002, Jacomo e colaboradores sugeriram que a observacédo de Koch,
de que o sangue deveria ser livre de bactérias, ndo poderia ser aplicavel ao
género Bartonella (Jacomo et al., 2002). Hoje, ja foi demonstrado que pode haver
infeccao intraeritrocitaria em humanos por protozoarios Plasmodium sp. e Babesia
sp. e por bactérias do género Bartonella (lhler, 1996; Dehio, 2001; Rolain et al.,
2003a,b).

A capacidade de invasdo da B. henselae foi documentada em células
endoteliais, células epiteliais, mondcitos, macréfagos e eritrécitos (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; Pitassi et al., 2007). Sabe-se que a inoculacao
intravenosa da bactéria ndo conduz a infeccdo imediata dos eritrécitos, esta
persiste em um nicho primario antes da fase de infeccao do sangue, fato este que
explica o tempo de incubacédo extremamente longo da febre de Oroya (60 dias em
média) (Maguifa et al, 2009). A natureza deste nicho ainda permanece

desconhecida, mas estudos in vivo apontam as células endoteliais como um alvo
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importante das Bartonella spp. No entanto, é provavel que outras células estejam

envolvidas na participagao deste nicho (Harms & Dehio, 2012).

Existem poucos estudos in vivo disponiveis que permitam tragar um
quadro preciso da infec¢ao entre a fase de inoculagdo de Bartonella sp. na pele ou
na corrente sanguinea e o inicio da bacteremia. A inoculagédo da B. tribocorum em
um modelo de rato imunocompetente demonstrou que logo ap6s a inoculagcédo
ocorre uma breve bacteremia. Esta € seguida por um periodo de 3 a 5 dias sem a
deteccdo da bactéria no sangue antes do ressurgimento da bacteremia
intraeritrocitaria persistente que dura em torno de 8 a 11 semanas (Schulein et al.,
2001; Koesling et al., 2001; Jacomo et al., 2002; Mosepele et al., 2012).

Antes do relato deste modelo desenvolvido em roedor, a bacteremia ja
havia sido documentada em gatos experimentalmente infectados com B. henselae
através da transfusdo sanguinea (Guptill et al., 1997; Kordick et al., 1999;
Yamamoto et al., 2002).

As Bartonella spp. podem apresentar infec¢cdes assintomaticas. Lucey e
colaboradores descreveram o0 caso de pacientes imunocompetentes que
apresentaram bacteremia persistente com recaidas clinicas apds varios cursos de
antibioticos. Os pacientes apresentavam febre recorrente e sintomas
constitucionais e apds o tratamento tornaram-se assintomaticos. A hemocultura
positiva foi obtida antes da introducao da terapia antibiética (Lucey et al., 1992).
Sabe-se que 10 a 15% das populacées em areas endémicas para a doenca de
Carribn sao portadores assintomaticos de B. bacilliformis (Garcia-Caceres &
Garcia, 1991).

A bacteremia em humanos foi detectada no sangue de pessoas
imunocompetentes que tiveram contato frequente com gatos e exposicéo a alguns
artropodos (pulgas, carrapatos, mosquitos, piolhos). A soroprevaléncia foi
encontrada em 57% das pessoas testadas e estas foram sororeagentes em pelo
menos um dos antigenos testados para as espécies de Bartonella estudadas,
concluindo que a B. henselae pode induzir infeccdo oculta em pessoas
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imunocompetentes (Breitschwerdt et al., 2007). Um estudo anterior identificou uma
soroprevaléncia de 3% para B. henselae em doadores de sangue saudaveis e
7,1% de soroprevaléncia para os antigenos de B. henselae e B. quintana entre 0s

profissionais de saude animal (Chomel et al., 2003).

O DNA da B. koehlerae também foi demonstrado no sangue de 1,8% de
pessoas testadas que tiveram contato com animais. A bacteremia nesta espécie
ocorre mais frequentemente em imunocompetentes, principalmente em
veterinarios devido ao alto risco de exposigdo ocupacional (Billeter et al., 2008;
Breitschwerdt et al., 2010b).

Pesquisas mais recentes relataram a transmissao sanguinea de Bartonella
sp. por agulhas contaminadas entre veterinarios, fato este que faz com que a
possibilidade da infecgao por Bartonella spp. nas transfusdées sanguineas seja um
relevante problema de saude publica que precisa ser priorizado (Oliveira et al.,
2010; Lin et al., 2011).

Considerando estas informagdes de que algumas espécies de Bartonella
podem ser encontradas em eritrécitos humanos, os doadores de sangue podem
apresentar uma bacteremia assintomética e mesmo assim qualificar-se como um
doador de sangue. A infecgdo podera ndo manifestar-se nos dias subsequentes a
transfuséo, além de causar manifestagdes clinicas diversas (Velho et al., 2003).

A rotina de alguns laboratérios nacionais oferecem testes para a detecgéao
da infeccdo para apenas 2 espécies de Bartonella, mas estes ainda ndo sao
realizados nos bancos de sangue. Mesmo que houvesse testes sorolégicos de
triagem disponiveis para esta bactéria, a sorologia prévia a doagdo nao excluiria o
diagnéstico de bartonelose, pois esta pode apresentar resultados falso-negativos
ou mesmo baixos titulos de anticorpos nos doadores (Bergmans et al., 1997).

Ha relatos de infeccdo por B. bacilliformis através do contato direto com
sangue e/ou tecidos infectados de forma experimental ou acidental e um caso de
uma eventual transmissao pés-transfusional (Maguifia, 1998; Pachas, 2001). Ruiz

e colaboradores mencionaram um estudo que relatou a capacidade da B.
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bacilliformis em sobreviver nas amostras de sangue de macacos
experimentalmente infectados e estas foram mantidas a 4 °C por pelo menos 152
dias. Segundo estes autores, ha apenas um caso documentado de transmisséo
transfusional por B. bacilliformis a um recém-nascido que morreu por febre Oroya
apds o recebimento de uma transfusdo de sangue de um membro da familia que
residia em uma area endémica (Ruiz et al,, 2012). A transmissao vertical ja foi
descrita em diferentes casos pela B. bacilliformis (Maguifa et al., 1998) e foi
sugerida ocorrer por B. henselae e B. vinsoniii subsp. berkhoffii apés amplificacao
e sequenciamento do DNA no sangue de membros da mesma familia
(Breitschwerdt et al., 2010c).

Trabalho recente realizado com 55 amostras de sangue periférico de
pacientes com diagndstico clinico da doenca de Carribn mostrou o crescimento da
B. bacilliformis apds as amostras serem mantidas a 4° C por 30 meses. Este
resultado mostra a capacidade de sobrevivéncia da B. bacilliformis em sangue
humano armazenado a 4 ° C e, portanto, o risco de infecgdo por transfusao,
especialmente quando nenhum teste especifico para a deteccdo desta bactéria
em doadores de sangue € realizado em areas endémicas (Ruiz et al., 2012).

A infeccao por Bartonella spp. tem sido relatada em receptores de
transplante de figado (Thudi et al., 2007; Bonatti et al., 2006; Humar & Salit,1999).
Estudo relatou um caso de possivel transmissdo de B. henselae ap6s um
transplante de figado em paciente pediatrico que logo apdés o transplante
desenvolveu lesdes granulomatosas no figado e em linfonodos (Scolfaro et al.,
2008). Como a B. henselae sobrevive nos globulos vermelhos apds o periodo de
estocagem (Magalhdes et al., 2008) e o receptor do figado transplantado havia
recebido hemoderivados durante e depois do transplante, estes fatos levantaram a
hipotese de transmissao transfusional (Velho, 2009).

Um estudo revisou 29 casos de receptores de 6érgaos sélidos
transplantados que desenvolveram infecgdo por B. henselae apds o transplante
(Psarros et al., 2012). O maior numero de pacientes infectados ocorreu apés
transplantes de rim e de figado. Dois tergcos dos pacientes transplantados
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apresentaram infeccéo disseminada em média 3 anos logo apds o transplante. A
imunossupressao € um fator de risco conhecido para angiomatose bacilar e
peliose hepatica e a febre de origem desconhecida € um diagndstico diferencial de
bartonelose nestes pacientes (Koehler et al., 1997). A Sociedade Americana de
Transplante sugere que os receptores de transplante devam evitar a aquisicao de
animais de estimacao durante o primeiro ano poés-transplante. Outra possivel fonte
para bartonelose em receptores de transplante seria a reativacao de uma infecgéao
prévia (Psarros et al., 2012).

As febres podem ser o primeiro sintoma de uma bacteremia poés-
transfusédo, ocorrendo principalmente por bactérias gram-negativas que resistem
as temperaturas de refrigeragdo. As unidades de concentrado de hemacias sao
armazenadas por 35 dias em temperaturas de 1 a 6°C. O resfriamento nao
inviabiliza a multiplicacdo das bartonelas que suportam congelamento até — 80° C
(Velho et al., 2002; Magalhaes et al., 2008).

As bactérias gram-negativas podem se proliferar rapidamente em produtos
do sangue, considerados meios ricos em nutrientes, mesmo durante o periodo de
estocagem. A contaminacado dos produtos hemoterapicos é rara e, se houver,
espera-se que seja relativamente baixa, provavelmente na ordem de 1-10 UFC/mL
ou menos. A possibilidade de infeccdo nos componentes sanguineos depende de
varios fatores, tais como a quantidade e o tipo de componente transfundido, da
cepa parasitaria, da presenca de bacteremia durante a doacdo e do estado

imunolégico do receptor (Hillyer et al., 2003).

Como o sangue é um produto biolégico, € pouco provavel que o risco de
infecgdes transmitidas por transfusdo seja reduzido a zero. Um risco residual
sempre permanece como, por exemplo, pode ocorrer para a transmissao do virus
da hepatite C (HCV), do HIV e do Trypanosoma cruzi. O elevado nivel de
seguranca do fornecimento de sangue é o resultado de estudos continuos e
melhorias na triagem dos doadores e dos testes empregados nos bancos de

sangue. E necessaria uma vigilancia continua para proteger o sangue de agentes
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patogénicos conhecidos e para detectar o aparecimento de novos agentes
infecciosos (Chamberland & Khabbaz, 1998).
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2. OBJETIVOS
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2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o risco potencial da transmissao por transfusdo sanguinea da

Bartonella spp.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Artigos publicados

Artigo | — Avaliar a capacidade de invasdo da B. henselae em
eritrécitos humanos por meio da microscopia eletrénica de

transmissao.

Artigo Il — Descrever as alteracdes ultraestruturais, a microscopia
eletrbnica de transmissao, encontradas nos exames do sangue de

pacientes com suspeita de bartonelose.

Artigo IIl - Avaliar a capacidade da B. henselae permanecer viavel em
uma unidade de concentrado de hemacias experimentalmente

infectada apo6s 35 dias de estocagem a 4°C.

Artigo IV — Relatar o caso clinico de um jovem com anemia aplastica
que apresentou choque hemodinamico e morreu ap6s receber

transfusao de concentrado de hemacias.

Artigo a publicar (referente ao trabalho apresentado na “7" International

Conference on Bartonella as Animal and Human Pathogens, 2012; Raleigh, North
Carolina, USA”) (Pitassi et al., 2012).

Artigo V- Investigar a prevaléncia de espécies de Bartonella em uma
amostra de doadores de sangue de Campinas, Brasil.
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3. CAPITULOS
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Esta tese de doutorado esta estruturada conforme Formato Alternativo,
normatizado pela Comissdo de Pods-Graduagdo da Faculdade de Ciéncias
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Erythrocytes

ABSTRACT Bartonella henselae, a facultative intracellular bacterium, has
been known as the agent of cat scratch disease, bacillary angiomatosis,
peliosis  hepatis, endocarditis, and bacteremic syndrome in humans.
Bartonella species can cause intraerythrocytic infections and have been
isolated from the bloodstream of patients by several methods. It was demon-
strated that B. bacilliformis and B. guintana infect human endothelial cells
and human erythrocytes and B. henselae infects erythrocytes of cats. The
aim of this study was to investigate through transmission electron
microscopy whether B. henselae infects mature human erythrocytes. One
red blood cell (RBC) unit received an experimentally standard strain of
B. benselae. Blood aliquots were collected from the infected unit immedi-
ately after inoculation, at 30 min and 1, 5, 10, and 72h for ultrastructural
evaluation. B. henselae was seen adhering to human erythrocytes 10h after
inoculation and inside the erythrocyte after 72h. This study demonstrates
that B. henselae adheres to and invades mature human erythrocytes. The
results favor the possibility that erythrocytes can serve as a primary target
in Bartonella spp. infections. From this observation, further studies are war-
ranted to prevent Bartonella spp. transfusional transmission.

