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Kitada, A A B. Infec¢des associadas a felinos domésticos com esporotricose atendidos
no IPEC/FIOCRUZ com énfase na infecgdo por Bartonella spp. Rio de Janeiro, 2013.
63f. Dissertagdo [Mestrado em Pesquisa Clinica em Doencas Infecciosas — Area de

concentracdo em Doencas Infecciosas] — Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas.
RESUMO

A doenca da arranhadura do gato é uma zoonose causada por bactérias do género
Bartonella. O gato atua como reservatério de Bartonella henselae e a transmissdo ao
humano ocorre através da arranhadura ou mordedura. A esporotricose, causada por fungos
do complexo Sporothrix, é transmitida aos humanos através da implantacdo traumatica
deste microrganismo no tecido subcutaneo. Os gatos com esporotricose apresentam lesdes
cuténeas ulceradas com elevada carga parasitaria e tém importante papel na transmisséo.
Nos ultimos 14 anos foram diagnosticados mais de 3.000 casos de esporotricose felina no
IPEC/FIOCRUZ. Com 0 objetivo de estudar a soroprevaléncia de infeccdo por Bartonella
spp. em gatos com esporotricose, 112 amostras de soro foram submetidas ao teste de
imunofluorescéncia indireta utilizando o kit B. henselae IFA IgG (Bion®, USA). Além
disso, foi realizada a pesquisa de anticorpos anti-virus da leucemia felina (FeLV) e
antigenos do virus da imunodeficiéncia felina (FIV) utilizando kit comercial Snap Combo
FIV-FeLV (Idexx®, USA). Um grupo composto por 77 amostras de soro de gatos sem
lesBes cutineas aparentes também foi incluido no estudo. No grupo de gatos com
esporotricose, 93 eram machos, a idade mediana foi 22 meses e oito (7,1%) foram positivos
para FIV e 15 (13,4%) para FeLV. No grupo sem lesdes cutaneas, 36 eram machos, a idade
mediana foi 48 meses, e dez (13,0%) gatos foram positivos para FIV e oito (10,4%) para
FeLV. Dos 112 gatos com esporotricose e dos 77 sem ledes cuténeas, 72 (64,3%) e 35
(45,5%), respectivamente, foram reativos ao teste de imunofluorescéncia para Bartonella
spp. Ndo houve associacdo entre as variaveis faixa etaria, sexo, status soroldgico para
FIV/FeLV e a presenca de anticorpos anti-Bartonella spp. Os resultados obtidos sugerem
que a populacdo de gatos com esporotricose deste estudo pode ser considerada uma
potencial fonte de infeccdo humana também para Bartonella spp.

Palavras-chave: doenca da arranhadura do gato, esporotricose, zoonoses, FIV, FelLV,
soroprevaléncia, gatos.
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Kitada, A A B. Infections in domestic cats with sporotrichosis with emphasis on
infection by Bartonella spp. Rio de Janeiro, 2013. 63p. Dissertation [Master in Clinical

Research on Infeccious Diseases] — Evandro Chagas Clinical Research Institute.

ABSTRACT

Cat scratch disease is a zoonosis caused by species of genus Bartonella. Cats are the main
reservoir of Bartonella henselae. Transmission of these bacteria to humans occurs through
bites or scratches of infected cats. Sporotrichosis, caused by fungus of Sporothrix complex,
is transmitted by traumatic inoculation of soil, plants and organic matter contaminated with
the fungus. Cats are important in zoonotic transmission because of the large amount of
yeast cells in the lesions. In the last 14 years were diagnosed more than 3.000 cases of
feline sporotrichosis in IPEC/FIOCRUZ. The main objective of this study was to
investigate the prevalence of infection by Bartonella spp. in cats with sporotrichosis. Serum
samples from 112 domestic cats were analyzed by indirect immunofluorescence test assay
(IFA) using the commercial kit B. henselae IFA 1gG (Bion®, USA). In addition, it was
detected the presence of antibodies to feline leukemia virus (FeLV) and antigens of feline
immunodeficiency virus (FIV) using the commercial kit Snap Combo FIV-FeLV (Idexx®,
USA). One group of 77 serum samples from cats with no apparent skin lesions was also
included in the study. In the group of animals with sporotrichosis, 93 were males, median
age was 22 months, and eight (7.1%) were positive for FIV, 15 (13.4%) were positive for
FeLV. In the group of animals without skin lesions 36 were males, median age was 48
months, and ten (13.0%) were positive for FIV, eight (10.4%) were positive for FeLV. Of
the 112 cats with sporotrichosis and 77 cats without skin lesions, 72 (64.3%) e 35 (45.5%),
respectively, were reactive to IFA. There was no association between age, sex, FIV/FeLV
and the presence of antibodies to Bartonella spp. The results suggest that the study
population can be considered a potential source of human infection by both zoonosis.

Keywords: cat scratch disease, sporotrichosis, zoonoses, FIV, FeLV, seroprevalence, cats.
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1. INTRODUCAO

1.1 BARTONELOSES

As bartoneloses sdo doencas provocadas por alfaprotobactérias da Ordem
Rhizobiales, Familia Bartonellaceae, cujos géneros mantém relacdo filogenética remota
com os membros da Familia Rickettsiaceae. Esta ordem taxondmica ficou estabelecida a
partir de 1993, com o auxilio da biologia molecular, onde as espécies anteriormente
agrupadas na Familia Rochalimaea passaram a ser descritas na Familia Bartonellaceae,
deixando assim a Ordem Rickettsiales (Brenner et al., 1993).

As bartonelas sdo pequenos bacilos gram-negativos, aerdbicos, oxidase
negativos, com requisitos exigentes para crescimento em meios de cultura (Anderson &
Newman, 1997) que parasitam eritrocitos e células endoteliais de mamiferos (Slater et
al., 1990; Regenery et al., 1992). Apresentam ampla distribuicdo geografica, sendo
conhecidas mais de 30 espécies e subespécies de Bartonella spp., muitas destas capazes
de produzir doencas no ser humano (Tabela 1) (Billeter et al., 2012).

Dentre as bartoneloses mais conhecidas destaca-se a Doenca de Carrion, causada
por B. bacilliformis e restrita ao Peru, Equador e Coldmbia (Kosek et al., 2000). E
transmitida de pessoa a pessoa por flebotomineos do género Lutzomyia. Caracteriza-se
por febre e anemia na fase aguda, conhecida como Febre de Oroya, e por erupcao
verrucosa miliar ou nodular na fase crénica, conhecida como Verruga Peruana
(Ricketts, 1949). B. bacilliformis tem como hospedeiro reservatério os humanos e nunca
foram relatadas infec¢cGes em animais (Breitschwerdt et al., 2010).

A febre das trincheiras € outra bartonelose que teve grande importancia dentro

de um contexto histérico. Provocada por B. quintana e prevalente durante a Primeira
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Guerra Mundial, a doenca é transmitida de pessoa a pessoa por Pediculus humanus
corporis e provoca cefaleia, febre, fraqueza e dor em ossos longos (McNee et al., 1916).
Infecgbes por B. quintana estdo associadas ainda & casos de endocardite e
bacteremia cronica em desabrigados e complicagdes no quadro de pacientes
imunodeprimidos, mais comumente em pacientes HIV positivos (Koehler & Tappero et
al., 1993; Brouqui et al., 1999). Os humanos também sdo considerados os hospedeiros
reservatorios para B. quintana, mas o agente j& foi isolado de gatos selvagens
(Breitschwerdt et al., 2007), cdes com endocardite (Kelly et al., 2006) e de macaco
(O’Rourke et al., 2005). Além disso, 0 DNA do agente ja foi amplificado a partir de
Ctenocephalides felis (Rolain et al., 2003) e de carrapatos (Chang et al., 2001).

A identificacdo de DNA de B. quintana em pulgas e na polpa dentaria de gatos
(Rolain et al., 2003; La et al., 2005) e, mais recentemente, 0 seu isolamento a partir de
um gato e de sua proprietéria (Breitschwerdt et al., 2007), levantou a questdo de os
gatos serem uma possivel fonte de infec¢do para esta espécie de Bartonella, bem como

acontece com B. henselae.

Tabela 1. Espécies de Bartonella associadas ou potencialmente associadas a doencas

em humanos, suas distribuicGes e seus vetores.

