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RESUMO

Bartonella spp. sdo bactérias Gram-negativas, intracelulares facultativas, estando
algumas espécies associadas a doencas emergentes e re-emergentes tanto em
seres humanos quanto em animais. Verificou-se a ocorréncia de infeccao por
Bartonella spp. em mamiferos silvestres de vida livre (roedores, marsupiais e
canideo), mamiferos domeésticos (cdes e gatos) e em ectoparasitos (pulgas,
carrapatos e piolhos hematéfagos) em é&reas rurais dos municipios de Petrolina e
Lagoa Grande, Estado de Pernambuco, localizados no bioma Caatinga, Semiarido
do Nordeste do Brasil. Realizou-se a Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
utilizando-se oligonucleotideos iniciadores para amplificacdo de fragmentos dos
genes gltA e ribC em amostras de sangue dos animais silvestres e domésticos e em
amostras de seus ectoparasitos. Amostras de soro de cédes e gatos foram
submetidas a Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) para deteccdo de
anticorpos anti-Bartonella spp., sendo consideradas positivas quando apresentaram
titulos =2 64. Com esforgo amostral de 2944 armadilhas-noite e sucesso de captura
de 2,6%, foram capturados 77 animais, sendo identificadas oito espécies diferentes:
quatro de roedores (Thrichomys apereoides, 30 espécimes; Wiedomys pyrrhorhinus,
3; Galea spixii, 3; Calomys expulsus, 2), trés de marsupiais (Didelphis albiventris, 27;
Monodelphis domestica, 10; Gracilinanus agilis, 1) e uma espécie de canideo
(Cerdocyon thous). Ao exame soroldgico, 24,77% (27/109) dos caes e 15% (6/40)
dos gatos foram positivos a RIFI. DNA de Bartonella spp. foi detectado em pulgas
que parasitavam nove cdaes, sete gatos e o Cerdocyon thous, como também em
piolho da espécie Polyplax spinulosa proveniente de Thrichomys apereoides. Os
resultados do presente estudo confirmaram, de forma inédita, a circulacdo de
Bartonella spp. no bioma Caatinga, sendo também este o primeiro relato do agente
no Estado de Pernambuco e a primeira descrigéo de sua ocorréncia em Polyplax sp.
no Brasil. Futuras investigacdes sdo necessarias a fim de identificar as espécies
prevalentes na regido do estudo, bem como para compreender sua epidemiologia.

Palavras-chave: Caatinga. Roedor. Gato. Zoonose. Polyplax. Pulga.



ABSTRACT

Bartonella spp. are Gram-negative, facultative intracellular bacteria. Some species
cause emerging and re-emerging diseases in humans and animals. The purpose of
this study was to verify the occurrence of Bartonella spp. in free-ranging wild
mammals (rodents, marsupials and one canid), domestic mammals (dogs and cats),
and in ectoparasites (fleas, ticks and hematophagous lice) in countryside of Petrolina
and Lagoa Grande Counties, State of Pernambuco, located in the Caatinga biome,
Semiarid of Northeast of Brazil. Polymerase Chain Reaction (PCR) were conduced
to test blood samples from wild and domestic animals, and their ectoparasites, using
primers targeting gItA and ribC genes. Serum samples of dogs and cats were tested
by Indirect Immunofluorescence Assay (IFA), considering positive when obtained
antibody titer = 64. We captured 77 animals by 2944 trap nights (success rate of
2.6%). We identified eight different species: four rodents (Thrichomys apereoides, 30
specimens; Wiedomys pyrrhorhinus, 3; Galea spixii, 3; Calomys expulsus, 2), three
marsupials (Didelphis albiventris, 27; Monodelphis domestica, 10; Gracilinanus agilis,
1) and one canid (Cerdocyon thous). Bartonella antibodies were detected in 24.77%
(27/109) of the dogs and 15% (6/40) of the cats. Bartonella DNA was identified in
fleas from nine dogs, seven cats and from the Cerdocyon thous, even as in one
Polyplax spinulosa louse from Thrichomys apereoides. These results confirm, for the
first time, Bartonella spp. occurrence in Caatinga biome. This is the first report of the
agent in State of Pernambuco and the first narrative of Bartonella spp. in Polyplax sp.
in Brazil. Further investigations are needed in order to identify the prevalent
Bartonella species and to understand their epidemiology in the study site.

Keywords: Caatinga. Rodent. Cat. Zoonosis. Polyplax. Flea.
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1 INTRODUCAO

Bartonella spp. sdo bactérias Gram-negativas, intracelulares facultativas,
sendo que algumas espécies estdo associadas a doencas emergentes e re-
emergentes tanto em seres humanos quanto em animais.

Desde o descobrimento da primeira espécie de Bartonella, em 1905, mais de
30 espécies e subespécies ja foram descritas, sendo que dessas, 13 séo
relacionadas a diversas manifestacdes clinicas em humanos, incluindo a doenca da
arranhadura do gato, angiomatose bacilar, peliose hepética, doenca de Carrion,
febre das trincheiras, sindrome de Parinaud, endocardite, septicemia, febre e
sintomas neuroldgicos. Outras manifestacdes das bartoneloses compreendem casos
de eritema nodoso, eritema anular, eritema multiforme, exantema maculopapuloso,
puarpura trombocitopénica, manifestacdes oculares, encefalopatia, meningite,
parotidite, hemiplegia aguda, sintomas psiquiatricos agudos, abcessos hepato-
esplénicos, bacteremia assintomatica, osteomielite e acometimento visceral.