KEYWORDS Bartonella henselae, electron microscopy, erythrocytes

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 ver-
ruga 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, exanthe-
mas, 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 intra
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erythrocytic bacteremia as a hallmark of infection [0,
71. 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,
has been demonstrated in cat erythrocytes and

B. bacilliformis have been observed within erythro-

henselae

cytes during the acute phase of Carrion disease
(Oroya fever) [10, 11]. Trench fever and “modern-
day trench fever” are a manifestation of infection
with B. guintana that is observed in the erythrocytes
of bacteremic homeless people (2, 4, 12]. Bartonelia
sp. has a wopism for endothelial cells, and intra-
cellular B. benselae 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 demon-
strate that B. henselae adheres to and invades mature
human erythrocytes.

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% COz-enriched
atmosphere.

Bacterial suspension was performed by mixing
bacteria colonies obtained from sheep blood
agar plates with brain and heart infusion (BHI. This
suspension of B. henseiae colonies was used to
obtain equivalence with tube 10 of the McFarland
scale, which determined an initial suspension
with approximately 3 x 10” colony-forming units
(CFU)/mLI13].

One red blood cell (RBC) unit from healthy blood
donor was collected in CPDA1 (Fresenius, Asem-
NPBI, Itapecerica da Serra, Sio Paulo, Brazil). Blood
was centrifuged (3500g, 10min) for component
preparation and no additive/preservative solution
was added. A total of 9mL of RBC was collected
using a sterile connecting sampling site coupler
(Baxter Healthcare Corporation, Deerfield, USA)
and was infected with 1mL of the bacterium
suspension. Then, 50 puL of RBC was collected at

L. H. U. Pitassi et al.

minute 0 (immediately after infection) and the remain-
ing of the infected RBC was kept incubated at 37°C.
Five other aliquots were collected at minute 30 and
hours 1, 5, 10, and 72 for electron microscopy evalu-
ation, after conservation in Karnovisky medium [13].

Briefly, the samples were then fixed in 2%
osmium tetraoxide for 2h and left overnight in ura-
nile 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 semi-
thin 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 selec-
tion. Ultrathin sections of approximately 90 nm were
obtained with 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.

RESULTS AND DISCUSSION

Bartonella typical structures could be seen
adhering to human erythrocytes in samples collected
10 h after infection (Figure 1) and inside erythrocytes
after 72 h (Figure 2). They presented the trilaminar

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
adhering to human erythrocytes in samples collected 10h after
infection. TEM analysis demonstrates the typical trilaminar wall
bacilli (original magnification, x20,000).
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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 72h after
infection (original magnification, x35,970). In detail. TEM
photograpy of the original culture of B. henselae used in
infection studies.

wall, which has 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,
171, epithelial cells [18, 19], and monocytes or macro-
phages (20, 21], but there is controversiy about its
capability to invade red blood cells [22-25].

Species of Bartonella can live inside red
blood cells, as was demonstrated for B. guintana
and B. bacilliformis. Intraerythrocytic localization of
B. benselae has been demonstrated in cat erythro-
cytes [7, 10, 12].

Previous studies have shown that B. benselae 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. bhenselae
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

3N

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
Barionella spp. infections. From this observation,
further studies are warranted to evaluate the poten-
tial of Bartonella sp. transtusional transmission.
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ABSTRACT

Some Bartonella species are able to invade red blood cells (RBC) and may cause persistent infection
in the susceptible host. Use of transmission electron microscopy (I'EM) demonstrates, inside ery-
throcytes, the typical triple-walled agents. However, when examining ultrathin sections of blood
cells, the authors have, on several occasions, detected intraerythrocytic abnormalities that mimic
but are not typical of Bartonella spp. Small endovesicles, pseudoinclusions, cavities, and irregular
hemoglobin granules distribution, resulting in regions of increased or decreased electron density,
may be observed in the erythrocytes and platelets, which may be confused with bartonellas. So far,
detailed ultrastructural findings of Barfenella spp. in blood cells have not yet been described.
Aiming to improve TEM interpretation of blood cells changes, in routine examination of blood
sections of patients with suspected bartonellosis, the authors studied the morphological findings
they have observed, and present their putative nature, according to information in the literature.

Keywords: artifacts, bartonella, diagnosis, electron, erythrocytes, microscopy, pathology, transmission

Bartonella henselae, very small gram-negative bacteria,
are capable of infecting human endothelial and epi-
thelial cells, monocytes or macrophages, and erythro-
cytes [1-7]. Knowledge of the spectrum of human
diseases the bartonellas cause has expanded rapidly
over the past two decades. They are cat scratch disease,
bacillary angiomatosis, peliosis hepatis, endocarditis,
relapsing fever with bacteremia, and septicemia [8, 9].
Bartonellas have also been associated, especially in
immunodeficient individuals, with neurological, psy-
chiatric, ophtalmological, osseous, hematological, rheu-
matologic, and cutaneous disorders [10-12].

Bartonella spp. infection is transmitted from their
natural reservoirs (cats, rats, humans, deer, and other
mammals) by arthropods such as fleas and ticks [13].

Received 25 August 2009; accepted 17 September 2009.

The severity of the clinical presentation correlates well

within the status of the host's immune system [8, 9].
Bartonella spp. are fairly unique among bacterial
pathogens in terms of their ability to sustain pro-
longed periods of parasitism within red blood cells
(RBC). These bacteria have been shown to invade,
multiply within, and persist for the lifetime of the
infected host cell [14].

Previous studies using TEM and bacteria culture have
shown the ability of B. henselae to survive in stored blood
for more than 35 days and, illustrate the potential for
transfusion-associated infection [15]. They were shown
to adhere to human erythrocytes, 10 h after inoculation,
and were demonstrated inside erythrocytes after 72h
[6]. Also, intraerythrocyte findings of uncertain nature,
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resembling bartonellas, but lacking their typical
morphology, have been described, [16, 17).

Qur purpose was to describe TEM morphological
abnormalities that were found during routine exami-
nation of blood sections of patients with suspected
bartonellosis.

STUDY DESIGN

Blood samples were obtained from 10 healthy blood
donors (Campinas Blood Bank) and from 10 inpatients
from State University of Campinas Hospital, Brazil.
Of these, 8 had anemia (6 out of 8 presented with
cholestatic hepatitis), 1 had angioproliferative lesions,
and 1 had lymphadenopathy.

Samples of RBC units from healthy blood donors were
collected in CPDAL (Fresenius, Asem-NPBI, Itapecerica
da Serra, Sao Paulo, Brazil). Blood from the inpatients
was collected in a sodium heparin tube. Then, a drop
(50 pL) of RBC was preserved separately in Karnovsky
fixative solution [6].

The samples were then fixed in 2% osmium tetraoxide
for 2 h and left overnight in uranile acetate 0.5%. They
were then dehydrated in acetone solutions, and
embedded in epoxy resin, which was heated to 60°C
for 48 h. The semithin sections (around 300 nm) were
obtained with a glass razor in the MT-6000 XL-RMC
ultramicrotome and stained with toluidine blue 2% to
select the cut area. Ultrathin sections (approximately
90 nm) were obtained with a diamond razor (Diatome),
by the Leica Ultracut UCT ultramicrotome, laid on
copper mesh, stained with lead citrate, and examined
using the Zeiss LEO-906 electron microscope. Photo-
graphs were taken of the most representative images for
later evaluation.

RESULTS AND DISCUSSION

Human erythrocytes are well-known hosts for proto-
zoan parasites (genera Plasmodium and Babesia). They
also serve as targets for Bartonella spp. [18]. Some
Bartonella species are able to infect and survive inside
RBC, resulting in a long-lasting hemotropic infection
[19]. Use of TEM allows finding the bacteria inside
erythrocytes, with their trilaminar cell wall, specific of
gram-negative bacteria [20]. Three aspects must be
studied: the bartonellas themselves, host erythrocytes,
and other blood cells.

1. B. henselae is one of the most studied species of this
genus. When using an electron microscopy, a clear cell
wall structure is seen, including the outer membrane,
peptidoglycan layer, and the inner cell wall [17]. The
organisms are seen as short and pleomorphic rods.
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Vacuoles, whose exact nature remains unclear, can be
present within a small number of the organisms,
[18,21] (Figure 1). The cytoplasm, sometimes limited
by a thin membrane, is composed of a material of
varying density, filling almost the entire space
enclosed by the cell wall. B. henselae colonies, both in
the semithin and ultrathin sections, display light and
dark areas. In the darker areas, there is a more
homogeneous distribution of the bacterium cyto-
plasmic protein. If dark spots appear, which corres-
pond to compacted DNA, the remaining cytoplasm
appears clear [22, 23]. Occasionally, the micro-
organisms are seen to be incompletely or completely
segmented [22].

2. A normal red blood cell is 6-8um in diameter
and does not contain inclusions in its cvtoplasm. RBCs,
in thin sections, stand out because of their great
uniformity, lacking any particular structure and little
evidence of cell membrane. The homogeneity of red
cells is a criterion for ruling out defects in the fixation
or cutting steps [24]. In previous studies using TEM,
it has been found Bartonella-like structures within
ervthrocytes that did not show the typical trilaminar
wall specific of gram-negative bacteria [16, 17].
Aberrant bacillary forms are sometimes seen, but the
absence of the typical trilaminate wall reinforces their
artifactual nature. Pathologic changes of erythrocyte
membrane may be demonstrated in several diseases
[25]. Microorganisms may be present within vesicles
in RBC; however, pseudovesicles may be due to folds

Figure 1. B. henselae inside an erythrocyte with the typical
trilaminate wall; it is surrounded by a vacuole. Inset:
For comparison, an electronmicrography of an ATCC
498827 B. henselae colony, at the same magnification (original
magnification, >80,000).



of red cell surfaces. Occasionally, small vesicles,
pseudoinclusions, and more or less dense areas are
seen in erythrocytes [24]. Rounded or bacillus-like
particles, resembling the electron microscopic
appearance of bacteria, are seen several times within
red cells, usually near the cell surface. Spicules from
polar ends of condensed hemoglobin mass can
cause extrusion of cell surface and resemble bacillary
forms when they are cut in cross sections (Figure 2).
Morphological signs of erythrocyte stromal disorgani-
zation include irregular distribution of hemoglobin
granules with spots of increased and decreased
electron density, loosening of the internal structure
causing the formation of cavities, as well as endo-
vesicles, partially containing small or large osmiophilic
particles [25, 26] (Figure 3). Artifacts can also be due
to the fixative procedure itself, and care must be taken
in the interpretation of images [24, 26]. Membrane
destruction may be followed by the formation of
micro- and macrovesicles, some of which may lose
contact with the erythrocyte [25]. Formation of vesicles
can be a specific mechanism for secretion of envelope
components of the bacteria and offers the cell an
effective method for the elimination and remodeling
of these, particularly during tmes of stress [27]
(Figure 4). Frequently, pseudoinclusions result when
fixed erythrocytes are sectioned through an irregular
border viewed in two dimensions and are often
surrounded by a single lipid bilayer. These artifacts
of preparation are pleomorphic and may resemble
bacteria [28] (Figure 5).

Figure 2. Dense core rounded and ovoid forms on the erythro-
cytes surface are similar to bacteria. Inset: Superficial erythro-
cyte cytoplasmic buds can resemble badilli when they are seen
in cross section (original magnification, =40,000; inset, »12,500).

Blood Cell Findings Resembling Bartonella spp.

3. Finally, platelets are seen, as revealed by TEM,
secretory

alpha-granules, which are their main

Figure 3. Intraerythrocytic hemoglobin granules may resemble
bacteria; the absence of the trilaminate wall helps to differ-
entiate them from B. henselae. Inset: For comparison, B. henselae
may also have a very electron-dense cytoplasmic content;
notice their trilaminate wall (TEM, original magnification,
*10,000; inset, =<80,000).

Figure 4. Two vesicles near the erythrocyte surface. Inset:
For comparison, an electronmicrography of an ATCC 498827
B. henselae colony showing predominance of electron-lucid
bacteria, similar to the vesicles derived from erythrocyte
membrane (original magnification, x25,000; inset, *16,000).
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organelles. They are usually round or oval in shape
and their electron dense material may be very similar
to bacteria (Figure 6).

Figure 5. Intraerythrocytic pseudoinclusions. Inset: For com-
parison, an electronmicrography of an old (35 days) ATCC
498827 B. henselae colony, demonstrates translucent content
bacteria, similar to the pseudoinclusions (original magnifi-
cation, %20,000; inset, *<8000).

Figure 6. Varying density structures are seen inside a plate-
let; there are also vacuoles and alpha-granules, very similar
to bacteria. Inset: For comparison, in a section of a bacillary
angiomatosis lesion, notice the typical trilaminar bacteria
wall (original magnification, x40,000; inset, > 80,000).

There is limited information on the ultrastructural
features of the Barfonella spp. on blood and no
comparative study is available. The bartonella-like
ultrastructures were observed in both the patient and
donor groups.

We report TEM Dblood cell features that resemble
Bartonella spp. Additional studies are necessary to
improve understanding about the nature of these
changes and improve diagnostic accuracy.