Espécies Doengas Distribuicdo  Vetores*
B. bacilliformis  Doenga de Carrion América do Flebotomineos
Sul (Lutzomyia
verrucarum)
B. rochalimaea Bacteremia, febre, lesdes Peru Desconhecido
cutaneas e esplenomegalia (possivelmente
L. verrucarum)
B. quintana Endocardite, febre das América do Piolho humano
trincheiras, DAG, AB, peliose Sul, Europa, (Pediculus humanus
hepatica EUA, Africa corporis), pulga do

gato, pulga do
gerbilo,  carrapato
Ixodes pacificus
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B. henselae

B. elizabethae

B. clarridgeiae

B. clarridgeiae-
like
B. koehlerae

B. vinsonii
subs. Berkhoffii

B. washoensis

B. tamiae
B. grahamii

B. doshiae

B. taylorii

. alsatica
. bovis

w0 W

DAG, manifestagdes oculares,

encefalopatias, meningite
asséptica, hemiplegia aguda,
deméncia, sintomas
psiquiatricos agudos, febre de
etiologia desconhecida,
abcessos hepatoesplénicos,
bacteremia assintomatica,

bacteremia, osteomielite, AB,
peliose  hepatica, eritema
nodoso, outras lesdes de pele
Endocardite

DAG, sepses, endocardite

Febre e esplenomegalia
Endocardite, DAG

Endocardite,
atralgia/mialgia/cefaléia/fadiga

Febre e miocardite

Febre
Neuroretinite

DAG

Desconhecido

Desconhecido
Desconhecido

América do
Sul, Europa,
EUA, Africa,
Asia

Europa,
EUA, Asia

Europa,
EUA, Asia

Peru
EUA

Europa,
EUA

EUA

Tailandia
Europa,
Canada, Asia

Europa

Europa

Europa
Europa,
Africa,
América do
Norte

Pulga do gato
(Ctenocephalides
felis), carrapatos
Ixodes ricinus, .
pacificus,
Riphicephalus
sanguineus

Pulgas de ratos
(géneros Rattus e
Mus), pulgas de
roedores silvestres
Pulga do gato (C.
felis), pulgas de
roedores,
ectoparasitas de cées
(?), ectoparasitas de
raposas (?)
Desconhecido

Pulgas de gato e
roedores
Carrapatos l.
pacificus, carrapatos
de coiotes  (?),
ectoparasitas de
raposas (?)
Carrapatos l.
pacificus, esquilos
Desconhecido
Pulgas de ratazanas,
pulgas de outros
roedores  silvestres
(?)

Pulgas de ratos
(géneros Rattus e
Mus)

Pulgas de gerbilo e
ratazanas
Desconhecido
Carrapatos

*Até o momento ndo foi demonstrado experimentalmente a transmissao de Bartonella
spp. para seres humanos através de carrapatos; DAG: doenca da arranhadura do gato
AB: angiomatose bacilar. (Adaptado de: Lamas et al., 2008).
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Bartonella henselae é o principal agente da doenca da arranhadura do gato
(DAG). A DAG possui um amplo espectro de sinais e sintomas e muitos aspectos
epidemiolégicos da doenca permanecem desconhecidos (Chomel & Kasten, 2010),

COMO veremos a seguir.

1.1.2 DOENCA DA ARRANHADURA DO GATO

Parinaud, um oftalmologista francés, descreveu em 1889 um caso de conjuntivite
com adenite satélite pré-auricular, a Sindrome de Parinaud, que mais tarde ficou
conhecida como a manifestagdo mais incomum da DAG (Anderson & Newman, 1997).

Porém, o primeiro relato da sindrome clinica da doenca foi feito em Paris por
Debré e colaboradores em 1950, onde tornaram conhecido um caso de adenite
supurativa epitroclear e maltiplas arranhaduras de gato na mdo de um menino que foi
acompanhado pelo préprio Robert Debré em 1931. A identificacdo do agente etiolégico
ocorreu apenas em 1993 nos Estados Unidos, por Dolan e colaboradores.

A DAG é uma zoonose de distribuicdo mundial causada por B. henselae, e
potencialmente associada a B. quintana, B. clarridgeiae, B. koehlerae e B. doshiae,
sendo as duas primeiras espécies as responsaveis por causar a doenca na América do Sul
(Lamas et al., 2008; Chomel & Kasten, 2010).

Dentre os principais genoétipos de B. henselae identificados destacam-se 0s
designados Houston-1 (tipo 1) e Marseille (tipoll) (Chomel et al., 2004, Boulouis et al.,
2005). Sua prevaléncia varia consideravelmente entre as populagdes de gatos, de acordo
com a area geografica: B. henselae tipo Marseille é o tipo dominante em populacdes de

gatos do oeste dos EUA, Europa Ocidental (Franca, Alemanha, Italia, Holanda e Reino
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Unido) e na Australia, enquanto o tipo Houston-1 é dominante na Asia (Japdo e
Filipinas) (Boulouis et al., 2005).

Descrita como a causa mais comum de linfadenopatia em criangas e
adolescentes nos Estados Unidos, a DAG é caracterizada pelo surgimento de pequenas
papulas ou pustulas eritematosas sete dias apds a arranhadura ou mordedura do gato
infectado. Apds uma a duas semanas, os linfonodos responsaveis pela drenagem da
regido arranhada tornam-se edemaciados e podem abscedar, supurando em 10% dos
pacientes. Febre, mal estar, anorexia, cefaleia e cansaco podem estar associados a
doenca. O processo costuma ter involucgdo espontanea dentro de 2 a 6 meses (Anderson
& Newman, 1997; Lamps & Scott, 2004). Além disso, ha& relatos de problemas
hepéticos, desordens oftalmicas, complicacbes neuroldgicas e cardiovasculares
(Yoshioka et al., 2005; Lamas et al., 2008; Dura-Travé et al., 2010).

A atencdo deve estar voltada aos pacientes imunodeprimidos, como os HIV
positivos, os transplantados ou 0s que se encontram sob tratamento quimioterapico, nos
quais a doenca pode agravar-se (Rolain et al., 2004). A angiomatose bacilar (AB) e a
peliose bacilar (PB) sd@o exemplos de evolucbes da DAG, caracterizados
respectivamente pela proliferacdo de pequenos vasos sanguineos na pele e 6rgdos
viscerais, e aparecimento de espacos multiplos, dilatados e hemorragicos nesses 6rgaos,
de evolucdo fatal (Loureiro & Hagiwara, 2007). No entanto, diante do tratamento
antiretroviral e maior conhecimento da doenca, AB e PB tém sido raramente

identificadas.



1.1.3 Bartonella spp. NO BRASIL

Estudos envolvendo o diagnoéstico da infeccdo por Bartonella spp. em humanos
e animais cresceram significativamente na Gltima década.

Costa et al. (2005) analisaram uma populacdo de 437 pessoas saudaveis,
residentes de uma area rural localizada no sul do Estado de Minas Gerais, detectando a
presenca de anticorpos anti-Bartonella spp. em 60 (13,7%) individuos. Lamas et al.
(2007) relataram o primeiro caso humano de endocardite provocada por Bartonella spp.
no pais, cujo diagnostico precoce levou a um desfecho favoravel do caso.

Loureiro & Hagiwara (2007) estudaram uma populacdo de 200 gatos residentes
na cidade de S&o Paulo, SP, visando a deteccdo da infeccdo por Bartonella spp. através
da técnica de imunofluorescéncia indireta (IFI), onde 32 (16%) foram reativos ao teste.
Em Jaboticabal, SP, Bortoli et al. (2012) detectaram a presenca do agente em dois
(4,3%) dos 46 gatos estudados, por meio da técnica de PCR e sequenciamento.

No Rio Grande do Sul, em Novo Hamburgo e Séo Leopoldo, foram coletadas
amostras de 47 gatos provenientes de abrigos de animais, encontrando o agente em oito
(17%) das amostras testadas, por meio da PCR (Staggemeier et al., 2010).

Em S8o Luis, Maranhdo, 200 gatos tiveram amostras de sangue coletadas e
analisadas por meio da PCR, onde nove (4,5%) animais foram positivos para Bartonella
spp.: seis para B. henselae e trés para B. clarridgeiae (Braga et al., 2012).

Em Vassouras, RJ, amostras de sangue de 37 gatos de um abrigo de animais
foram analisadas, sendo 36 (97,3%) positivas na PCR e apenas nove (25%) reativas a
IFI. A elevada frequéncia de amostras PCR positivas encontrada provavelmente foi
resultante do fato dos animais estarem confinados num mesmo recinto, em que a
proximidade aumenta o risco de contagio por arranhaduras, mordeduras, ou por pulgas.

A discrepancia encontrada entre os testes foi explicada pela possibilidade de infeccdo
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recente, em que a IFl mostra-se ineficiente, ou por ocorréncia de fatores que
desencadeiem imunossupressdo, como o FIV, cuja presenca de infeccdo ndo foi
verificada neste estudo (Souza et al., 2010).

No Rio de Janeiro, RJ, foi realizado o primeiro estudo de deteccdo de anticorpos
anti-Bartonella spp. em 125 individuos HIV positivos e em seus respectivos animais de
estimacdo, demonstrando reatividade ao teste em 38,4% das amostras de humanos e
35,7% das amostras de felinos (Lamas et al., 2010). Na mesma cidade, Crissiuma e
colaboradores (2010) coletaram amostras de sangue de 40 animais clinicamente
saudaveis, submetidos a um programa de castracdo. O DNA do agente foi detectado em
17 (42,5%) amostras, apesar de 19 (47,5%) terem sido reativas a IFl. Um total de 20
animais encontrava-se infestado por pulgas e o DNA do agente foi detectado em
ectoparasitas de quatro desses animais. Apenas um desses quatro animais apresentava o

DNA do agente em seu sangue.

1.1.4 ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS

Felinos domésticos sdo comprovadamente reservatérios de B. henselae. O
espectro de sinais clinicos que a infeccdo por Bartonella spp. pode provocar em gatos
ainda néo foi totalmente investigado, uma vez que geralmente o gato infectado mostra-
se aparentemente saudavel. Entretanto, sua forma clinica tipica caracteriza-se por
linfadenopatia regional, acompanhada por febre e sinais clinicos inespecificos como
anorexia e perda de peso. Infecgdes experimentais nesses animais causando desordens
neuroldgicas e reprodutivas também foram relatadas (Chomel & Kasten, 2010).

Os animais com idade inferior a um ano constituem uma potencial fonte de

infeccdo para os humanos, e alguns autores tém associado este fato ao decréscimo da
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imunidade humoral dos filhotes ao redor de 40 dias de idade e o periodo de incubacao
da doenca de 30 dias, o que favoreceria picos de bacteremia responsaveis pelo alto
potencial de transmissdo da bactéria por gatos desta faixa etaria (Loureiro & Hagiwara,
2007).

Para exemplificar os dados da literatura citados acima, ha o caso de um gato,
macho, inteiro, de 7 meses de idade (Figura 1A), acompanhado pela equipe de
veterinarios do Lapclin-Dermzoo. O animal foi encaminhado por médicos do Hospital
Evandro Chagas responsaveis pelo tratamento de seu proprietario, um paciente HIV
positivo, que contraiu uma forma grave da DAG. Ao exame clinico, tratava-se de um
gato saudavel. A Unica alteracdo existente era a infestacdo por pulgas Ctenocephalides
felis (Figura 1B). Foi coletada amostra de sangue para realizacdo de IFA para pesquisa

de anticorpos anti-Bartonella spp, e a amostra foi reativa. (Favacho et al., 2012).

Figura 1. A. Gato, macho, inteiro, saudavel, de 7 meses de idade, reativo ao teste de

imunofluorescéncia para pesquisa de anticorpos anti-Bartonella spp., cujo proprietéario,
paciente do Hospital Evandro Chagas, contraiu uma forma grave da DAG; B. Infestacao
por pulgas Ctenocephalides felis. Fonte: Lapclin-Dermzoo.
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Muitos aspectos da transmissao deste agente permanecem desconhecidos. Porém
pesquisas realizadas por Chomel et al. (1996, 2006) tém identificado a pulga
Ctenocephalides felis como um importante vetor da doenca, em cujo sistema digestivo o
agente pode se multiplicar e permanecer vidvel por muitos dias em suas fezes.
Adicionalmente, ha a comprovacdo experimental da transmissdo da bactéria de gato
para gato através dessa espécie de pulga.

A partir desses estudos, postula-se que a transmissao ocorra da seguinte forma
(Figura 2): a pulga infectada por Bartonella spp., ao parasitar o gato, provoca prurido
intenso predispondo a contaminacgdo de suas unhas com as fezes da pulga contendo a
bactéria, que podera ser inoculada em animais ou humanos através de arranhadura.
Além disso, 0 habito de lamber-se desses animais leva a contamina¢do da cavidade oral
por ingestdo das fezes ou do préprio ectoparasita infectado, predispondo a inoculagdo da
bactéria por mordedura. H4& muito se estuda sobre a possibilidade de carrapatos
transmitirem o agente, mas até o momento ndo ha comprovacdo definitiva desta

hip6tese (Angelakis et al., 2010; Telford 111 & Wormser, 2010; Billeter et al., 2012).

Transmisso
vetorial, por
arranhadura e

mordedura
gato - gato

ransmiss3o
vetorial???

Prurido intenso

Habito de lamber-se
Transmissdo por
arranhadura e
mordedura
gato - homem

Figura 2. Esquema da transmissdo de Bartonella spp. elaborado pela autora com base

nos dados da literatura.
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Magalhdes et al. (2008) demonstraram a habilidade de B. henselae em
sobreviver em sangue armazenado a temperatura de 4 °C por mais de 35 dias, sugerindo
que a transfusdo sanguinea possa ser mais uma possivel forma de infec¢éo.

Segundo Harms & Dehio (2012), uma vez inoculada no organismo de um
mamifero hospedeiro reservatorio, a bactéria necessita de um periodo de residéncia e
replicacdo num nicho primario no endotélio vascular para que possa ganhar a corrente
sanguinea e infectar eritrdcitos, permitindo assim a persisténcia da bacteremia e,

consequentemente, favorecendo a transmisséo vetorial continua (Figura 3).

Blood-sucking
arthropod

Dermis
Bartonella
Vasculature
Capillary
c lumen

Figura 3. Estratégia de infeccdo de Bartonella spp. A figura ilustra as seguintes fases:

a. inoculacdo da bactéria presente nas fezes da pulga; b. a bactéria € fagocitada por
células migratérias de defesa do organismo; c. atinge o nicho primario de replicacéo,
persistindo no endotélio vascular; d. ganha a circulagcdo podendo invadir eritrécitos ou
outras células do endotélio vascular; e. replicacdo limitada no interior de eritrocitos; f.
persisténcia no nicho intra-eritrocitario favorecendo a transmissdo da bactéria para
outros artropodes. Fonte: Harms A, Dehio C Clin. Microbiol. Rev. 2012; 25:42-78.
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1.1.5 DIAGNOSTICO LABORATORIAL

O diagnéstico da infeccdo por Bartonella spp. pode ser realizado através da
deteccdo de anticorpos no soro de pacientes, por exame histopatologico do linfonodo,
da pele, do figado ou de outros orgaos afetados, e ainda, por meio da biologia molecular
e isolamento bacteriano (Anderson & Newman, 1997).

A técnica de IFI continua a ser o teste padrao de referéncia para o diagndstico de
infeccdo prévia ou presente, e apresenta como vantagens em relacdo aos outros
métodos, (i) o tempo de execucdo e obtencdo de resultado quando comparado com o
isolamento; (ii) a coleta simples de amostra de sangue que € menos invasiva se
comparado a excisdo de linfonodo e bidpsia de 6rgdos e tecidos e (iii) 0 custo mais
barato se comparado ao da biologia molecular (Anderson & Newman, 1997). Sua
sensibilidade varia entre 84% a 95%, enquanto que sua especificidade fica em torno de
74,1%, utilizando o ponto de corte de 1:64 em kits comerciais (Rolain et al., 2003;
Lamas et al., 2008).

A utilizacdo da biologia molecular tem sido cada vez mais frequente no auxilio
do diagnostico das infeccdes por Bartonella spp. (Staggemeier et al., 2010; Bortoli et
al., 2012; Braga et al., 2012), sendo de grande valia na deteccdo de casos de infeccdo
recente nos quais a sorologia mostra-se ineficiente devido ao tempo insuficiente para

ocorréncia da inducdo da sintese de anticorpos.
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1.1.6 ASPECTOS TERAPEUTICOS

O espectro de sinais e sintomas que a infec¢do por Bartonella spp. provoca em
humanos € tdo diverso que na implementacdo de um tratamento deve-se levar em
consideracdo cada caso em separado. Porém, entre os antimicrobianos mais utilizados
no tratamento da DAG podemos citar a eritromicina, azitromicina, doxiciclina e
rifampicina, com duracdo de aproximadamente 4 a 6 semanas de tratamento (Rolain et
al., 2004).

Na literatura encontra-se um Unico estudo randomizado, duplo-cego, envolvendo
um pequeno nimero de pacientes com DAG, em que um grupo se utilizou de
azitromicina e o outro de placebo, num periodo de tratamento de cinco dias. No grupo
tratado com azitromicina houve regresséo do quadro de linfadenopatia em 30 dias, o0 que
nédo ocorreu com o grupo que recebeu placebo (Bass et al., 1998).

De acordo com Kordick et al. (1997) a preocupacédo sobre o desenvolvimento de
resisténcia aos antimicrobianos leva a recomendacédo do tratamento em gatos apenas nos
casos em que o animal pertence a um proprietario imunodeprimido. Como 0s gatos
infectados geralmente apresentam-se clinicamente saudaveis, esse tratamento teria
importancia apenas para a reducéo ou remissdo da bacteremia, reduzindo o potencial de
transmissao.