Declaration of Interest: The authors report no conflicts
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cell units: 1s it transmissible by transfusion?
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SUMMARY. Bartonella henselae is the agent of cat
scratch disease and bacillary angiomatosis. Blood
donors can be asymptomatic carriers of B. henselae
and the risk for transmission by transfusion should be
considered. The objective of this study was to demon-
strate that B. henselae remains viable in red blood cell
(RBC) units at the end of the storage period. Two RBC
units were split into two portions. One portion was
inoculated with B. henselae and the other was used as
a control. All units were stored at 4 °C for 35 days.
Aliquots were collected on a weekly basis for culture in
a dish with chocolate agar, ideal for the cultivation of
this agent. Samples were collected on days 1 and 35 and
taken for culture in Bact/Alert® blood culture bottles.

Aliquots taken simultaneously were fixed in Kamovsky's
medium for subsequent electron microscopy evalua-
tion. Samples from infected bags successfully isolated B.
henselae by chocolate agar culture, although Bact/
Alert® blood culture bottles remained negative. Barto-
nella spp. structures within erythrocytes were confirmed
by electron microscopy. The viability of B. henselae was
demonstrated after a storage period of RBC units.
These data reinforce the possibility of infection by
transfusion of blood units collected from asymptomatic
blood donors.

Key words: Bartonella henselae, Bartonella infection,
erythrocyte transfusion, iatrogenic disease.

The clinical spectra of manifestations because of
Bartonella spp. are interesting and these bacteria have
been increasingly gaining importance as emerging
pathogens. Carrion’s bartonellosis, with Oroya’s fever
and verruga peruana, trench fever, cat scratch disease
and bacillary angiomatosis are well-known examples
(Carithers, 1985; LeBoit er al., 1989; Birtles eral., 1991;
Garcia—Caceres & Garcia, 1991; Maurin & Raoult,
1996; Bass et al., 1997; Velho et al.. 2007).
Dermatological manifestations due to Bartonella
henselae and lymphadenopathy have been described
(Carithers, 1985; Eidlitz-Markus & Zeharia, 2006).
Bone, neurological and psychiatric manifestations
were related to these agents (Schwartzman et al.,
1994), as well as septicaemia, endocarditis (Spach &
Koehler, 1998; Mylonakis & Calderwood, 2001) and
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acute and chronic hepatopathies (Liston & Koehler,
1996; Estrella & Cosgrove, 2002).

Cats may transmit the organism to man via
inoculation of infected fluids through broken skin,
and fleas are important to transmission among cats
(Carithers., 1985; Chomel et al., 1996).

Bartonella spp. are small and fastidious Gram-
negative bacilli. They require blood-enriched media
and environments with high CO- levels in order to
grow and are rarely cultivated in microbiology lab-
oratories (Ddrbecker er al., 2006). These bacteria cause
angiogenesis in immunodeficient patients but also
foster granulomatous reactions, mainly in those who
are immunocompetent (Piemont & Heller, 1999).

Bartonella spp. infections may be symptomless.
Luceyeral. (1992) described a case of an asymptomatic
patient from whom positive blood cultures were
obtained before antibiotic therapy was introduced.

Man is a reservoir host of Bartonella species. Ten per
cent to 15% of the populations in areas that are
hyperendemic for Carrién’s disease are asymptomatic
carriers of Bartonella bacilliformis. Positive serologies
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for B. bacilliformis were found in 60% of the
inhabitants of endemic areas for Carrion’s disease
(Carithers. 1985). Positive serologic tests for B.
henselae were found in 19% of Germans and 13-7%
of Brazilians (Rath er al., 1997; Da Costa et al., 2005).

The risk for infection by transfusion has been
underestimated, but among cats. the transfusional
transmission of B. henselae has already been described
(Kordick & Breitschwerdt, 1997; Kordick et al., 1999).

MATERIAL AND METHODS

Two red blood cell (RBC) units from healthy blood
donors were collected in CPDA, (Fresenius, Asem-
NPBI; Itapecerica da Serra, Sdo Paulo, Brazil)
(American Association of Blood Banks. 2005) and
each one splitinto two portions via a sterile connecting
device (Terumo Medical Corporation, Elkton, MD,
USA). One bag from each split unit was inoculated
with B. henselae and the second one served as a control.

A brain and heart infusion suspension of B. henselae
colonies (Houston I; American Type Culture Collec-
tion, Rockville, MD, USA; ATCC 498827) was used
(equivalent to tube 10 of McFarland scale) to
determine an initial suspension with approximately
3 x 10” colony-forming units (CFU) mL™'. The B.
henselae was supplied by the bacteria bank of the
Adolpho Lutz Institute, Sao Paulo, Brazil.

This bacterial suspension (0-33 mL of the initial
suspension) was inoculated in the other split RBC unit
using a Sampling Site Coupler (Fenwal; Baxter
Healthcare Corporation, Deerfield, TL, USA). Thus,
approximately 5-5 x 10° CFU of B. henselae were
obtained per mL of total blood. The minimal con-
centration necessary to have a positive B. henselae
culture after RBC storage is unknown, but to avoid
a false-negative result, we preferred to use a high con-
centration of CFU mL ™" in this initial experiment.

The bags of infected and control RBC units were
stored at 4 °C for 35 days (American Association of
Blood Banks, 2005).

Samples were collected from a connecting sampling
site coupler following gentle mixing and after aseptic
alcohol 70% treatment to obtain contamination-free
material.

Samples (3 mL) were inoculated into Ba{:t,“,ﬂtlertR
blood culture bottles (Culture Bottles for Bact/
ALERT Microbial Detection System, BioMérieux,
Inc., Rio de Janeiro, Brazil) and a 50 pL aliquot was
separately preserved in Karnovsky's medium for
future evaluation by means of transmission electron
microscopy on days 1 and 35.

A sample was taken weekly, placed into a Petri dish
with chocolate agar culture medium and incubated at

37°C in a 5% CO, environment. The Bact/Alert®
bottles were incubated for 7 days and so were the
chocolate agar plates.

Control units were submitted to sample collection
and the same procedures were followed. The study was
previously authorized by the Research Ethics Com-
mittee of the School of Medical Science, State
University of Campinas (UNICAMP).

RESULTS

Negative hemocultures in Bact/Alert® bottles were
obtained from samples collected on the day of
inoculation and on the 35th day, either from the
infected or the control bags.

All the dishes with chocolate agar culture medium
where blood samples from the infected bags were
seeded (on Dy, D4, Dyy. D3y, Dag and Dss) presented
exuberant growthand mucoid colonies after the fourth
day ofincubation. The control bags (opened on Dg and
Das) had negative results.

The electron microscopy showed typical Gram-
negative cell walls within the RBCs on D35 (Fig. 1).

DISCUSSION
Diagnostic methods for B. henselae

Bartonella spp. are fastidious bacteria. Incubation for
a short period of time and in standard medium does
not allow for B. henselae growth as observed in the
hemoculture of this study. Cultivation in blood-
enriched media and incubation in environments with
high CO, levels of infected smears resulted positive
(Dougherty et al., 1996; Brenner et al.. 1997). The B.
henselae used is a standard strain and presents fast
growth in favourable conditions.

There is evidence that B. henselae can mfect
endothelial cells (Dehio et al., 1997; Kempf, et al.,
2000, 2001), epithelial cells (Batterman et al., 1995),
monocytes or macrophages (Resto-Ruiz er al., 2002;
Kempf er al, 2005) but there are controversies
about its capability to invade RBCs (Kordick &
Breitschwerdt, 1995; Iwaki-Egawa & Ihler, 1997;
Guptill er al., 2000; Rolain er al., 2002; Mindle er al..
2005; Pitassi et al.. 2007). We were able to demonstrate
B. henselae structures inside RBC on day 35.

Transfusional risk

Bacterial contamination of blood components is an
important cause of transfusion-associated morbidity
and mortality (Goldman & Blajchman, 1991).

© 2008 The Authors
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Fig. 1. Erythrocyte clearly shows
typical Gram-negative trilaminate

cell wall structures (initial magnification
27 800 ) in an electron microphotograph
on the 35th day after inoculation. Inset:
electron microphotograph of an ATCC
498827 Bartonella henselae colony.

The storage of platelet units in plasma at 22 °C for
up to 5 days provides optimal conditions for bacterial
growth. Contamination of platelet concentrates occurs
in about 0-26% of the units, and skin flora, such as
Staphylococcus  epidermidis and  Propionibacterium
acnes are the most frequent contaminants (Schrezen-
meier ef al., 2007).

Species of Bartonella live in the interior of RBCs, as
demonstrated for B. guintana and B. bacilliformis.
Freezing does not limit the viability of B. henselae, as
they are able toendure up to —80 °C (Velho er al.. 2002).

Donated blood samples are not lysed before seeding
and the culture is thought to be negative if growth does
not oceur by the 7th day of incubation. Itis well known
that the Bartonella genus has an average incubation
period of 15-21 days, both in blood-enriched media
and in environments with high CO, levels.

There is a theoretical risk that an asymptomatic
carrier would shelter the agents within RBCs. This
study has demonstrated that B. henselae remains viable
in RBC units during the storage period at 4 °C
(American Association of Blood Banks, 2005). The
incidence of asymptomatic carriers among blood
donors is not known, but tests carried out with
donated blood bags might include simple and inex-
pensive detection methods such as smears for Barto-
nella spp. and serologic screening tests.

It is necessary to prioritize research in this area, to
avoid transfusional transmission of these bacteria.
Recipients of blood transfusion many times are or
may become immunocompromised, with risk of de-

©) 2008 The Authors
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veloping severe forms of bartonelloses. Lucey et al.
(1992) suggested that people infected by B. henselae
should abstain from donating blood until negative
cultures are obtained, after antimicrobial therapy.
This might not be enough because we are not sure
about the efficacy of antibiotic treatment in bartonella
infections.

The role of B. henselae is still unknown. As this agent
may be pathogenic and cause severe illness. it is
necessary to intensify studies about Bartonella spp.
infections.
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ABSTRACT

The authors present the case of a young man with aplastic anemia who went into shock and died
after several red blood cell unit transfusions. Immunohematological studies did not show any
abnormality and blood cultures from patients and blood bags were negative. The ultrastructural
findings, allied with current scientific knowledge, permitted the diagnosis of Bartonella sp. infec-
tion. In face of this diagnosis, two possibilities should be considered: the first one is that the patient
was already infected by the bacteria before the last RBC unit transfusion. The pathogen could be
invalved in aplastic anemia etiology and in the failure to recover hemoglobin levels, in spite of the
transfusions. The second possibility is that the RBC unit was contaminated with a Bartonella sp.,
which would have led to a state of shock, causing the death of the patient.

Keywords: Bartonella, bartonella infections, erythrocyte transfusion, iatrogenic disease

Bartonella spp. are fastidious gram-negative bacilli
whose growth requires an enriched culture medium as
well as an environment with high CO, level [1-3]. There
is an extensive clinical spectrum for infection by these
agents. On one end of the spectrum is the granulo-
matous reaction observed in cat scratch disease [4, 5]; on
the other, angioproliferation of the verruga peruana and
of bacillary angiomatosis [6]. It is the only genus able to
foster capillary proliferation in human beings.

Other expressions of infection by these agents are
Oroya fever, which progresses with severe anemia
caused by erythrocytic parasitism [1], and trench fever,
characterized by recurrent fever associated with
infection by Bartonella quintana [7]. In addition to these

Received 10 October 2008; accepted 28 December 2008.

characteristic manifestations, psychiatric manifesta-
tions may occur, such as bipolar disorder, neurological
dmorders, such as Leber neuroretinitis, and dementia
in immunodeficient HIV patients [8]. Cutaneous
manifestations, thrombocytopenic purpura, chronic
adenopathy, and chronic fatigue syndrome have
been associated with Bartonella ssp. infection [9, 10].
Septicemia, endocarditis, and acute and chronic
hepatopathies are also described [11-13].

No definition or laboratory exam is considered the gold
standard for diagnosis of bartonellosis cases [2, 3]
Giemsa-staining blood smears, agent isolation, sero-
logy, gene detection techniques, immunohistochemical
findings, and light and electron microscopy are used
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[14]. Transmission electron microscopy, even though it
allows diagnosis by detecting the bacilli, does not
permit differentiation among Bartonella species [15].
None of these exams has a sufficiently high sensitivity.

We present the case of a young man with aplastic
anemia who went into shock and died after several red
blood cell unit transfusions. The ultrastructural find-
ings, allied with current scientific knowledge, per-
mitted the diagnosis of bartonella infection.

CASE REPORT

A 25-year-old black man, with a diagnosis of aplastic
anemia, was referred to our service for bone marrow
transplantation. He was in good general condition,
febrile, and with Ogancytopenia (hemoglobin 5.5g/dL,
leukocytes 0.5 x 1 /mm?>, and platelets 11 x 103/m1n3).

The patient received irradiated and leukocyte-reduced
RBC and platelet units during the hospitalization period,
but the hemoglobin level was not recovered and
remained around 5.0g/dL. Broad-spectrum antibiotic

Bartonellosis as Cause of Death After Transfusion

therapy was introduced and the fever abated. One week
after admission to the hospital he presented with head-
ache, projectile vomiting, and convulsions. Computer-
ized tomography of the cranium showed bleeding in the
central nervous system, while neurological evaluation
did not detect any deficits. Disease progression resulted
in pain and tearing eyes; ophthalmologic evaluation
revealed bilateral retinal bleeding,.