Além disso, como a transmissdo do agente esta estreitamente associado a
infestacdo por pulgas, € recomendada a prevencdo atraves do uso regular de produtos

antipulgas em animais de estimacéo (Chomel et al., 2010).
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1.2 ESPOROTRICOSE

A esporotricose ¢ uma micose subcutdnea causada por fungos do complexo
Sporothrix, que se encontram amplamente distribuidos na natureza podendo infectar
seres humanos e animais (Oliveira et al., 2011). Apresenta distribuicdo mundial, sendo
endémica em diversas regides da América Latina, india, Africa do Sul e Japdo (Barros
etal., 2010).

O primeiro caso de esporotricose humana foi descrito em 1898 por Benjamin
Schenck em Baltimore, Estados Unidos (Schenck, 1898).

A maior epidemia da doenga em humanos ocorreu na década de 1940 na Africa
do Sul, onde aproximadamente 3.000 casos foram registrados em trabalhadores de
minas de ouro que se infectaram durante a manipulacdo de madeira que estava
colonizada por S. schenckii (Rippon, 1988).

No Brasil, Lutz e Splendore (1907) descreveram o primeiro caso de infeccdo
natural em ratos e relataram cinco casos da doenga em humanos. No Rio de Janeiro, o
primeiro caso humano de esporotricose foi relatado por Terra e Rabelo em 1912
(Donadel et al., 1993) e o primeiro caso felino foi relatado em 1998 (Baroni et al.,
1998).

O Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas (IPEC) / FIOCRUZ vem
acompanhando a ocorréncia epidémica dessa micose na regido metropolitana do Rio de
Janeiro desde o final da década de 1990, quando foi identificada a primeira epidemia
desta micose associada a transmisséo zoonotica (Barros et al., 2008a).

Fungos do complexo Sporothrix tem como principais fatores de patogenicidade a
presenca de enzimas extracelulares, a termotolerancia, a composicdo da parede celular e
a presenca de grénulos de melanina (Lopes-Bezerra et al., 2006). Este fungo €

geralmente encontrado em estado de saprofitismo em substratos vegetais, quando em
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condicOes favordveis de temperatura e umidade (Rippon, 1988). O fungo foi isolado em
espinhos, feno, palha, musgo do esfagno, madeira e solo rico em matéria organica em
decomposicdo (Kauffman, 1999). Na natureza em saprofitismo ou em cultura a
temperatura de 25°C, apresenta-se na forma filamentosa, enquanto que em parasitismo
ou em meio de cultura a 37°C, apresenta-se sob a forma de levedura (Kwon-Chung e
Bennet, 1992).

Nos humanos, as lesbes da esporotricose podem manifestar-se de quatro formas
diferentes: cutanea fixa, linfocutanea, disseminada e extracutanea. A forma disseminada
é rara, porém estreitamente associada a imunossupressao (Ramos Silva et al., 2007).

A infeccdo nos felinos domésticos pode iniciar de forma subclinica e evoluir
para lesdes cutdneas multiplas e comprometimento sistémico fatal (Schubach et al.,
2004). As lesBes cutaneas mais frequentes manifestam-se sob forma de noédulos, gomas
e Ulceras, recobertas ou ndo por crostas (Scott et al., 1996), e em sua maioria,
localizadas na cabeca, extremidades dos membros e cauda. Linfadenite, linfangite
nodular ascendente e lesGes mucosas podem estar presentes, além de febre,
desidratagéo, perda de peso e anorexia (Schubach et al., 2004; Rosser e Dunstan, 2006).

A presenca de sinais respiratérios é frequente na esporotricose felina,
principalmente sob a forma de espirros, 0s quais podem estar associados a lesdes

localizadas na regido nasal, inclusive em mucosa (Pereira et al., 2009).

1.2.1 ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS

A esporotricose é transmitida ao ser humano através da implantacdo traumatica
do fungo presente em matéria organica em decomposicdo, solo e plantas (Rippon,

1988). Na literatura, a ocorréncia da doenca era predominantemente associada a
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ocupacdo profissional, afetando pessoas que lidam com a terra, particularmente em area
rurais (Donadel et al., 1993).

Porém, desde 1998, a transmissao por arranhadura, mordedura ou contato direto
com secrecdes de lesGes do gato infectado obtém notoriedade (Barros et al., 2011). A
doenca afeta humanos de ambos 0s sexos e de todas as idades, mas especialmente no
estado do Rio de Janeiro é observado o predominio de casos envolvendo mulheres
acima de 40 anos que exercem atividades no lar, onde cuidam do tratamento de gatos
com esporotricose (Barros et al., 2008b; Schubach et al., 2008).

Os felinos séo os animais mais propensos a adquirirem a doenca, devido as suas
caracteristicas comportamentais como esfregar-se no solo, habitos de caca, brigas na
disputa da fémea e suas incursbes em areas fora do perimetro domiciliar (Schubach &
Schubach, 2000). Gatos adultos, ndo castrados, com acesso irrestrito a rua sao 0s mais
acometidos e envolvidos na dispersdo do agente no ambiente (Dunstan et al., 1986;
Baroni et al., 1998). O potencial zoon6tico dos gatos deve-se a caracteristica de suas

lesbes (Figura 4), que sdo ricas em fungo (Barros et al., 2011).

Figura 4. Lesdes de esporotricose em gato: Ulceras em face e plano nasal. Fonte:
Lapclin-Dermzoo.
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1.2.2 DIAGNOSTICO LABORATORIAL

O diagndstico definitivo é realizado atraves do isolamento dos fungos do
complexo Sporothrix por meio da coleta de exsudato ou fragmento de lesdo para cultura
micologica (Barros et al., 2011). Para tanto, sdo utilizados os meios agar-Sabouraud
dextrose ou &gar Mycosel, onde o fungo cresce em aproximadamente 15 dias. A
demonstracdo do dimorfismo ocorre através da conversdo térmica da forma filamentosa
para levedura em BHI, estabelecendo o diagnostico (Rippon, 1988).

No caso da esporotricose felina, a riqueza parasitaria das lesdes cutaneas faz do
exame citopatolégico um meio mais réapido, pratico e barato de realizacdo do
diagnostico, no qual sdo observadas inimeras estruturas leveduriformes redondas, ovais
ou em forma de charuto, circundadas por um halo claro, no interior de macréfagos,
neutréfilos ou no meio extracelular (Pereira et al., 2011) (Figura 2). O exame

histopatoldgico também € bastante utilizado no diagnostico (Barros et al., 2011).

-

Figura 5. Fotomicrografia (100x) de exame citopatologico de lesdo ulcerada de pele em
um gato com esporotricose, com presenca de grande quantidade de leveduras de

Sporothrix spp. Fonte: Pereira et al. (2011), p.221.
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1.2.3 ASPECTOS TERAPEUTICOS

Entre os farmacos mais utilizados para o tratamento da esporotricose destaca-se
0 itraconazol como a primeira escolha tanto para o tratamento de humanos quanto para
animais, por apresentar menos efeitos adversos se comparado com outros antifungicos
(Welsh, 2003; Kauffman et al., 2007). Cetoconazol, anfotericina B, terbinafina e iodeto
de potassio também séo utilizados (Pereira et al., 2009; Barros et al., 2011; Gremido et
al., 2011; Reis et al., 2012).

Em gestantes, o tratamento com iodeto de potéssio e itraconazol € contra-
indicado. Neste caso, a recomendacao é a aplicacdo de compressas de agua quente (42 a
43°C) no local das lesdes, pois o fungo ali presente é sensivel a essas temperaturas
(Hiruma et al., 1987).

O tratamento em gatos representa um desafio para proprietarios e médicos
veterinarios. E necessario o uso regular e prolongado de antifingico (Pereira et al.,
2010), e nesta espécie animal é grande a dificuldade de administracdo de medicamentos
por via oral (Barros et al., 2004). Esses fatores podem explicar o baixo percentual de

cura da esporotricose felina (Pereira et al., 2010).

1.3 BARTONELOSE X ESPOROTRICOSE

A forma clinica da DAG em humanos, quando ocorre acometimento dos
linfonodos (Figuras 6 e 7), em alguns casos possui semelhancas com as formas cutanea

fixa (figura 8) e linfocutanea da esporotricose (Figura 9), que associadas ao histérico
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prévio de contato com gatos, comum as duas zoonoses, pode gerar confusdo quanto ao

diagndstico.

Figura 6. Lesdes dermatologicas da doenca da arranhadura do gato em um homem de
34 anos de idade, nas regifes axilar e epitroclear esquerda, acompanhadas de
linfadenopatia. Fonte: Chondrogiannis et al. (2012), p. 97.