Fourteen days after hospital admission, while receiving
RBC unit transfusion the patient experienced back pain,
which gradually intensified and progressed to diffuse
abdominal pain and distension. A blood sample was
immediately removed and forwarded for immuno-
hematological and microbiological evaluation. The
patient progressed to a lower consciousness level and
hypotension, requiring an endotracheal tube and
vasoactive drugs. The immunohematological analysis
showed that the blood was compatible and no allo-
antibodies were identified. There was suspicion of
septic transfusional reaction and wide-spectrum anti-
biotics were prescribed. On the following day, the
clinical picture worsened with hemodynamic instabi-
lity, deterioration of renal function, and bradycardia,

Figure 1. Erythrocyte shows typical gram-negative trilaminate cell wall structures (initial magnification 27,800 x ) on an electron
microphotograph. Inset: Electron microphotograph of an ATCC 498827 B. henselae colony.
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without response to vasoactive drugs, hemodialysis,
and cardiotonics. After 2 RBC unit transfusions, the
hemoglobin level fell from 5.8 to 29g/dL.

The patient died 72h after transfusion, presenting
acute worsening of the disease during this period.
Blood, urine, and secretion cultures were all negative
and no infection focus was found. Immunohemato-
logical tests were performed again and the results were
also negative, ruling out the possibility of immune
hemolysis transfusional reaction. The postmortem
examination findings showed massive hemolysis.

During later reassessment of the case, ultrastructural
examination of the patient’s spleen suggested intra-
erythrocytic presence of Bartonella sp. (Figure 1) as
described by Pitassi et al. [16]. PCR screening of the
Bartonella genus was carried out in paraffin-embedded
tissue samples and found to be negative.

DISCUSSION

Bartonella spp. are bacilli that colonize red blood cells of
several mammalians. Man, cat, dog, vole, and mouse
are known reservoir hosts of the Barfonella species [1].
The primary isolation of this bacterium is difficult and
requires a special culture medium and environment, as
well as prolonged time of incubation [2, 3]. In Oroya
fever, caused by B. bacilliformis, there may be severe
anemia with parasitism of up to 100% of erythrocytes.
In spite of antibiotic therapy, up to this date the
mortality rate of patients with this disease is high, even
though the bacterium may cause chronic and asympto-
matic infections in other individuals [1]. B. henselae has
also been associated with severe anemia [17, 18].

The case presented here concerns a young man, diag-
nosed with aplastic anemia, without known etiology,
torwarded to the Teaching Hospital of the State Uni-
versity of Campinas for bone marrow transplantation.
He arrived neutropenic and febrile. After treatment
with wide-spectrum antibiotics the fever abated, but
his hemoglobin level remained low despite the several
transfusions received during the 15 days he was in
hospital. He presented with bleeding of the central
nervous system and gastrointestinal tract. During
transfusion of red blood cell concentrate he progressed
to acute abdominal pain, followed by shock and death.
The hypothesis of severe transfusional reaction was
ruled out by immunohematological tests.

Transmission electron microscopy identified intraery-
throcytic structures of size and morphology compa-
tible with Bartonella spp. [19]. Among intraerythrocytic
parasites that cause severe anemia, the only one with
such characteristics is a bacterium of the Bartonella
genus. A negative hemoculture does not invalidate the

diagnosis. PCR of paraffin-embedded material may
also be false-negative [18].

In the face of the bartonella infection diagnosis, two
possibilities should be considered: the first one is that
the patient was already infected by the bacteria before
the last blood transfusion received. The pathogen could
be involved in aplastic anemia etiology and in the failure
to recover hemoglobin levels, in spite of the transfusions.
The second possibility is that transfusional transmission
of Bartonella sp. would have led to a state of shock, which
determined the death of the patient. Magalhaes et al.
have demonstrated that Bartonella henselae survives after
the storage period of red blood cell units [20].

The clinical spectrum of Bartonella spp. infections is wide
and has increased with more prevalent consideration of
this hypothesis. Damage to the human body occurs not
only by direct action of the agent, but also in association
with chronic inflammation caused by its presence,
similarly to what happens with the Helicobacter pylori.
This medical reasoning, not common among us, should
orient future investigations about transtusional infections.

The case report presented was ultrastructurally diag-
nosed as bartonella infection and may be regarded as a
warning about the potential severity of infection by
bacteria of this genus.

Declaration of Interest: The authors report no conflicts
of interest. The authors alone are responsible for the
content and writing of the paper.
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Resumo

As bactérias do género Bartonella sao patdgenos zoondticos negligenciados capazes de
provocar diversas manifestacdes clinicas nos seres humanos, desde bacteremia
assintomadtica a doenca debilitante cronica e podem até ser fatal. A B. henselae, uma
bactéria intraeritrocitaria, € a espécie mais associada a doencas humanas e pode
sobreviver durante a armazenagem de concentrado de hemacias apds os procedimentos
rotineiros de preparo e armazenamento do sangue doado. A prevaléncia das espécies de
Bartonella foi investigada em uma grande populacdo de doadores de sangue na cidade de
Campinas, Sao Paulo, Brasil. As amostras de sangue de 500 doadores voluntarios foram
inoculadas em meio de crescimento liquido BAPGM (Bartonella Alpha-Proteobacteria
Growth liquid Medium) e incubadas a 37 2C em 5% CO, durante 14 dias.
Subsequentemente, foram sub-inoculadas em meio dgar sangue de carneiro por mais 42
dias. A cultura liquida foi analisada por meio da PCR convencional que amplifica a regido
intergénica 16S-23S rRNA (ITS) do género Bartonella e os produtos amplificados foram
sequenciados para a identificacdo de espécies. Os isolados gram-negativos obtidos da
cultura solida foram também testados por amplificacdo de DNA genero-especifico
juntamente com a caracterizacao molecular por meio de seqiienciamento. Os anticorpos
IgG contra B. henselae e B. quintana foram detectados pela Imunofluorescéncia Indireta
no soro dos doadores. A B. henselae foi isolada em seis doadores de sangue e dezesseis
(3,2%) mostraram-se positivos na PCR ITS para Bartonella spp. apds cultura em meio
liquido e/ou sélido. O sequenciamento do DNA indicou que 15 amostras eram homadlogas
a B. henselae e uma amostra homologa a B. clarridgeiae quando comparadas aquelas
depositadas no Gen Bank. Os anticorpos contra B. henselae e B. quintana foram
detectados em 16,2% (81/500) e 32% (160/500) dos doadores, respectivamente. O DNA
da Bartonella sp. foi demonstrado em 3,2% das amostras de sangue dos doadores
cultivadas em meio de cultura liquida (em 15 doadores foi sequenciada a B. henselae e em
um a B. clarridgeiae) e 1,2% apresentou bacteremia por B. henselae em isolados obtidos
da cultura sélida. Estes resultados estabelecem a necessidade de reavaliacdo da
transmissao de espécies de Bartonella através de transfusdes de sangue, especialmente
em pacientes pediatricos, idosos e nos imunodeficientes.

Introdugao

Bartonella é um género que compreende bactérias fastidiosas com distribuicdo
mundial, responsavel por diversas infeccdes crénicas em animais e humanos'. As espécies
de Bartonella sdao consideradas patdgenos zoondticos negligenciados transmitidos aos
seres humanos por uma variedade de vetores artrépodes incluindo os fleb6tomos, piolhos
do corpo, pulgas e carrapatos>* Nos Ultimos anos, um amplo espectro de manifestacdes
clinicas associadas a essas infec¢bes surgiu rapidamente, sendo que os médicos raramente
consideram esta infeccdo e na maioria dos casos a doenca ndo é diagnosticada

98 - capitulos



corretamente4’5_ Nos seres humanos, espécies de Bartonella spp. sdo conhecidas como
agentes causadores de verruga peruana, doen¢a da arranhadura do gato, febre das
trincheiras e angiomatose bacilar, podendo a doeng¢a se manifestar de forma
assintomatica ou até mesmo ser fatal® "

A infeccdo por Bartonella spp. causa imunossupressao, como é bem documentada na
febre de Oroya, que corresponde a primeira fase da bartonelose peruana 2. A bartonelose
deve, portanto, ser sempre considerada uma doenga potencialmente sistémica, mesmo
em pacientes imunocompetentes. No entanto, os imunodeficientes sdo mais suscetiveis a
quadros clinicos graves causados por estas bactérias®.

Algumas espécies de Bartonella sao capazes de infectar e de sobreviver em células
vermelhas do sangue®, resultando em uma infeccdo intraeritrocitéria e intraendotelial de
longa duragdo e que pode estar associada a um padrao de bacteremia recorrente®’. Foi
demonstrado que estas bactérias invadem, multiplicam-se e persistem por toda a vida em
células do hospedeiro infectado’®. A bacteremia prolongada permite uma maior
oportunidade para que a transmissdo ocorra entre os hospedeiros. A B. henselae é a
espécie mais frequentemente relacionada a infeccdo humana e pode causar infeccdo
cronica e assintomatica’.

Estudos anteriores deste grupo, utilizando microscopia eletrénica de transmissdo e
cultura da bactéria, demonstraram a capacidade da B. henselae sobreviver no sangue
armazenado por 35 dias, ilustrando o potencial da infeccdo associado a transfusdo
sanguinea®™. Também foi comprovado que esta bactéria se adere a eritrécitos humanos
apdés 10 horas da inoculacdo e invade os eritrécitos apds 72 horas'®. Estes dados
laboratoriais sugerem um papel importante de Bartonella spp. na Medicina

1%, visto que a infecgdo por transfusdo ja foi documentada em gatosls, além

Transfusiona
da transmissdo de espécies de Bartonella por agulhas contaminadas ter sido relatada em
seres humanos*®"’, bem como um caso de choque e morte apds a transfusdo de sangue®®.
A transmiss3o transfusional da B. bacilliformis também ja foi documentada®™

N3o existe um método “padrao ouro” para o diagndstico de Bartonella spp.ZO.Vérias
técnicas sdao necessarias para evitar resultados falso-negativos. Culturas liquidas e sélidas,
técnicas moleculares e soroldgicas tém sido utilizados em conjunto para melhorar a
sensibilidade do diagndstico™.

O objetivo deste trabalho foi detectar a prevaléncia da exposicdo e também a
bacteremia causada por Bartonella spp. em uma populacdo de doadores de sangue em
Campinas, Estado de Sao Paulo, Brasil, por meio de cultura liquida e sélida, sorologia, PCR

eo sequenciamento.

Métodos
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Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Estadual de Campinas,
Brasil (CEP 122/2005). A sele¢do dos doadores de sangue e a triagem das doencas
infecciosas para este estudo estdo em conformidade com as normas nacionais e

2122 0s doadores de sangue voluntarios deste estudo foram

internacionais vigentes
provenientes do Centro de Hematologia e Hemoterapia da Unicamp (Hemocentro), que
abrange uma regido geografica com uma populacdo estimada de 2,8 milhdes de pessoas
no estado de Sao Paulo, Brasil.

Quinhentos doadores de sangue foram aleatoriamente incluidos neste estudo. Apds a
preparagao asséptica do local da pungao venosa, 5 mL de sangue total foram coletados
em um tubo contendo 4cido etilenodiaminotetracético (EDTA) e outros 5mL foram
coletados em um tubo separador para obtencado de soro. As amostras foram armazenadas
a -20 2 C até serem analisadas.

Dois mililitros de sangue total com EDTA de cada doador foram adicionados a 8mL de
meio liquido de crescimento Bartonella alfa-Proteobacteria (BAPGM), incubados a 37 2C
com 5% de CO,, em atmosfera saturada de dgua e mantido em constante movimento de
agitacdo durante 14 dias . Os controles negativos para o meio BAPGM foram incluidos em
cada lote das hemoculturas. Subsequentemente, 1mL da cultura liquida foi inoculado em
tubos de agar enriquecido com 30% de sangue de carneiro Bartonella-negativo
(confirmado por PCR e por cultura)® por mais 42 dias. Os controles negativos do BAPGM
também foram incubados em d&gar-sangue. Os tubos de agar foram inspecionados
semanalmente quanto a evidéncia de crescimento bacteriano. Ao se observar na cultura
um crescimento bacteriano semelhante ao da Bartonella sp., colGnias eram coletadas em
meio BHI (Brain Heart Infusion) e congelada para posterior identificacdo por métodos
moleculares. Todo o processo da cultura da Bartonella sp. deste trabalho foi realizado no
Laboratério de Controle de Qualidade Animal, Centro Multidisciplinar para Investigacao
Bioldgica na Area da Ciéncia de Animais de Laboratério (CEMIB), Unicamp, com nivel
de biosseguranca classe 2 a fim de minimizar a possibilidade de contaminacdo dos
espécimes.

Apds 14 dias do periodo de incubagdo, uma aliquota de 1mL de meio de cultura
liquido foi centrifugado e o sedimento (200uL) foi submetido a PCR convencional para o
género Bartonella. As técnicas moleculares foram realizadas em quatro salas separadas
para evitar a contaminacdo do DNA. O fluxo de trabalho realizado foi unidirecional entre
as areas pré-PCR (manuseamento das amostras, preparacdo e extracdo do DNA) e entre as
areas po6s-PCR (amplificacdo do DNA, andlise do gel e deteccdo dos produtos de
amplificacdo). Todo material descartavel e equipamentos eram especificos de cada sala.
Foram realizados rigorosos procedimentos laboratoriais a fim de se evitar a contaminacao
dos reagentes e das amostras amplificadas?”.
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Para a extragdao do DNA das culturas liquidas BAPGM e dos isolados do agar-sangue
suspensos em BHI foi utilizado o Mini Kit QlAamp DNA ® (QIAGEN Inc., Valencia, CA)
seguindo as instru¢des do fabricante. A média de producdo de DNA obtida foi de
6,19ng/ul (DP: 32,8ng/ul) e a propor¢ao 260/280 média foi de 1,47 (DP: 2,03), sendo estas
concentracdes mensuradas em aparelho NanoDrop®. A triagem inicial com PCR foi
realizada utilizando um conjunto de oligonucleotideos iniciadores desenhados
manualmente visando a regido intergénica 165S-23S de rRNA (ITS) da Bartonella spp.. Os
primers utilizados foram 314A-s (5'-CGTTTCTCTTTCTTCMGATGATGATCCC-3'), 314B-s
(5'-CGTTTCTCTTTCTTCRGATGATGATCCC-3') e 357A-s (5'-GCGCTCTAACCAACTGAGC-3'). O
volume de 25uL da mistura da reacdo continha 0,25uL de unidades de Tag DNA-
polimerase (5U/uL), 0,4 uM de cada oligonucleotideo iniciador e 5uL de amostra de DNA.
As amplificacdes foram realizadas sob as seguintes condi¢des: um ciclo de aquecimento a
95°C durante 2 minutos, seguido por 45 ciclos de desnaturagdo a 95°C durante 60
segundos, anelamento a 58°C durante 60 segundos e extensdo a 72°C durante 30
segundos. A amplificacdo foi completada por um ciclo adicional a 72°C durante 5 minutos.
Os produtos foram, entdo, analisados por eletroforese em gel de agarose a 2% sob
exposicdo a luz ultravioleta (Figura 1). Em todas as reac6es de PCR foram adicionados trés
controles: controle negativo BAPGM (meio BAPGM sem indéculo e incubado
simultaneamente com cada série de culturas liquidas), controle dos reagentes (“branco de
extracdo”: tubo onde todas as solucGes da extracdo eram adicionadas) e um controle
positivo (DNA extraido a partir de uma cepa padrdo de B. henselae Houston-1 ITS ATCC
49882™). Uma concentracdo conhecida do DNA da B. henselae foi diluida em série de 10
vezes até 10° equivalentes a um genoma (GE) por microlitro para determinar a
sensibilidade da técnica de PCR. Este método de PCR convencional foi capaz de detectar
um minimo de 50 GE de B. henselae por tubo de reacao. As amostras PCR negativas foram
analisadas para um gene constitutivo para confirmar a qualidade da extracdo. A regido
escolhida foi um fragmento da GAPDH (gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase), uma
enzima relacionada com a glicélise e expressada por todas as células de mamiferos. Estes
testes de triagem foram realizados no Centro Multidisciplinar de Investigacdo Bioldgica
(CEMIB), Unicamp, Brasil.

As amostras de DNA das culturas liquidas positivas para Bartonella sp. e o DNA das
culturas sdlidas isoladas suspeitas foram adicionalmente testadas na Western University
of Health Sciences, EUA, para a identificacdo da espécie. As amostras de DNA foram
testadas por PCR ITS em tempo real (Real Time) utilizando os primers desenhados
manualmente para amplificar um fragmento da regido ITS de todas as espécies de
Bartonella. A mistura de reac¢do continha 25uL de mistura de PCR 1X (SYBR ® Premix Ex
Tag, Takara Bio |Inc., Shiga, Japan), 7,5pmol de iniciador 314A-s (5'-
CGTTTCTCTTTCTTCMGATGATGATCCC-3'), 7,5pmol  de iniciador  314B-s  (5'-
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CGTTTCTCTTTCTTCRGATGATGATCCC-3'),  10,5pmol de iniciador = 382-as  (5'-
ACTTSAACCTCCGACCTCACGCTTAT-3'), 1X de ROX corante de referéncia e 5uL de molde de
DNA. Os controles negativos foram incluidos em cada lote do teste conforme descrito
acima. As amplificagdes foram realizadas sob as seguintes condi¢des: um ciclo de
aquecimento a 95°C durante 1 minuto seguido de 50 ciclos de desnaturagdo a 94°C
durante 10 segundos, hibridacdo a 58°C durante 20 segundos e extensdo a 72°C durante
20 segundos. A amplificagdo foi detectada por fluorescéncia do reagente SYBR Green |
com emissdo a 522 nm. As curvas de fusao foram obtidas para cada amplificacdo. O limite
de detecgao de 5 cdpias por reacdo foi determinado como descrito acima.

As amostras de DNA isoladas da cultura sélida e confirmadas por conter DNA de
Bartonella sp. pela mesma metodologia foram caracterizadas utilizando os métodos de
PCR convencionais previamente publicados para a regiao ITS%, para o gene citrato sintase
(gItA)*®, para a proteina de ligacdo heme (pap31)®. Além disso, as amostras foram

27,28 As amostras de DNA extraidas

submetidas a um PCR convencional para a B. koehlerae
das culturas liquidas ndo foram testadas por estes métodos devido ao material genémico
ser insuficiente.

As amostras amplificadas a partir de um dos cinco métodos de PCR utilizados durante
os passos de confirmacdao foram purificados com o MiniElute kit (Qiagen, Valencia,
California, EUA) de acordo com as instru¢des do fabricante e sequenciadas por um sistema
automatizado de sequenciamento baseado em fluorescéncia (Eurofins MWG Operon,
Huntsville, Alabama, EUA). A avaliacdo do cromatograma, a delecdo do primer e o
alinhamento da sequéncia foram realizados utilizando os softwares Contig Express e Align
X (Vector NTI Suite 10.1, Invitrogen Corp, Carlsbad, CA, EUA). As espécies de bactérias
foram definidas por comparagdao e semelhanga com outras sequéncias depositadas no

GenBank utilizando a ferramenta de pesquisa Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)®.

Sorologia

As amostras de soro foram analisadas quanto a presenca de anticorpos IgG contra os
antigenos de B. henselae e B. quintana por meio da técnica de Imunofluorescéncia
Indireta (IFI) e os titulos > 64 foram considerados soropositivos. Os antigenos de B.
henselae e B. quintana provenientes de cultura de células Vero, conforme descrito
anteriormente?, foram fornecidos pelo Centro de Controle e Prevencdo de Doengas (CDC-
Atlanta, EUA). As amostras de soro foram diluidas a 1:64 em solucdo salina tamponada
com fosfato (PBS) e 25uL foi adicionado em pocos contendo células infectadas por
Bartonella sp. fixadas em uma lamina de vidro e incubadas durante 30 min a 37 ° C. As
laminas foram lavadas trés vezes com PBS (5 minutos cada), cobertas com imunoglobulina
IgG anti-humana conjugada com isotiocianato de fluoresceina (Sigma, St. Louis, MO, EUA)
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a uma diluicdo de 1:150, incubadas a 37 ° C durante 30 minutos, lavadas e secas. Apds a
montagem das laminas com glicerina tamponada a leitura foi realizada em um
microscopio de fluorescéncia e o titulo de corte da reagao de IFl foi de 1:64. O teste foi
considerado positivo na presenca de coloragdao esverdeada brilhante das bactérias
detectadas por microscopia de fluorescéncia na ampliacdo de 400x (Figura 2).

Para os controles negativos foram utilizadas amostras sabidamente negativas. A
titulacdo seria realizada se uma co-relagao fosse estabelecida com sorologia positiva e
cultura e/ou PCR positivos.

Analise dos dados

Os doadores de sangue positivos na PCR, apds analise das culturas liquidas e sélidas,
foram considerados bacterémicos para espécies de Bartonella. As prevaléncias
moleculares e sorolégicas para Bartonella spp. foram descritas como frequéncias
absolutas, percentuais e intervalos de confianca de 95% ( calculadas usando o método de
pontuacdo). As andlises estatisticas foram realizadas utilizando JMP Pro 10 para Windows
(SAS Institute Inc., Cary, NC).

Resultados

Dos 500 doadores de sangue testados, 16 (3,2%, IC 95%: 2,0% - 5,1%) foram positivos
na PCR para Bartonella spp. baseada na regido ITS apds cultura do sangue em meios
liquido e/ou sdélido. Apds o sub-cultivo sélido em agar-sangue das amostras de sangue dos
doadores, 36 isolados foram sugestivos de Bartonella spp. por meio da coloracao de Gram
das coldnias bacterianas e seis isolados foram identificados como B. henselae. A analise da
sequéncia ap6s a amplificacdo da regido ITS (157-271 pb de tamanho) do DNA obtido dos
meios liquidos e sdélidos revelou revelou B. henselae em 15 das 16 culturas (3%, IC de 95%:
1,8% - 4,9%) e B. clarridgeiae em uma cultura (0,2%, IC de 95%: 0% - 1,1%) (Tabela 1).

Entre os 16 doadores de sangue positivos na PCR para Bartonella sp., 11 mostraram-
se positivos a partir do DNA extraido na cultura liquida BAPGM, seguido por PCR e
sequenciamento, enquanto que 6 foram detectados apenas depois do sub-cultivo sélido
em dagar-sangue, seguido por PCR e sequenciamento (Tabela 1). Apenas um doador foi
PCR positivo em ambas as subculturas liquidas e sdlidas.

Quando posteriormente amplificadas e sequenciadas, 4 amostras, destas 6 isoladas
da cultura sélida, continham um fragmento maior (559 pb de tamanho) da regido ITS
confirmando a presenca de B. henselae. A homologia da sequéncia de DNA obtida neste
estudo por ITS foi de 100% de similaridade quando comparada com as sequéncias de B.
henselae (nimero de acesso NC_005956.1) e B. clarridgeiae (numero de acesso
NC_014932.1) depositadas anteriormente no GenBank.
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Similarmente, o DNA da B. henselae também foi confirmado apds cultura de
enriquecimento em cinco amostras por amplificagdo e sequenciamento do gene gltA (338
pb) e a partir de trés amostras por amplificacdao e sequenciamento do gene pap31 (501
pb) com 100% de homologia . Nenhum doador de sangue mostrou-se positivo na PCR ITS
para B. kohlerae baseado na regido intergénica.

Os anticorpos anti-B. henselae e B. quintana foram detectados em 16,2% (81/500, IC
95% = 13,2%-19,7%) e 32% (160/500, IC 95% = 28,0%-36,2%) das amostras dos 500
doadores de sangue, respectivamente. Entre os doadores de sangue sororreativos para B.
henselae, apenas dois foram considerados bacterémicos para B. henselae por PCR da
cultura liguida de enriquecimento. A B. quintana nao foi detectada por meio de PCR na
cultura liquida de enriquecimento em nenhum doador de sangue neste estudo. No
entanto, dois doadores de sangue sororreativos para a B. quintana foram considerados
bacterémicos para B. henselae por PCR na cultura liquida de enriquecimento, com um
deles também sororreagente para B. henselae. O doador bacterémico por B. clarridgeiae
mostrou-se soronegativo frente aos antigenos de B. henselae e B. quintana (Tabela 1).
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Tabelal. Resultado da sorologia e sequenciamento de DNA de 16 doadores de sangue testados
para exposicdo e infeccdo por espécies de Bartonella.

Sorologia (IF1)* Bartonella spp. identificadas por sequencimento de DNA
ITs® [tA®
Doador de B. , Amostras ITs S Pap31° git.
sangue henselae B. quintana testadas 314s-382as 325s- 1s-668as 781p-
& 1100as 1137n
1 Negativo Negativo C’ult.ura B. henselae NR® NR® NR®
liquida
Cultura B
2 Negativo Negativo !lqwda / B. henselae’ henselae Negativo  Negativo
isolado
3 Negativo Negativo Isolado B. henselae Negativo  Positivo® B.
henselae
4 Positivo Negativo C,ult.ura B. henselae NR® NR® NR®
liquida
5 Negativo Negativo Isolado B. henselae B. B. B.
& & ’ henselae  henselae  henselae
B.
N i N i Isol B. h il N i N i
6 egativo egativo solado enselae egativo egativo henselae
7 Negativo Negativo Isolado B. henselae B. B. B.
& & ’ henselae  henselae  henselae
8 Negativo Negativo Clult_ura B. henselae NR® NR® NR®
liquida
9 Negativo Negativo Clult_ura B. henselae NR® NR® NR®
liquida
I
10 Negativo Negativo I(;::iz;a B. clarridgeiae NR® NR® NR®
11 Negativo Negativo (;ult_ura B. henselae NR® NR® NR®
liquida
12 Negativo Negativo (;ult_ura B. henselae NR® NR® NR®
liquida
I
13 Negativo Negativo (;u t.ura B. henselae NR® NR® NR®
liquida
14 Negativo  Positivo (;ult_ura B. henselae NR® NR® NR®
liquida
15 Negativo Negativo (;ult.ura B. henselae NR® NR® NR®
liquida
. . B. B. B.
16 Positivo Positivo Isolado B. henselae

henselae  henselae  henselae

®Imunofluorescéncia indireta com ponto de corte 1:64.