Figura 7. Lesdes tipicas da doenca da arranhadura do gato em um menino de 10 anos
de idade: papula no dorso da mao direita, acompanhada de linfadenopatia na regido

axilar do membro acometido. Fonte: Florin et al. (2008), p. e1415.
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Figura 8. Forma cuténea fixa da esporotricose: pustula na mdo de um homem. Fonte:
IPEC/FIOCRUZ.

Figura 9. Forma linfocutanea da esporotricose em humanos: linfangite nodular
ascendente em membro superior. Fonte: Lapclin-Dermzoo/IPEC/FIOCRUZ.
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Além disso, Ribeiro e colaboradores (2010) relataram um caso de Sindrome
oculoglandular de Parinaud, uma sindrome historicamente associada a infeccdo por
Bartonella spp., causada por esporotricose. Tratava-se de uma estudante de veterinaria
que apresentou lesdo na conjuntiva do olho direito, seguida de linfadenopatia pré-
auricular ipsilateral (Figura 10a), e que por esta razdo foi tratada inicialmente para
DAG, com azitromicina por via oral. No entanto, a ndo remisséo de suas lesdes e o
agravamento do quadro (Figura 10b) levou a uma maior investigacdo do caso, sendo
isolado Sporothrix schenckii de suas lesdes.

A paciente realizou tratamento com itraconazol durante quatro meses, sendo que

na sexta semana de tratamento j& ndo relatava qualquer sintoma.

Figura 10. A. Nodulos na conjuntiva tarsal inferior do olho direito de estudante de
medicina veterinaria de 34 anos, natural do Rio de Janeiro; B. Ap6s tratamento para
DAG ocorreu agravamento do quadro, com surgimento de linfadenomegalia

submandibular.

Casos como este evidenciam a importancia da realizacdo do diagndstico
diferencial entre a bartonelose e a esporotricose, diminuindo a chance de complicagdes

em pacientes.
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1.4 RETROVIROSES

O virus da imunodeficiéncia felina (FIV) e o da leucemia felina (FeLV)
deprimem o sistema imunoldgico do animal e podem favorecer infeccGes por outros
agentes. Estes virus da familia Retroviridae apresentam distribuicdo universal e a
prevaléncia destes na populacéo felina varia conforme a localizacdo geogréfica (Lee et
al., 2002). Como a maioria dos virus RNA, estdo sujeitos a um elevado grau de variacao
genética ((Dunham & Graham, 2008).

A infecgdo por FIV foi relatada pela primeira vez em 1986, quando o virus foi
isolado a partir de gatos doentes na California (Pedersen, 1987). A transmisséo ocorre
através de mordeduras de gatos infectados, portanto, mais comum entre felinos machos
com acesso ao ambiente extradomiciliar. O gato infectado pode desenvolver uma
imunodeficiéncia em virtude da diminuicdo da populagio de linfocitos TCD™4, 0 que
pode torna-lo mais suscetivel a infec¢des (Yamamoto et al., 1989).

Depois de quase 50 anos de sua descoberta em 1964, o FeLV continua a ser uma
importante doenca de gatos domésticos (Jarret et al., 1964a e 1964b). O FeLV é mais
patogénico em relacdo ao FIV, predispondo a ocorréncia de tumores, principalmente
linfoma, e sindromes de supressdo da medula éssea (Hartmann, 2011). A transmissao
ocorre por contato direto através da secrecdo oro-nasal do animal infectado, ocorrendo
com frequéncia em locais onde ha superpopulacdo de gatos que compartilham vasilhas
de agua e comida (Dunham & Graham, 2008). A patogenia da infeccdo pelo virus é
dependente da dindmica entre fatores virais e relacionados ao hospedeiro como, por
exemplo, a quantidade de virus inoculada, a idade do animal acometido, doencas

concomitantes, a imunidade do animal e as condi¢es ambientais (Barr, 1998).
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A replicacdo viral ocorre inicialmente na orofaringe, e posteriormente atinge a
corrente sanguinea migrando para outros tecidos-alvo, como o timo, baco e linfonodos
linfonodos. (Hardy WD. Haematopoietic tumours of cats. J Am Anim Hosp Assoc
1981;17:921-40.) Essa fase € critica, pois se a resposta imune em desenvolvimento for
capaz de conter o virus a infeccdo pode ser extinta. Em aproximadamente 30% dos
gatos infectados a carga viral excede a capacidade da resposta imune de eliminar a
infeccdo e os animais desenvolvem viremia persistente.

Estudo recente demonstrou que a infecgéo latente pelo FeLV pode predispor os
gatos a infeccdo por B. henselae ou a persisténcia da mesma, porém nao conseguiu-se
estabelecer até 0 momento uma relagdo entre a infeccdo pelo FIV e a infec¢do por B.
henselae (Buchmann et al., 2010).

A imunossupressdo em gatos tem sido implicada nos casos de esporotricose
disseminada, mas esta associagcdo ndo tem sido bem documentada (Welsh, 2003).
Existem poucos estudos sobre a associacdo entre as infeccbes por FIV/FeLV e a
esporotricose, e até 0 momento ndo foi demonstrada correlacdo entre elas (Schubach, et

al., 2004; Pereira et al., 2010).

2. JUSTIFICATIVA

Nas ultimas décadas o numero de publicacBes sobre infecgbes humanas
associadas com gatos tem aumentado. No Brasil, casos crescentes de bartonelose e
esporotricose tém sido diagnosticados, em especial no Estado do Rio de Janeiro (Curi et
al., 2010; Lamas et. al., 2010; Barros et al., 2011). O diagnoéstico diferencial entre a

esporotricose e a DAG em humanos se faz necessario, em decorréncia das lesdes
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dermatoldgicas semelhantes em alguns casos e do mesmo histérico de contato prévio
com felinos domésticos.

A incidéncia da DAG ainda ndo é bem conhecida no nosso pais. Estudos
recentes tém identificado, além dos casos de bartoneloses humanas, a circulacdo de
bartonelas em felinos domésticos no Rio de Janeiro, por meio de testes sorolégicos e
moleculares, com elevada prevaléncia de infeccdo (Lamas et. al., 2010; Crissiuma et al.,
2010, Souza et al 2010).

Desde 1998 uma epidemia de esporotricose vem ocorrendo na regiao
metropolitana do Rio de Janeiro acometendo gatos, cdes e seres humanos. Nos ultimos
14 anos foram diagnosticados mais de 2.000 casos em humanos e 3.000 casos em
felinos no Laboratério de Pesquisa Clinica em Dermatozoonoses (Lapclin-Dermzoo) do
IPEC/FIOCRUZ (Barros et al., 2011). Esse grande quantitativo de atendimento de gatos
com esporotricose representa uma oportunidade singular para ampliar os conhecimentos
sobre varios aspectos dessas zoonoses nas quais 0 gato estd envolvido na transmissao, ja
que esta espécie animal vem garantindo seu espago nas residéncias urbanas como um
dos principais animais de companhia.

Assim, diante do exposto, justifica-se o desenvolvimento do estudo proposto
cujos resultados poderdo, além de fornecer dados inéditos, aumentar o conhecimento
sobre este grupo de zoonoses associadas com felinos e contribuir com o sistema de

vigilancia epidemioldgica e controle no estado do Rio de Janeiro.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

O presente estudo teve como objetivo determinar a soroprevaléncia da infeccéo
por Bartonella spp. em uma populacdo de gatos com esporotricose atendidos no

Lapclin-Dermzoo, IPEC/FIOCRUZ, Rio de Janeiro — RJ, no periodo entre 2007 a 2011.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Descrever a prevaléncia de anticorpos anti-Bartonella spp. em gatos com
esporotricose e gatos sem lesfes cutaneas;

e Associar a soroprevaléncia da infeccdo por Bartonella spp. com as
variaveis idade, faixa etéria, sexo e infeccdo por FIV e FeLV nos dois
grupos;

e Associar a soroprevaléncia da infeccdo por Bartonella spp. com os

desfechos dos gatos com esporotricose ap6s o tratamento antifingico.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. DESENHO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo transversal retrospectivo sobre a soroprevaléncia de

Bartonella spp. em gatos.

4.2. CASUISTICA

4.2.1. POPULACAO DE ESTUDO

Para a realizacdo deste estudo foi utilizada uma amostra de conveniéncia
composta por 189 gatos oriundos da regido metropolitana do Rio de Janeiro.

Cento e doze foram assistidos no ambulatério do Lapclin-
Dermzoo/IPEC/FIOCRUZ, incluidos no projeto intitulado: “Ensaio clinico controlado e
randomizado, utilizando diferentes doses de cetoconazol e itraconazol para o tratamento
de gatos com esporotricose assistidos no Lapclin-Dermzoo/IPEC/FIOCRUZ”, durante
0s meses de outubro de 2007 a agosto de 2011. Este ensaio terapéutico tinha como
critério de incluséo a obtengédo do diagnostico definitivo de esporotricose por meio de
swab de lesdo e/ou bidpsia para cultura micoldgica nos meios Agar Sabouraud dextrose
com cloranfenicol e agar Mycosel. Apresentava ainda, como critérios de excluséo,
animais cujo proprietario possuisse mais de trés gatos por domicilio; animais com idade

inferior a seis meses e superior a nove anos; animais ja em tratamento para
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esporotricose (em uso de antifingico sistémico); animais em uso prévio de corticdides e
gestantes.

Além disso, um grupo de 77 felinos sem lesBes cutaneas aparentes também foi
estudado. As amostras de soros desses animais foram adquiridas de bancos de estudos
anteriores, um constituido na FIOCRUZ (33 soros) e outro elaborado na Universidade

Federal Rural do Rio de Janeiro (44 soros).

4.2.2. CONSIDERACOES ETICAS

O protocolo de procedimentos envolvendo os animais incluidos no ensaio
terapéutico para esporotricose do qual os soros foram obtidos possui 0 nimero de
licenca L — 041/06 junto a Comissdo de Etica no Uso de Animais/ FIOCRUZ (em

anexo).

4.3. AMOSTRAS BIOLOGICAS

As amostras de soro dos animais utilizadas neste estudo encontravam-se

armazenadas sob temperatura de -20°C, até o processamento.

4.4. TECNICAS LABORATORIAIS
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4.4.1. IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA PARA PESQUISA DE
ANTICORPOS ANTI-Bartonella spp.

A pesquisa de anticorpos especificos anti- Bartonella spp. foi realizada por meio
da técnica de IFI com auxilio do kit comercial B. henselae IFA Ig G (Bion®, USA),
adotando-se o ponto de corte de 1:64 (Crissiuma et al., 2010). A técnica foi executada
no Laboratério de Hantaviroses e Rickettsioses (LHR) — Instituto Oswaldo Cruz
(I0C)/FIOCRUZ.

O kit contétm laminas com cultura de células infectadas com o antigeno
previamente fixado em cada orificio, prontas para uso. A solucdo de diluicédo e lavagem
utilizada foi o PBS, que vem em envelopes com os sais prontos e pesados para serem
homogeneizados em 1.000 mL de agua tipo Il. Apds a homogeneizacéo foi verificado o
pH que deve ser de 7,4+2,0. Uma vez preparada, a solucdo pode ser utilizada para varios
testes, conservada a temperatura ambiente.

Os controles positivos e negativos utilizados nos testes foram provenientes de
amostras de dois felinos incluidos nesse estudo. Ambos tiveram seus resultados
previamente conhecidos por meio de um teste piloto em que se utilizou de controles
felinos pertencentes ao LHR.

O teste de IFI é um procedimento com dois estagios. No primeiro estagio as
amostras de soro diluidas em PBS de diluicdo foram adicionadas nas laminas que
contém as células fixadas contendo B. henselae (cepa Houston — cultura de células Hep-
2). Ap0s a incubacgdo das laminas por 30 minutos em estufa a temperatura de 37°C e
posterior lavagem com PBS de dilui¢cdo, em um segundo estagio, adicionou-se sobre 0s
orificios das laminas anticorpo 1gG anti-felino conjugado a isotiocianato de
fluoresceina, em diluigdo de 1:100. As laminas foram incubadas novamente em estufa

por 30 minutos, e posteriormente, apos nova lavagem e aplicacéo de glicerina (3,5ml de
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PBS e glicerol com pH 7,4 +0,2) para colocacdo das laminulas, foram analisadas em
microscopio de fluorescéncia em um aumento de 400x. A leitura foi feita levando-se em
consideracdo o numero de células reativas em diferentes campos e a intensidade da
fluorescéncia que aparece na coloracdo verde-maca quando ha a presenga de anticorpos

IgG na amostra testada.

4.4.2. DIAGNOSTICO PARA FIV E FeLV

O diagndstico para FIV e FeLV foi realizado através do kit comercial Snap
Combo FIV/FeLV (Idexx®, USA), que consiste num imunoensaio rapido para detec¢édo
simultanea de anticorpos de FIV e antigenos de FelLV, cuja sensibilidade e
especificidade sdo de 86,1% e 98,6%, respectivamente (Hartmann et al., 2001). O kit é
composto de cinco dispositivos SNAP, um frasco de 4,5ml de conjugado anti-FeLV/ Ag
FIV:HRPO, uma rack de reagente, pipetas de transferéncia e tubos de amostra. Cada
dispositivo contém 0,4ml de solucdo de lavagem e 0,6ml de solucdo de substrato. Os
componentes do kit foram armazenados a 2-8°C, e para a realizacdo do teste era
necessario que estivessem a temperatura ambiente (15-30°C) durante pelo menos 30
minutos. O teste foi realizado de acordo com as instru¢cdes do fabricante. Com auxilio
de uma pipeta presente no kit, aplicou-se trés gotas de soro em um tubo. Em seguida
adicionou-se no mesmo tubo quatro gotas do conjugado, que foi tampado e invertido de
trés a cinco vezes. Com o dispositivo em superficie plana, adicionou-se o contetdo do
tubo no pogo. Quando a amostra atingia o circulo de ativacdo, empurrava-se o ativador
com firmeza até ficar encostado ao corpo do dispositivo. O resultado do teste foi

verificado dez minutos apos a ativagéo.
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4.5. PLANO DE ANALISE

4.5.1. VARIAVEIS

Foram estudadas as seguintes varidveis: idade, faixa etéria, sexo, local de
residéncia, status soroldgico com relagdo a Bartonella spp., FIV e FeLV.

Os dois grupos de animais (com esporotricose e sem lesfes cutaneas aparentes)
foram divididos em duas faixas etérias: felinos com idade até 24 meses e felinos com
idade superior a 24 meses.

Na andlise exploratéria foram utilizadas as frequéncias das varidveis categoéricas
e mediana da variavel idade, que ndo apresentou normalidade pelo teste de Kolmogorov
Smirnov. Foi verificada associagdo das variaveis idade, faixa etaria (<24 meses ¢ >24
meses), sexo, status soroldgico para FIV, FeLV e Bartonella spp., segundo o grupo de
animais, utilizando o teste qui-quadrado de Pearson. Posteriormente, para cada grupo foi
verificado associacdo entre as varidveis e o status soroldgico para Bartonella spp.,
sendo empregado o teste qui-quadrado de Pearson ou teste exato de Fisher quando as
contagens esperadas foram menores do que cinco. A diferenca das medianas de idade
segundo resultado da sorologia para Bartonella spp. foi verificada pelo teste néo-
paramétrico de Mann-Whitney. O nivel de significancia empregado nos testes foi 5%.
Com relagéo ao ensaio clinico do qual os gatos com esporotricose participaram, havia
quatro desfechos possiveis: cura clinica, faléncia terapéutica, abandono e
Obito/eutanésia. Buscou-se entdo correlacionar os diferentes desfechos com o0s
resultados obtidos na pesquisa de anticorpos anti-Bartonella spp., utilizando o teste qui-

quadrado de Pearson com nivel de significancia de 5%.
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4.5.2. ARMAZENAMENTO DOS DADOS

Foi montado um banco de dados utilizando o Statistical Package for Social

Sciences (SPSS), na verséo 16.0.
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5. RESULTADOS

A analise dos resultados foi feita inicialmente para verificar o quanto 0s grupos
de animais (com esporotricose e sem lesdes cutaneas) sdo iguais ou diferentes quanto as
variaveis estudadas. Na associacdo entre as variaveis segundo o grupo, houve diferenca
significativa quanto a idade (p-valor<0,001), faixa etaria (p-valor<0,001), sexo (p-
valor<0,001) e status soroldgico para Bartonella spp. (p-valor=0,012), o que demonstra
que para estas varidveis, 0s grupos ndo sdo comparaveis entre si, como mostra a Tabela
2. A partir disso, optou-se por analisar as associacdes com 0 status soroldgico para
Bartonella spp., estratificadas segundo grupo de animais (com esporotricose e sem

lesBes cutaneas aparentes).

Tabela 2. Associacgdo das varidveis idade, faixa etéria, sexo e status soroldgico para FIV, FeLV

e Bartonella spp. segundo os grupos de gatos (com esporotricose e sem lesGes cuténeas

aparentes).
Grupo com Grupo sem lesdes
Variaveis Categorias Esporotricose cutaneas p-valor
n n

Idade em Meses -

- - - *
Mediana (IQR) 106 22 (12-30) 48  48(36-60) <0,001

A 0 [
Faixa etaria Ate 24 meses 8 73,6% 8 16,7% <0,001*
Mais de 24 meses 28 26,4% 40 83,3%
Macho 93 83,0% 36 46,8%
Sexo - % . ' ' <0,001*
0 Fémea 19  17,0% 41 53,2%
i 0, 0,
IV - % Neggt_lvo 104 92,9% 66 86,8% 0,209
Positivo 8 44,4% 10 13,2%
i 0, 0,
FeLV - % Neggt_lvo 97 86,6% 68 89,5% 0,653
Positivo 15 13,4% 8 10,5%
Negativo 4 7% 42 4,5%
Bartonella spp. - % g_ . 0 35,7% °4,5% 0,012*
Positivo 72 64,3% 35 45,5%

Nota: IQR= Intervalo interquartilico (Q1-Q3), *P-valores<0,05.
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No grupo dos animais com esporotricose, das 112 amostras testadas, 72 (64,3%)

foram reativas ao teste de IFI para pesquisa de anticorpos anti-Bartonella spp.