®Gene do espago transcrito intergénico 165-23S rRNA

“ Proteinas de ligacdo associadas ao grupo heme

¢ Gene citrato sintase

¢ N3o realizada devido ao material genético insuficiente

fTanto a cultura liquida quanto o isolado revelaram as mesmas espécies de Bartonella. Outros testes de PCR foram
somente realizados nos isolados devido ao material genémico insuficiente da cultura liquida.

€ 0 sequenciamento do DNA n3o foi realizado nesta amostra
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Figura 1. Fotografia de eletroforese em gel de agarose 2% corado com Brometo de Etideo. Os
amplimeros mostrados na foto sdo relativos a PCR para o género Bartonella. Canaletas 1-9: DNA
das amostras de culturas liquidas positivas para Bartonella. Canaleta 10 e 11: Amostras negativas.
Canaleta 12: Controle positivo da reagdo de PCR (208bp). Canaleta 13: Controle negativo da
reacao de PCR. Canaleta M: marcador de tamanho molecular em escala de 100 pares de bases.
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Figura 2. (A, B e C) - Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta para
Bartonella spp.. A: Padrdo de fluorescéncia com soro de controle
negativo humano. B: Padrdo de fluorescéncia com soro de controle
positivo humano. C: Soro de doador positivo. Aumento de 1.000 x
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Discussao

Bartonella spp. sdo agentes infecciosos re-emergentes que podem induzir infeccdo
assintomatica e intraeritrocitaria nos hospedeiros, sendo isolados em varios quadros
clinicos, tanto em pacientes imunodeficientes como nos imunocompetentes7' 33,3435

Ha um numero limitado de estudos sobre a ocorréncia e a patogenicidade da infec¢ao
por Bartonella spp. em seres humanos. Uma pesquisa sistematica deve ser realizada em
alguns pacientes com doencas idiopaticas, como a hepatite criptogénica, por exemplo*®.
Qualquer infeccdo com uma fase de bacteremia assintomdtica tem o potencial de
transmissao por transfusao. A sobrevivéncia do agente infeccioso no sangue coletado e a
sua capacidade de causar infecgdo por via intravenosa, também sao fatores necessarios
para a transmissdo por essa via>’. A capacidade de sobrevivéncia da B. henselae em
sangue doado ja foi descrita anteriormente®®®. A B. henselae apresenta distribuicdo
mundial e é a espécie mais frequententemente envolvida em infeccdo humana chegando
a resultar em fatalidade™®.

A transmissdo por transfusdo é de grande relevancia se o agente causar uma doenca
identificavel no receptor33. Doenca febril autolimitada de 48-72h de duragdo, anemia
transitéria leve a moderada, disfuncdo neurolégica transitéria e abscessos hepaticos
foram relatados apds transmissdo experimental por transfusdo de B. henselae em

15,40

gatos™"". Em humanos, manifestac¢des clinicas relacionadas a infeccdo por Bartonella spp.

(dor de cabecga, fadiga, febre e dor) foram descritas apds pung¢do com agulha contaminada

acidentalmente em veterinarios'®'”

A transmissao de Bartonella sp. por transfusdo de
sangue sO serda documentada se os médicos considerarem a possibilidade de infeccdo
cronica.

Outro fator relacionado ao surgimento aparente de Bartonella spp. é o
desenvolvimento de técnicas avancadas de diagnéstico33. Historicamente, os métodos
laboratoriais tradicionais para o diagndstico de Bartonella sp. sdo pouco sensiveis. Nos
ultimos anos, o desenvolvimento de métodos moleculares altamente sensiveis e
especificos, associados aos meios de cultura especificos aumentou a detec¢do da bactéria.
Além disso, a utilizacdo destas plataformas com multiplos exames realizados em
diferentes amostras clinicas coletadas em vdarias ocasides do mesmo individuo, apresenta
o potencial de reduzir o numero de resultados falso—negativos“'“.

O diagndstico de bartonelose continua a ser um problema, devido a dificuldade para
se realizar a cultura da bactéria. As bartoneloses poderdo ser confirmadas por uma
combinacdo de técnicas microbiolégicas e moleculares associadas ao exame
histopatolégico, no entanto os resultados negativos devem ser avaliados
cuidadosamente®® e sempre que possivel realizar a combinacdo destes métodos

diagndsticos*.
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No presente estudo, usando a combinagao de culturas liquidas e sdlidas enriquecidas,
36 isolados obtidos foram sugestivos de Bartonella spp. pela coloragdo de Gram. Seis em
34 destes foram caracterizados como B. henselae.

O resultado negativo na PCR ndo significa a auséncia de DNA da Bartonella sp.. A
bacteremia por Bartonella spp. em doadores assintomaticos deve ser em torno de
10UFC/mL de sangue®, muito abaixo do limite de deteccdo das reagdes moleculares.
Outra razdo para os resultados falso-negativos é que espécies de Bartonella tipicamente
provocam uma bacteremia ciclica. Devido ao fato de que somente uma amostra de
sangue foi testada uma vez de cada doador de sangue neste estudo, o numero de
individuos com bacteremia pode ter sido subestimado. Além disso, todos os individuos
voluntarios para as doacdes de sangue sdo sauddveis ou assintomaticos. Supde-se que
baixos niveis de bacteremia ciclica ocorram em seres humanos saudaveis. Neles o sistema
imune seria capaz de evitar um elevado numero de micro-organismos na corrente
sanguinea. Portanto, deve-se esperar que o numero real de doadores de sangue
infectados com Bartonella spp. seja mais elevado do que os nossos resultados atuais.

Os anticorpos anti-B. quintana e B. henselae foram detectados em 32% (160/500) e
16,2% (81/500) de 500 doadores de sangue, respectivamente. Um estudo anterior
realizado no Brasil avaliou 437 individuos sauddveis de uma drea rural do Estado de Minas
Gerais expostos a esses patdgenos. Foi encontrada uma soroprevaléncia para B. henselae
em 12,8% e para B. quintana em 13,7%"°. Entre 125 pacientes assintomaticos HIV
positivos no Rio de Janeiro, 41,6% foram sororreagentes para Bartonella spp.*’. No
presente estudo, ndo foi possivel detectar qualquer diferenca estatistica entre
sororreatividade e infeccdo em doadores assintomaticos. Em muitos casos, a sorologia
nado se correlacionou com a amplificacdo do PCR positivo seguido de sequenciamento do
DNA ou com o isolamento de Bartonella sp.. Todos os resultados soroldgicos positivos
devem ser interpretados com cuidado e no contexto clinico. O seguimento dos titulos
pode também ser util para documentar a infeccdo baseado na soroconversao.

Quando os gatos sao utilizados como doadores de sangue estes devem ser rastreados
para Bartonella spp., principalmente se existir histéria anterior de bartonelose clinica ou
de exposicao a pulgas. Havendo positividade em qualquer teste, o gato deve ser excluido
do programa de doacdo de sangue, porque o tratamento de forma consistente ndo leva a
eliminacdo da infecco®. N3o ha orientacio humana relacionada a Bartonella spp. em
doadores de sangue ou de drgdos. Os doadores de sangue positivos neste estudo foram
classificados como inadequados para doagdes de sangue. Esta decisdo foi assumida apds
um parecer do Comité de Etica da Faculdade de Medicina da UNICAMP.
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Conclusdo

Os resultados deste estudo indicam que a exposicdo humana a espécies de Bartonella

ocorre freqliientemente na regido Sudeste do Brasil, demonstrando que existe um risco

real de contaminagdo dos produtos do sangue por bactérias provenientes dos doadores

de sangue bacterémicos e assintomadticos. O impacto da transmissdao de espécies de

Bartonella através de transfusdGes de sangue e em receptores de transplantes de érgaos

necessita de reavaliacdo, bem como o uso de tecnologias avancadas para a triagem

diagnéstica da infeccdo por Bartonella sp. em doadores de sangue.
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As doencas causadas por Bartonella spp. vém ganhando importancia nas
Ultimas duas décadas. O género Bartonella € constituido por um grupo de
patdégenos zoonaoticos re-emergentes e negligenciados que tém sido associados a
um amplo espectro de doengas humanas graves (Breitschwerdt et al., 2011). As
Bartonella spp. sédo os unicos bacilos gram-negativos conhecidos que podem viver
no interior das hemacias e que séo capazes de induzir infec¢cao assintomatica nos
hospedeiros. Em alguns pacientes, principalmente nos imunodeficientes, a doenga
pode ser fatal (Maguina et al., 2009; Magalhaes et al., 2009).

As espécies mais encontradas em doengas humanas e responsaveis por
diversas manifestacdes clinicas sao a B. bacilliformis, B. quintana e B. henselae
(Breitschwerdt et al., 2010a; Pérez-Martinez et al., 2010; Kaiser et al., 2011; Kosoy
et al., 2012; Mosepele et al., 2012; Harms & Dehio, 2012). A extrema diversidade
das manifestacées clinicas das doencas depende principalmente da infectividade
das Bartonella spp. e da resposta imune do paciente (Rolain et al., 2004).

As caracteristicas patogénicas mais importantes de espécies de Bartonella
sdo0 a capacidade de invadir as células vermelhas do sangue e provocar a lise
destas células, causar bacteremia persistente e induzir a proliferagdo das células
endoteliais nos pequenos vasos (Benson et al, 1986; Garcia et al., 1990;
Batterman et al., 1995; Kordick & Breitschwerdt,1995; Brouqui & Raoult, 1996;
Resto-Ruiz et al., 2003; Kaiser et al., 2011; Franz & Kempf, 2011, Harms & Dehio,
2012).

Apesar do conhecimento ainda ser muito limitado em relagao ao agente da
doenca fora das areas onde a B. bacilliformis € endémica, os pesquisadores nos
ultimos anos documentaram claramente a bacteremia por espécies de Bartonella
entre os mamiferos, questionando a nocado tipica de o sangue ser estéril
(Breitschwerdt & Kordick, 2000; Jacomo et al., 2002; Harms & Dehio, 2012).

Os seres humanos podem ser portadores assintomaticos das Bartonella
spp. (Greub & Raoult, 2002; Kaiser et al., 2011) como observado nos periodos
entre as crises de febre das trincheiras ou entre a febre de Oroya e a verruga
peruana.
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A B. henselae é considerada o agente mais comumente envolvido e o
mais relevante como causa de infeccao humana. Porém, os profissionais de saude
pouco sabem sobre ela (Kosoy et al., 2012; Mosepele et al., 2012; Harms & Dehio,
2012).

Os animais de estimacdo, especialmente os gatos, representam os
maiores reservatérios destas bactérias para a infeccdo humana (Chomel et al.,
2006; Lamas et al.,, 2008). Os gatos sdo os reservatorios primarios para a B.
henselae, B. clarridgeiae e B. koehlerae, além de serem o0s principais
responsaveis pela transmissao, principalmente em criancas (Anderson & Neuman,
1997; Rolain et al., 2003c; Boulouis et al., 2005). Além destes, os caes também
sdo considerados reservatorios da B. vinsonii subsp. berkhoffii, B. henselae, B.
clarridgeiae, B. washoensis, B. elizabethae e B. quintana (Chung et al., 2005;
Kaiser et al., 2011).

Estudos realizados na Unicamp utilizando multiplas metodologias (culturas
liguida e sélida, PCR convencional e nested e sequenciamento) comprovaram
uma alta prevaléncia (90%) de bacteremia causada por B. henselae nos gatos de
Campinas-SP. Parte destes casos foi associada a uma cepa brasileira (Drumonnd,
2012). A cepa chamada de B. henselae Brazil-1 foi sequenciada a partir de
amostra de sangue de um cao proveniente da regido de Botucatu e depositada no
GenBank (Diniz et al., 2007). A sequéncia desta também foi 100% homdloga a
encontrada em um paciente soropositivo para HIV com anemia grave, panserosite,
ascite e hepatite criptogénica atendido no Hospital das Clinicas da Unicamp
(Velho et al., 2007). Frente ao exposto, acredita-se que a B. henselae esteja
presente de forma endémica nos grupos de populagdo que se expdem
principalmente aos gatos, com maior agravo nos pacientes imunodeficientes
diante de quadros infecciosos e/ou de febre de origem indeterminada (Mosepele et
al., 2012). Conclui-se com estes dados que a alta prevaléncia da infecgdo por
Bartonella spp. nos gatos e suas consequéncias para a saude publica tém sido
subestimadas.
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Em estudos anteriores, a presenca da B. henselae também foi
demonstrada no sangue de pessoas imunocompetentes que tiveram contato
frequente com gatos e exposicdo a alguns atropodos (pulgas, carrapatos,
mosquitos, piolhos), concluindo que a B. henselae pode induzir infecgdo oculta
neste grupo de pessoas (Breitschwerdt et al., 2007).

A Bartonella vinsonii subsp. berkhoffii, outro importante patégeno
intravascular, foi recentemente isolado em pacientes imunocompetentes com
quadros de endocardite, artrite, doencas neuroldégicas e neoplasia
vasoproliferativa (Breitschwerdt et al., 2010c). Fragmentos do DNA da B. vinsoniii
subsp. berkhoffii e da B. henselae foram amplificados e sequenciados a partir de
amostras de sangue em criangas apos o parto, sugerindo que estas bactérias
podem ser transmitidas ainda no Utero ou durante o parto cesareana
(Breitschwerdt et al., 2010d).

Uma das principais caracteristicas observadas em relagao a infecgéo por
bartonela € que esta € muito mais comum nos pacientes imunocompetentes do
que se suspeitava anteriormente. Estima-se que a soroprevaléncia das Bartonella
spp. em veterinarios saudaveis seja aproximadamente 45% (Chmielewski et al.,
2007). No entanto, ndo se sabe a real prevaléncia da bacteremia nos profissionais
que sao expostos frequentemente a mordidas e/ou arranhdes de animais ou

picadas de artrépodes.

Em um trabalho com 192 pacientes com sintomas inespecificos, Maggi e
colaboradores utilizaram 32 profissionais da Faculdade de Medicina Veterinaria
como controles assintomaticos e ndo encontraram nenhum destes com PCR ou
cultura positiva (Maggi et al.,, 2011). Neste trabalho, a soroprevaléncia foi de
49.5% entre os pacientes e 23.9% tiveram o DNA de Bartonella sp. detectado a
partir do sangue. Os sintomas predominantes associados ao quadro clinico foram
fadiga, insbnia, dores articulares e musculares (Maggi et al., 2011).

Corréa e colaboradores detectaram o DNA de Bartonella sp. no sangue de
um veterinario saudavel entre 56 individuos assintomaticos utilizados como
controle que doaram sangue para o estudo (Corréa et al., 2012). Este estudo
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demonstrou um risco 45 vezes maior da Bartonella sp. ser detectada no sangue
dos pacientes com arritmia cardiaca, 40 vezes maior entre 0s pacientes com
miocardiopatia chagasica e 22 vezes entre os pacientes com endocardite quando

foram comparados com o grupo controle.

O estudo de Lucey et al. (1992) sugeriu que pessoas infectadas pela B.
henselae deveriam ser aconselhadas a se abster de doar sangue, apés relatar
dois casos de febre recorrente causada pela B. henselae.

Em 2001, em sua tese de doutorado, Velho aventou a possibilidade de
transmissao transfusional dessas bactérias a partir de pacientes com bacteremia
assintomatica. Em 2002 fez mencgéo a este risco potencial em um artigo de revisdo
sobre as bartoneloses humanas (Velho et al., 2002).

O estudo do Capitulo 1 comprovou a capacidade da B. henselae invadir
eritrocitos humanos e demonstrou, por meio da microscopia eletrbnica de
transmissdo, que a bactéria era capaz de aderir-se a uma hemacia com 10h e
invadi-la com 72h apés a infeccao experimental (Pitassi et al., 2007). Estes dados
foram recentemente confirmados por microscopia confocal a Laser por Vieira e

outros colaboradores deste grupo de pesquisa (informacao nao publicada).

As Bartonella spp. sao bastante singulares entre os agentes patégenos
bacterianos pela sua capacidade de invadir, multiplicar e provocar parasitismo por
periodos prolongados no interior das hemacias infectadas (Schulein et al., 2001).

Um estudo anterior sugeriu que a B. henselae nao seria capaz de aderir a
e infectar os eritr6citos humanos maduros, somente as células progenitoras
hematopoiéticas humanas CD34+ que poderiam servir como nicho primario da
infeccdo (Mandle et al, 2005). A B. henselae j4 havia sido demonstrada
ultraestruturalmente em eritrécitos de gatos (Kordick & Breitschwerdt, 1995) e
nunca antes identificada em eritrocitos humanos.

Estudos demonstram que, apds a colonizacdo do nicho principal durante a
infeccdo por espécies de Bartonella, as bactérias caem na corrente sanguinea e

infectam os eritrocitos. Ocorre entdo a aderéncia, a deformagédo e a invaséo e,
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finalmente, a persisténcia intraeritrocitaria (Franz & Kempf, 2011; Harms & Dehio,
2012). A capacidade da B. tribocorum em infectar eritrocitos maduros de seu
hospedeiro murino também ja foi demonstrada em estudos in vivo (Schulein et al.,
2001; Jacomo et al., 2002).

Durante o primeiro estudo (capitulo 1), foram observadas varias estruturas
intraeritrocitarias que se assemelhavam as bartonelas. Existiam poucos dados na
literatura que caracterizassem as bartonelas ultraestruturalmente e havia uma real
dificuldade de identificacdo destas quando analisadas a microscocopia eletrénica.
O referido estudo proporcionou um grande aprendizado durante a andlise da
morfologia das Bartonella spp. nas células do sangue.

Na literatura, foram descritas estruturas como sendo Bartonella sp., mas
que nao podiam ser diferenciadas de artefatos ou pseudoinclusdes (Kordick &
Breitschwerdt, 1995). Comprovando este fato, Guptill e colaboradores realizaram
um estudo infectando experimentalmente gatos livres de patdgenos especificos
com B. henselae e, por meio da ME, detectaram pseudoinclusées nos eritrécitos
dos gatos infectados, mas também nos eritrocitos de gatos nado infectados pela
bactéria. Assim, adotaram como critério ultraestrutural para a identificacdo da
bactéria a parede trilaminar (Guptill et al., 2000).

Apés esta observacao de que a B. henselae poderia invadir os eritrocitos
maduros (capitulo 1), houve a necessidade de realizar novos estudos que

permitissem avaliar o potencial de transmissao transfusional destas bactérias.

O segundo artigo (capitulo 2) descreveu estruturas compativeis com
Bartonella sp. e definiu os parametros para se caracterizar a bactéria no interior de
células sanguineas ultraestruturalmente (Pitassi et al., 2010). Foram descritas, por
meio de microscopia eletrbnica de transmissdo, as estruturas das hemécias e
plaquetas que eram semelhantes as bartonelas no sangue dos pacientes com
suspeita de bartonelose.

Como a B. henselae invadia a hemacia e havia informacgdes ja citadas que
o homem poderia ser portador assintomatico, era necessario saber se a bactéria
permanecia viavel em uma unidade de concentrado de hemécias por 35 dias,
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estocada a 4° C, como rotineiramente é feito com o sangue doado. Neste estudo
(capitulo 3), foi realizada a ME em amostras de concentrado de hemacias e
estruturas sugestivas de bartonela que atendiam aos critérios publicados por
Pitassi et al. (2010) puderam ser observadas no interior das hemacias, 35 dias
apds a infeccao experimental, confirmando que o parasitismo pode ocorrer ap6s
longos periodos de infecgdo. Culturas realizadas seriadamente permitiram o
isolamento da bactéria do sangue experimentamente infectado, atestando que o
risco da transmissao transfusional da Bartonella spp. tem sido subestimado
(Magalhaes et al., 2008).

Este resultado reforgou a possibilidade da infeccdo ocorrer através da
transfusdo de unidades de sangue coletadas de doadores assintomaticos. O artigo
3 foi citado no Transfusion, um jornal da AABB (American Association of Blood
Banks), como um marco na literatura ao associar a B. henselae como um possivel
agente associado a transmissao por transfusdo sanguinea em humanos (Stramer
et al, 2009). Em 2010, Magalhdes e colaboradores também descreveram o
primeiro doador de sangue detectado com bacteremia assintoméatica (Magalhaes
etal., 2010).

Anualmente, cerca de 15 milhées de unidades de glébulos vermelhos sédo
transfundidas nos Estados Unidos e 85 milhdes em todo o mundo (Carson et al.,
2012). Como os testes normalmente usados para a triagem dos doadores de
sangue nao detectam estes agentes, incluindo a hemocultura de rotina, o Comité
de Etica em Pequisa da Unicamp, apds a constatacdo de que hemécias humanas
abrigam espécies de Bartonella, determinou que pessoas que tiveram o
diagnéstico de infeccado por B. henselae nao deveriam ser aceitas para novas
doacbes sanguineas (Anexol). Até o presente momento, ndo existe nenhuma
orientacdo padronizada do FDA (Food and Drug Administration) ou AABB
relacionada a infeccdo por Bartonella spp..

Durante os estudos, utilizando-se o0s parametros do diagndstico
ultraestrutural da infecgéo por Bartonella sp., relatou-se um caso de bartonelose
como causa de morte 72h apos a transfusdo sanguinea (capitulo 4). Antes da
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definicdo do diagndstico, suspeitou-se de choque séptico ou reacao transfusional
grave. Mas, apds a morte do jovem com anemia aplastica que recebeu transfuséo
de sangue, foram analisados por ME fragmentos do bago que permitiram o
diagnéstico de infecgdo por Bartonella sp. (Magalhaes et al., 2009).

A anemia grave € um quadro caracteristico descrito na febre de Oroya
(Maguina et al., 2008), causada pela B. bacilliformis. A B. henselae também ja
havia sido associada como causa de anemia hemolitica imunomediada (Van
Audenhove et al., 2001).

Uma reacao transfusional € caracterizada por febre (com aumento de
temperatura de 1 a 2°C), calafrios, tremores, hipotensdo, ruborizagdo, nausea,
vbmitos e choque (Lee et al, 1998). As reacbes transfusionais febris nao
hemoliticas e alérgicas sdo as mais comumente relatadas. A maioria dos relatérios
fornece somente informagdes sobre as reagdes mais graves, ocorrendo grandes
variacbes nos dados informados entre as instituicdes, além da introducdo de
NnOvos processos nestes servicos que podem alterar as taxas de reacdo
diferentemente ao longo tempo (por exemplo: a leucorreducdo pré-
armazenamento reduz a taxa de reacéo febril ndo hemolitica) (Tinegate et al.,
2012).

As taxas de reagdes transfusionais variam entre 0,5 a 3% das transfusdes
sanguineas (Fry et al., 2010). Os relatérios anuais sugerem uma incidéncia de
reacdes mais graves entre os componentes transfundidos (14/100.000), variando
de 11/100.000 para as células vermelhas a 29/100.000 para plaquetas (Knowles &
Cohen, 2011).

O Ministério da Saude regulamentou o processo de doacdo de sangue,
hemocomponentes e hemoderivados, atravées da Resolu¢do da Diretoria
Colegiada (RDC) n° 153, de 14 de junho de 2004. Considerando que todo o
processo desde a coleta, processamento e transfusdo de sangue deve ser
efetuado com altissimo controle de qualidade, evitando a propagacao de doencas
e afastando qualquer tipo de contaminacao, esta RDC define que 1% da produgéo
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mensal ou 10 unidades por més, independente da quantidade produzida, sejam

submetidos a cultura para detecc¢ao de bactérias (Anvisa, 2004).

O risco de contaminacdo bacteriana relacionado a transfusdo de
concentrado de plaquetas é maior quando comparado ao concentrado de
heméacias. Este dultimo é armazenado entre 2°C e 6°C, enquanto que o
concentrado de plaquetas entre 20°C a 24°C. A estocagem deste
hemocomponente a uma temperatura entre 20-24°C por 5-7 dias torna-se um
excelente meio para a proliferacdo bacteriana. As maiores incidéncias de
contaminacao se devem principalmente as bactérias Gram-negativas (Simon et
al., 2002; McDonald et al., 2004).

As Bartonella spp. continuam a ser um dos organismos mais dificeis de se
detectar por meio da cultura de sangue ou de tecidos. Como a bactéria é
intraeritrocitaria, estudos sugerem que estas devam ser cultivadas a partir de
amostras de sangue que sofreram congelamento e posterior descongelamento. A
l6gica € que as células do sangue serdo lisadas e as bactérias libertadas dos
eritrécitos para crescerem no meio de cultura (Duncan et al., 2007). As amostras
de sangue doadas nao sao lisadas antes da semeadura e a cultura é considerada
negativa apds quatro dias da incubacao. Sabe-se que o género Bartonella demora
em média 15 a 21 dias em meios enriquecidos com sangue e em ambientes ricos
em CO, para crescer. As hemoculturas em meios enriquecidos com sangue
deveriam ser incubadas durante 5 a 21 dias (La Scola & Raoult, 1999), o que nao

é visto na rotina dos laboratérios, limitando assim o diagnéstico desta infecgao.

Frente a esta importante informacao e sabendo que a bartonela pode ser
transmitida acidentalmente por sangue contaminado (Oliveira et al., 2010; Lin et
al., 2011), fez-se necessario realizar nova pesquisa que pudesse esclarecer a
prevaléncia desta bacteremia assintomatica nos doadores de sangue.