Esses animais eram provenientes de diversas localidades do Rio de Janeiro,

como mostra o Grafico 1.
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Gréfico 1. Representacdo gréfica da frequéncia absoluta de gatos com esporotricose ndo

reativos e reativos ao teste de IFI na pesquisa de anticorpos anti-Bartonella spp. e seus

respectivos locais de residéncia.
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Quanto a variavel idade, a mediana foi 22 meses, variando de 6 a 96 meses

(N=106), considerando que na coleta de dados dos prontudrios seis apresentavam a
informacéo da idade como desconhecida. N&o houve associagdo entre a variavel idade e
os resultados da pesquisa de anticorpos anti-Bartonella spp. (p-valor = 0,683) (Gréfico

2).
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Grafico 2. Resultados da pesquisa de anticorpos anti-Bartonella spp. em gatos com
esporotricose atendidos no Lapclin-Dermzoo no periodo de outubro de 2007 a agosto de 2011,

segundo a variavel idade (p-valor 0,683).

Segundo a faixa etaria, a frequéncia de animais reativos ao teste de IFI foi 48
animais no grupo dos felinos com idade até 24 meses e 20 animais no grupo de felinos

com idade superior a 24 meses.
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Figura 11. Representacdo grafica da frequéncia absoluta de animais com esporotricose reativos
ao teste de IFI na pesquisa de anticorpos anti-Bartonella spp. segundo a faixa etéaria (p-valor =
0,349).

Quanto ao sexo, 61 machos (65,6%; n=93) e 11 fémeas (57,9%; n=19) foram
reativos ao teste. Oito (7,1%) animais foram positivos para FIV e 15 (13,4%) foram
positivos para FeLV.

N&o houve associacdo entre a presenca de anticorpos anti-Bartonella spp. e as
variaveis sexo (p-valor = 0,602), faixa etaria (p-valor = 0,349) e status soroldgico para

FIV (p-valor = 0,453) e FeLV (p-valor = 0,710) (Tabela 3).
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Tabela 3. Cruzamento entre as variaveis sexo, faixa etaria e status sorolégico para FIV/FeLV

com os resultados da IFI para pesquisa de anticorpos anti-Bartonella spp., no grupo de animais

com ESpOI’OtI’iCOSG.

Variaveis Categorias Reagente Nao Reagente p-valor*
n % n %

Sexo Macho 61 65,6 32 34,4 0,062
Fémea 11 57,9 8 42,1

Faixa etaria <24meses 48 61,5 30 38,5 0,349
>24 meses 20 714 8 28,6

FIV Positivo 4 50,0 4 50,0 0,453
Negativo 68 65,4 36 34,6

FeLV Positivo 9 60,0 6 40,0 0,710
Negativo 63 64,9 34 35,1

* considerando p-valor<0,05

N&o houve associacdo entre os desfechos de tratamento da esporotricose felina e

os resultados da IFI, como mostra a Tabela 4.

Tabela 4. Associacdo entre os desfechos de tratamento da esporotricose felina e os resultados

da pesquisa de anticorpos anti-Bartonella spp.

Variaveis Categorias Reagente Néo Reagente
% n %

Desfecho* cura clinica 75.8 3 24,2

faléncia terapéutica 64,3 10 35,7

*p-valor = 0,104 abandono 42,9 12 57,1

Obito/ eutanasia 66,7 10 33,3

Com relacdo ao grupo de animais sem lesdes cutaneas aparentes, das 77

amostras testadas, 35 (45,5%) foram reativas ao teste de IFI para pesquisa de anticorpos

anti-Bartonella spp.
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Dentre esses animais, 72 eram provenientes do municipio do Rio de Janeiro e

cinco de Seropédica (Grafico 3). A mediana da idade foi 48 meses (N=48), variando
entre 6 e 96 meses, considerando-se que nao havia informagdo da variavel idade em 29
animais. Ndo houve associacdo entre a varidvel idade e os resultados da pesquisa de

anticorpos anti-Bartonella spp. (p-valor = 0,542) (Grafico 3).
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Gréfico 3. Representacdo grafica da frequéncia absoluta de gatos sem lesdes cutaneas aparentes
ndo reativos e reativos ao teste de IFI na pesquisa de anticorpos anti-Bartonella spp. e seus

respectivos locais de residéncia.
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Grafico 4. Resultados da pesquisa de anticorpos anti-Bartonella spp. nos animais sem lesdes

cuténeas aparentes, segundo a varidvel idade (p-valor 0,542).

Segundo a faixa etaria, a frequéncia de animais reativos ao teste de IFI foi de
quatro animais no grupo dos felinos com idade até 24 meses e de 14 animais no grupo

dos felinos com idade superior a 24 meses.
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Figura 12. Representacdo grafica da frequéncia absoluta de animais reativos ao teste de IFI na
pesquisa de anticorpos anti-Bartonella spp. segundo a faixa etéaria, no grupo dos animais sem
lesOes cutaneas aparentes (p-valor = 0,451).

Quanto ao sexo, a maioria dos reagentes (65,7%, n=23) foram fémeas e (57,1%,
n=24) dos nao-reagentes foram machos (p-valor = 0,045). Dez (13,0%) animais foram
positivos para FIV e oito (10,4%) animais foram positivos para FeLV. N&do havia
informacdo sobre FIV/FeLV em apenas um dos prontudrios dos animais sem lesdes
cutdneas aparentes. Ndo houve associacdo dos resultados quanto a presenca de
anticorpos anti-Bartonella spp. segundo os resultados de FIV/FeLV (p-valor = 0,497 e

0,285, respectivamente), como demonstrado na Tabela 5.
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Tabela 5. Cruzamento entre as variaveis sexo, faixa etaria e status sorolégico para FIV/FeLV

com os resultados da IFI para pesquisa de anticorpos anti-Bartonella spp., no grupo dos animais

sem lesBes cutaneas aparentes.

Reagente

N&o Reagente

Variaveis Categorias p-valor*
n % n %

Sexo Macho 12 33,3 24 66,7 0,045
Fémea 23 56,1 18 43,9

Faixa etaria <24 meses 4 50,0 4 50,0 0,451
>24 meses 14 35,0 26 65,0

FIV Positivo 3 30,0 7 70,1 0,497
Negativo 31 47,0 35 53,0

FeLV Positivo 2 25,0 6 75,0 0,285
Negativo 32 47,0 36 52,9

* considerando p-valor<0,05



40
6. DISCUSSAO

Investigou-se a presenca de anticorpos anti-Bartonella spp. em um grupo de
gatos diagnosticados com esporotricose e em um grupo de gatos sem lesdes cutaneas
aparentes provenientes da regido metropolitana do Rio de Janeiro. Este foi o primeiro
relato de deteccéo de anticorpos anti-Bartonella spp. em gatos com esporotricose.

A frequéncia de animais reativos ao teste foi alta nos dois grupos (64,3% e
45,5%, respectivamente) se comparada aos resultados encontrados em outros estados do
pais, que variaram de 4,3% a 17% (Staggemeier et al., 2010; Braga et al., 2012; Bortoli
et al., 2012). A diferenca entre os resultados pode ser explicada pelo método de
diagnostico utilizado. Esses estudos utilizaram a biologia molecular como ferramenta
para o diagnostico de infeccdo por Bartonella spp., técnica mais especifica se
comparada a IFI (Souza et al., 2010).

A técnica de IFI é considerada teste padrdo de referéncia para o diagnéstico de
infeccdo por Bartonella spp. prévia ou presente (Lamas et al., 2010), porém deve-se
considerar a possibilidade de reacdo cruzada com outros agentes bem como ocorreu
com amostras de humanos em estudos anteriores, onde houve reacdo cruzada com
Coxiella burnetti e Chlamydia spp. (La Scola & Raoult, 1996; Maurin et al., 1997).
Mesmo com algumas limitacbes, a técnica empregada nos permite afirmar que o0s
elevados titulos de anticorpos anti-Bartonella da imunoglobulina da classe 1gG que
foram identificados neste estudo reforcam a certeza de que néo se trata de uma reagéo
heter6loga que ocorre na fase inicial da infeccdo, quando a detecgdo da imunoglobulina
da classe IgM pode estar associada com um resultado falso positivo (La Scola & Raoult,
1996; Maurin et al., 1997, Lamas et al., 2010). Estudos futuros envolvendo o emprego
da biologia molecular serdo necessarios para averiguar esta hipdtese, uma vez que a

aplicagdo da técnica neste estudo tornou-se invidvel devido ao seu elevado custo e pelo



41

desenho de estudo no qual, além de ndo ter sido possivel processar amostras de sangue
total ou de coagulo sanguineo, as amostras de soro foram analisadas meses/anos apos a
sua coleta (2007 a 2011), fato que poderia determinar a degradacéo do DNA.