Investigou-se a prevaléncia da Bartonella spp. em uma amostra de 500
doadores de sangue voluntarios de Campinas, estado de Sao Paulo, Brasil,
utilizando sorologia, cultura liquida e solida, PCR e sequenciamento como
métodos de identificacdo destes patdgenos (capitulo 5). Os anticorpos contra B.
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henselae e B. quintana foram detectados em 16.2% and 32% dos doadores,
respectivamente. O DNA da Bartonella sp foi demonstrado em 3,2% do sangue
doado e em 1,2% foi documentada, por meio do isolamento do agente, bacteremia
por B. henselae. Este estudo revela a presenca de patdogenos no sangue de
doadores assintomaticos que nao estdo sendo rastreados e que podem ser

responsaveis por doengas nos receptores cuja etiologia pode nao ser definida.

Os 6 isolados (1,2%) foram obtidos semeando o meio de enriquecimento
BAPGM- Bartonella alpha-Proteobacteria growth medium (sangue em BAPGM na
proporcao de 1:5) em meio sélido contendo 30% de sangue de carneiro, conforme
rotineiramente utilizado no Banco de Bactérias do Instituto Adolpho Lutz, Sao
Paulo. Usualmente, cita-se na literatura cultura sélida enriquecida com 5 a 10% de
sangue (Bai et al., 2010; Sykes et al., 2010; Lynch et al., 2011). E importante
lembrar a caracteristica fastidiosa e a exigéncia de meios extremamente
enriquecidos para o isolamento de Bartonella spp.. Além destes fatores, existe a
dificuldade de isolamento da bactéria em doadores assintomaticos, pois neste
caso estas se apresentam potencialmente menos virulentas. Os meios de Ducrey
modificado e o BAPGM contribuiram para o aumento da populacao bacteriana nas

amostras estudadas atingindo o limiar de detec¢éo por PCR.

Estes resultados estabelecem a necessidade de uma reavaliagdo por
autoridades de saude publica dos riscos e do impacto da transmissdo da
Bartonella spp. através de transfusdes sanguineas, especialmente para os
pacientes imunodeficientes. Esforcos devem ser feitos para a melhoria dos
métodos de diagndstico com sensibilidade suficiente para excluir a Bartonella spp.
em doadores de sangue e para proteger os receptores da transmissao destes
patégenos pela transfusdo de sangue.

E importante ressaltar que a inexisténcia de um teste diagnéstico “padréo
ouro” que permita detectar a bacteremia causada por Bartonella spp.,
principalmente em hospedeiros imunocompetentes, torna-se uma grande
dificuldade a ser enfrentada por profissionais de saude e autoridades sanitarias.
Os métodos diagnésticos como sorologia, cultura, histopatologia, PCR e
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microscopia eletrénica de transmissdo podem ajudar no diagndéstico, mas nem
sempre estas alternativas fornecem o diagndstico em todos os casos. Muitos
fatores interferem na andlise destes exames, tais como o baixo numero de
heméacias infectadas, o tamanho pequeno destas bactérias a analise microscépica
e também a falta de disponibilidade destes exames na pratica clinica.

Como néo existe um consenso ou protocolos unificados a serem seguidos,
além de todas estas técnicas apresentarem vantagens e desvantagens, ha a
necessidade de se aprimorar os métodos diagndsticos com sensibilidade
suficiente para excluir as Bartonella spp. em doadores de sangue e para proteger

os receptores de transfusdo de sangue.
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O conjunto dos estudos apresentados nesta tese coloca em discussao
mudancas de paradigmas na Medicina Transfusional, particularmente aqueles
relacionados a infeccdo por Bartonella spp.. Por mais que novas tecnologias
sejam desenvolvidas, a descoberta de novos agentes infecciosos e a
reemergéncia de outros constituem um desafio continuo que impede a existéncia
de um sangue 100% seguro. Novas pesquisas microbioldgicas, moleculares e
estudos clinicos serao necessarios para a melhor compreensdo do processo de
infeccdo e para avaliar os riscos e impactos da transmissao desta bactéria através

de transfusdes, especialmente em pacientes imunodeficientes.
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ANEXO |
Parecer do Comite de Etica em Pesquisa da Unicamp.

L/ FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
& & COMITE DE ETICA EM PESQUISA
s ® www.fem,unicamp.be/fem/pesquisa

LuMNICAMP

Oficio CEP 153/2011
Em 23/03/2011

Ilma. sra.
Profa. Dra. Luiza Helena Urso Pitassi
Pesquisadora Responsdvel

SPP_EM _DOADORES DE SANGUE DO HEMOCENTRO/UNICAMP” - (Parecer CEP
122/2008).
Prezada Senhora,

A divida da pesquisadora foi discutida na Il Reunifio Ordinéria do Comité de Etica
em Pesquisa de 22/03/2011. A recomendagiio ¢ que os sujeitos de pesquisa que
apresentaram resultados soropositivos para Borronella spp. sejam comunicados desses
resultados e encaminhados para os tratamentos necessdrios, bem como sejam orientados a

nfio doar sangue no futuro.
Sendo o que se apresenta para 0 momento, subscrevemo-nos.

Atenciosamente.

[
/r. .
Prof. Dr. mo Steiner

PRESIDENTE DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

FCM/UNICAMP
Comitd de Etica em Pesquisa - UNICAMP
Rua: Tessdlia YVieira de Camargo, 126 FONE (019) 3521-8936
Caixn Postal 6111 FAX (019) 3521-T187
13083-887 Campinas — SP cep@fem.anicamp.br
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ANEXO L.
Carta convite (/nvitation Letter) — Jonhs Hopkins University.

&

JOHNS HOPKINS

MEDICINE

SCHOOL OF MEDICINE

Department of Molecular and Comparative Pathobiology

June 2. 2010
Attn: Dr. Luiza Pitass1t MD

Following the award of our Faculty Grant in Global Health from the Johns Hopkins Center for
Global Health, Bloomberg School of Public Health, Johns Hopkins University, I would like to invite
vou to visit our laboratory and continue collaboration on our study entitled “Epidemiology of
Bartonella sp. in Brazilian blood donors and domestic animals”. This study is the continuation of a
joint effort between Johns Hopkins University, Western University, and the Centro de Estudos Prof.
Dr. Elemir Macedo de Souza. This project will continue to be coordinated by Paulo Eduardo Neves
Ferreira Velho, MD, PhD at UNICAMP and Diana G. Scorpio DVM, MPH at the Johns Hopkins
University and Medical Institutions.

You are welcome to visit our laboratory during any period you wish for as long as you would like.
We would also invite vou to give a lecture on your field of expertise during your stay here at Johns
Hopkins.

Please direct any questions or concerns to the contact included below. Thank you very much and we
look forward to our continued collaboration together in the discipline of bartonellosis.

Sincerely,

Diana G. Scorpio, DVM., MPH, DACLAM

Clinical Veterinarian and Assistant Professor
Department of Molecular and Comparative Pathobiology
Johns Hopkins University

School of Medicine

Ross Research Building 459

Baltimore, MD 21205

410-955-3273 (office)

410-502-5068 (fax)

dsorpio@jhmi.edu

733 N. Broadway / Suite 831 / Baltimore, Maryland 21205-2196 / 443-287-2953 / Fax 443-287-2954 / Website:
hopkinsmedicine.org/mcp

Anexos- 173



174 - Anexos



ANEXO lil.

Autorizacao dos periodicos (Copyright) para inclusdo dos artigos publicados

Copyright

‘X Clearance
Yo

Center

na tese.
Y - Account
ightsLin
Title: Bartonella henselae survives Logged in as:
after the storage period of red Luiza Pitassi
blood cell units: is it
transmissible by transfusion?
Author: R. F. Magalhaes,L. H. U.

Pitassi,M. Salvadego,A. M. De
Moraes,M. L. Barjas-Castro,P. E.
N. F. Velho

Publication: Transfusion Medicine
Publisher: John Wiley and Sons

Date: Oct 14, 2008

© 2008 The Authors. Journal compilation © 2008
British Blood Transfusion Society

Order Completed

Thank you very much for your order.

This is a License Agreement between Luiza Pitassi ("You") and John Wiley and Sons ("John Wiley and
Sons"). The license consists of your order details, the terms and conditions provided by John Wiley and
Sons, and the payment terms and conditions.

Get the printable license.

License Number
License date

Licensed content
publisher

Licensed content
publication

Licensed content title

Licensed copyright line

Licensed content
author

Licensed content date
Start page

End page

Type of use

Requestor type

Format

Portion

Will you be translating?
Total

3193860904825
Jul 21, 2013
John Wiley and Sons

Transfusion Medicine

Bartonella henselae survives after the storage period of red blood cell units: is it transmissible hy
transfusion?

© 2008 The Authors. Journal compilation @ 2008 British Blood Transfusion Society

R. F. Magalh&es,L. H. U. Pitassi,M. Salvadego,A. M. De Moraes,M. L. Barjas-Castro,P. E. N. F.
Velho

Oct 14, 2008

287

291

Dissertation/Thesis
Author of this Wiley article
Print and electronic

Full article

No

0.00 UsD

Anexos - 175



INFORMA HEALTHCARE LICENSE
TERMS AND CONDITIONS

This is a License Agreement between Luiza Pitassi ("You") and Informa Healthcare
("Informa Healthcare") provided by Copyright Clearance Center ("CCC"). The license
consists of your order details, the terms and conditions provided by Informa Healthcare,
and the payment terms and conditions.

All payments must be made in full to CCC. For payment instructions, please see
information listed at the bottom of this form.

License Number
License date
Licensed content publisher

Licensed content
publication

Licensed content title

Licensed content author

Licensed content date
Volume number

Issue number

Start Page

End Page

Type of Use

Requestor type

Format

Portion

Will you be translating?
Number of copies
Order reference number

Title of your thesis /
dissertation

Expected completion date
Estimated Size (pages)
Total

3194390198335
Jul 22, 2013
Informa Healthcare

ULTRASTRUCTURAL PATHOLOGY

Blood Cell Findings Resembling Bartonella spp.

Luiza Helena Urso Pitassi, Maria Leticia Cintra, Marilucia Ruggiero
Martins Ferreira et al.

Feb 1, 2010

34

1

2

6
Dissertation/Thesis
Author of this article
print and electronic
Full article

no

50

“Bartonella spp. e o risco potencial de transmissao por transfusao
sanguinea”

Aug 2013
140
0.00 USD

176 - Anexos



INFORMA HEALTHCARE LICENSE
TERMS AND CONDITIONS

This is a License Agreement between Luiza Pitassi ("You") and Informa Healthcare
("Informa Healthcare") provided by Copyright Clearance Center ("CCC"). The license
consists of your order details, the terms and conditions provided by Informa Healthcare,
and the payment terms and conditions.

All payments must be made in full to CCC. For payment instructions, please see
information listed at the bottom of this form.

License Number
License date
Licensed content publisher

Licensed content
publication

Licensed content title

Licensed content author

Licensed content date
Volume number

Issue number

Start Page

End Page

Type of Use

Requestor type

Format

Portion

Will you be translating?
Number of copies
Order reference number

Title of your thesis /
dissertation

Expected completion date
Estimated Size (pages)
Total

3194390288396

Jul 22, 2013

Informa Healthcare
ULTRASTRUCTURAL PATHOLOGY

Bartonella henselae Infects Human Erythrocytes

Luiza Helena Urso Pitassi , Renata Ferreira Magalhaes , Maria
Lourdes Barjas-Castro , Erich Vinicius de Paula , Marilucia
Ruggiero Martin Ferreira , Paulo Eduardo Neves Ferreira Velho

Jan 1, 2007

31

6

369

372
Dissertation/Thesis
Author of this article
print and electronic
Full article

no

50

“Bartonella spp. e o risco potencial de transmissdo por transfusao
sanguinea”

Aug 2013
140
0.00 USD

Anexos- 177



INFORMA HEALTHCARE LICENSE
TERMS AND CONDITIONS

This is a License Agreement between Luiza Pitassi ("You'") and Informa Healthcare
("Informa Healthcare") provided by Copyright Clearance Center ("CCC"). The license
consists of your order details, the terms and conditions provided by Informa Healthcare,
and the payment terms and conditions.

All payments must be made in full to CCC. For payment instructions, please see
information listed at the bottom of this form.

License Number 3194390257201
License date Jul 22, 2013

Licensed content publisher Informa Healthcare

Licensed content ULTRASTRUCTURAL PATHOLOGY
publication
Licensed content title Bartonellosis as Cause of Death After Red Blood Cell Unit

Transfusion

Licensed content author

Licensed content date Aug 1, 2009
Volume number 33

Issue humber 4

Start Page 151

End Page 154

Type of Use Dissertation/Thesis
Requestor type Author of this article
Format print and electronic
Portion Full article

Will you be translating? no

Number of copies 50

Order reference number

Title of your thesis / “Bartonella spp. e o risco potencial de transmissao por transfusao
dissertation sanguinea”

Expected completion date Aug 2013
Estimated Size (pages) 140
Total 0.00 USD

178 - Anexos