Para descartar a hipdtese de reacdo cruzada no teste de IFI para Bartonella spp.
com a presenca de anticorpos anti-Sporothrix seria necessaria a constituicdo de um
grupo controle composto por animais sem lesdes cutaneas aparentes cuja amostra fosse
representativa da populagéo de animais com esporotricose utilizada, ou seja, com uma
mesma distribuicdo de animais quanto a localidade, idade, sexo e status soroldgico para
FIV e FeLV, o que ndo foi possivel realizar neste estudo. O grupo de animais sem
lesBes cutdneas aparentes utilizado foi comparavel com o grupo de animais com
esporotricose apenas quanto ao status soroldgico para FIV e FeLV.

Atualmente, os poucos bancos de sangue de felinos existentes possuem poucos
doadores e ndo realizam estocagem. A coleta de sangue em gatos, animais geralmente
ariscos, € tarefa que exige muita atencdo e técnica por parte dos profissionais, 0 que
pode explicar a defasagem destes bancos e a dificuldade encontrada na realizacdo de
inquéritos soroldgicos envolvendo esta espécie. Além disso, a maior parte dos
atendimentos no Lapclin-Dermzoo é constituida de animais ja encaminhados por outros
profissionais com o diagndstico prévio de esporotricose, o que dificultou a obtencdo de
um grupo de animais sem lesfes cutdneas que fosse representativo da populagdo de
gatos com esporotricose estudada.

No estado do Rio de Janeiro, estudos tém identificado uma alta prevaléncia de
infeccdo por Bartonella spp. em gatos por meio de testes sorologicos e moleculares
(Lamas et. al., 2010; Crissiuma et al., 2010; Souza et al., 2010).

Embora ndo tenhamos encontrado associacdo entre a presenca de anticorpos
anti-Bartonella spp. e as diferentes faixas etarias, deve-se levar em consideracdo que 0

grupo dos animais com esporotricose apresentou como limitagdo o critério de excluséo
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estipulado pelo ensaio terapéutico do qual as amostras de soro foram obtidas, em que se
excluia gatos com idade inferior a seis meses, que alguns autores descrevem como a
faixa etaria de maior prevaléncia de infeccdo por Bartonella spp. (Chomel & Kasten,
2010). O grupo dos gatos sem lesdes cutaneas aparentes apresentou como limitacdo a
discrepéncia entre o nimero de animais nas diferentes faixas de idade.

A frequéncia da infeccdo por FIV e FeLV encontrada neste estudo corrobora
com os achados de Souza et al. (2002), que investigaram a ocorréncia da infecgdo por
FIV/FeLV em 126 gatos no municipio do Rio de Janeiro, onde 16,6% foram positivos
para FIV e 1,6% foram positivos para FIV e FeLV. A néo associacdo entre a infec¢do
por FIV/FeLV e a presenca de anticorpos anti-Bartonella spp. foi, possivelmente,
devido ao numero reduzido de animais positivos para estas retroviroses na amostra
estudada, em consonancia com 0 que ocorreu na tentativa de estabelecer associacdo
entre a infeccdo por FIV/FeLV e esporotricose (Schubach, et al., 2004; Pereira et al.,
2010).

A associagdo entre a infeccdo por FeLV e Bartonella spp. foi verificada por
Buchmann et al. (2010), que investigaram a presenca de FIV, FeLV e Bartonella spp.
em 142 animais de abrigos na Alemanha, por meio de PCR e imunohistoquimica, onde
seis (4,2%) animais encontravam-se infectados por FelLV, sendo quatro destes co-
infectados por Bartonella spp. Quatro (2,8%) animais foram positivos para FIV, mas
néo foi detectada a presenca de Bartonella spp. em nenhum destes. Em nosso estudo, a
mesma associacdo ndo foi encontrada, possivelmente, pela diferenca no recrutamento
dos gatos a serem estudados. Buchmann et al. (2010) utilizaram para o estudo gatos
provenientes de abrigos de animais, ambiente propicio para a disseminacao dos agentes.

Neste estudo, o percentual de cura clinica obtido no tratamento da esporotricose
felina foi semelhante ao descrito por a Pereira et al. (2010) (30,8%). A auséncia de

associagdo entre a deteccdo de anticorpos anti-Bartonella spp. e os diferentes desfechos
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obtidos para o tratamento da esporotricose felina era esperada, pois como visto na
literatura disponivel, os gatos geralmente permanecem clinicamente saudaveis quando
infectados naturalmente pelo agente (Chomel et al., 2009).

A populagdo de gatos com esporotricose investigada neste estudo pode ser
considerada uma potencial fonte de infeccdo para Bartonella spp., indicando a
importancia de uma investigagdo laboratorial minuciosa em casos humanos de lesdes
cutaneas em decorréncia de arranhadura ou mordedura de gatos, de modo a realizar o
diagndstico répido e preciso, atentando para a possibilidade de co-infeccdo destas duas

zoonoses importantes no Rio de Janeiro.



44

7. CONCLUSOES

Nos dois grupos de animais (com esporotricose e sem lesGes cutaneas
aparentes) foi encontrada alta prevaléncia de anticorpos anti-Bartonella,
independente da idade, faixa etaria, sexo e status soroldgico para FIV e
FeLV, indicando que hé circulacdo de Bartonella spp. em nossa regido;
A presenca de anticorpos anti-Bartonella spp. nédo influenciou no
desfecho do tratamento da esporotricose felina;

A populacdo de gatos com esporotricose investigada neste estudo pode
ser considerada uma potencial fonte de infeccdo para Bartonella spp.,
indicando a possibilidade de ocorréncia de co-infeccdo em humanos no

Rio de Janeiro.
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ANEXO A — Certificado de licenca obtido na Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA)/FIOCRUZ.
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MINISTERIO DA SAUDE / FUNDAGAO OSWALDO CRUZ
VICE-PRESIDENCIA DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO TECNOLOGICO
Comisséo de Etica no Uso de Animais
CEUA-FIOCRUZ

CERTIFICADO

Certificamos que o protocolo intitulado:

" Esporotricose Felina: Estudo Terapéutico na Regido Metropolitana do Rio de

Janeiro. "
riimero P-307/06, proposto por Sandro Antdnio Pereira, foi licenciado pelc
N® L-041/06.

Sua licenca de N° L-041/06 autoriza o uso anual de :
@
- 5 Felis catus

Zsse protocolo esta de acordo com os Principios Eticos na Experimentagdo

Animal adotado. pelo Colégio Brasileiro de Experimentagio Arimal { COBEA

2 foi APROVADO pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS { CEUA -
oy

“OCRUZ). Na presente formatacdo, este projeto estd licenciade e tem

validade até 27 de dezembro dg 2010
Rio de Janeiro, 25/09/2008

Coordenadora da CEUA
FIOCRUZ
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ANEXO B — Termo aditivo ao Certificado de licenga obtido na Comissao
de Etica no Uso de Animais (CEUA)/FIOCRUZ.



Ministério da Salde

FIOCRUZ

Fundacé@o Oswaldo Cruz

Vice-presidéncia de Pesquisa e Comissio de Etica
Laboratérios de Referéncia no Uso de Animais

TERMO ADITIVO AO CERTIFICADO DE LICENCA N° L-041/06

A Comissdio de Etica no Uso de Animais — CEUA, em atengdo a solicitagio do Dr.
SANDRO ANTONIO PEREIRA, autoriza o presente Aditivo para prorrogagdo de 1 ano da
licenga L1-041/06, referente ao protocolo 0307/06 “Esporotricose Felina: Estudo
Terapéutico na Regido Metropolitana do Rio de Janeiro™

A validade deste Aditivo ¢ 27 de dezembro de 2011.

Rio de Janeiro, 14 de dezembro de 2010.
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“se
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s

Oétavio Augusto Franca Presgrave

Coordenador da CEUA/FIOCRUZ

Comissao de Etica no Uso de Animais
Av. Brasil, 4036 — Prédio da Expans&o — sala 200 - Manguinhos - Rio de Janeiro / RJ
Telefone: (21) 3882.9192 e-mail: ceua@fiocruz.br
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