Bartonella spp. apresentam transmissao predominantemente vetorial, sendo
que os vetores primarios ja foram identificados para algumas espécies, dentre as
quais se incluem o piolho do corpo humano (Pediculus humanus humanus), a pulga
do gato (Ctenocephalides felis felis) e uma espécie de flebotomineo. Adicionalmente,
carrapatos ja tiveram sua competéncia vetorial comprovada.

Bartonella henselae € o principal agente causal relacionado as bartoneloses
(humanos), seguida por B. quintana. Gatos constituem um importante reservatério
dessas espécies de Bartonella, através dos quais seres humanos podem ser
infectados. Outrossim, Bartonella spp. podem infectar quaisquer mamiferos. Sendo
assim, roedores e outros mamiferos silvestres atuam como reservatorios naturais de
inUmeras espécies da bactéria, a qual j4 fora descrita nesses animais nos cinco
continentes.

No Brasil, ja foi demonstrado através de técnicas sorologicas e moleculares a
circulacdo do agente em humanos, gatos, cdes e animais silvestres. Entretanto,
ainda sdo escassas as informagfes acerca da ocorréncia de Bartonella em nosso
pais e até o momento ndo foram encontrados trabalhos cientificos que tenham

buscado verificar a ocorréncia de Bartonella spp. no bioma Caatinga.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O género Bartonella

As bactérias do género Bartonella sdo bacilos Gram-negativos, aerobicos,
hemotropicos, pequenos e delicados (medem de 0,6 a 1um de comprimento),
ligeiramente curvados e pleomorficos do subgrupo alfa-2 da classe das
Proteobacterias, Ordem Rhizobiales, familia Bartonellaceae, cujo cultivo é
extremamente complexo, por requererem meio enriquecido com sangue (5-10%) e
ambiente rico em CO,, além de apresentarem crescimento fastidioso (CHOMEL,
2003, BOULOUIS et al., 2005).

Bartonella spp. sao catalase, urease, oxidase e nitrato redutase negativas,
produtoras de peptidases, nucleotideos e aminoacidos, e podem realizar glicélise.
Sao microaerdfilas e nao utilizam carboidratos em seu metabolismo, sendo que as
espécies B. henselae e B. quintana crescem melhor a temperaturas que variem de
35 a 37 °C. Intracelulares facultativas, a maioria dessas bactérias se adere a
eritrécitos ou células endoteliais, além de serem capazes de induzir bacteremia
persistente e assintomatica (BREITSCHWERDT; KORDICK, 2000; GUPTILL, 2010).

Até 1993, B. bacilliformis era a Unica espécie conhecida do género Bartonella,
pois as espécies B. henselae, B. quintana, B. rochalimae, entre outras, estavam
classificadas sob o género Rochalimae. Entretanto, devido aos altos niveis de
relacionamento em dados de sequéncia de RNAr e dados de hibridizacdo de DNA,
reclassificacdes foram realizadas, de forma que as espécies dos trés géneros,
Bartonella, Rochalimae e Grahamella, foram combinadas sob o mesmo género:
Bartonella. Além disso, a familia Bartonellaceae também foi removida da Ordem
Rickttesiales (BRENNER et al., 1993; CHOMEL, 2003). Desta forma, até o inicio da
década de 1990, o termo ‘bartonelose’ reportava-se apenas a doenca de Carrion.
Hoje estdo catalogadas mais de 30 espécies e subespécies dentro do género
Bartonella, sendo que pelo menos 13 ja foram reconhecidas como patdogenos
potenciais ou confirmados de seres humanos (REGNERY et al., 1992a; AVIDOR et
al, 2004; EREMEEVA et al., 2007; WIKSWO et al. 2007; GILADI e EPHROS, 2013).
Adicionalmente, ja foram descritas outras espécies, tais como Candidatus Bartonella
mayotimonensis e Candidatus Bartonella melophagi como agentes causais de

endocardite em seres humanos (MAGGI et al., 2009).
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As bartonelas, portanto, pertencem a um grande grupo, sendo que se
passaram décadas de muita confusdo antes que fosse atribuida uma classificagéo
taxondmica logica, que ocorreu, conforme descrito anteriormente, com base na
homologia do acido nucleico de genes evolutivamente conservados (BRENNER et
al., 1993; BIRTLES et al., 1995). O Quadro 1 ilustra, resumidamente, as principais
espécies do género Bartonella ja relatadas em humanos, incluindo ano de descricédo
do agente, local e autor, além de vetores e reservatorios conhecidos.

As bartoneloses possuem distribuicdo mundial, entretanto, como sua
transmissibilidade depende da participacado de vetores, possuem maior prevaléncia
em locais com condicbes favoraveis para o desenvolvimento dos artrépodes
associados a sua transmissdo. Além disso, muitas espécies de Bartonella
demonstram boa adaptabilidade de sobrevivéncia em seus respectivos
reservatérios, mamiferos domésticos ou silvestres, o que torna bastante comuns
quadros de bacteremia prolongada em reservatérios clinicamente saudaveis.
(GUPTILL, 2003; ANDERSSON; KEMPF, 2004; CHOMEL et al., 2009). E gracas a
esse carater bacterémico, ja foi comprovada a transmissibilidade de Bartonella spp.
por transfusdo de sangue, tanto em humanos quanto em gatos (KORDICK;
BREITSCHWERDT, 1995; VELHO et al., 2003).

B. henselae, por exemplo, induz predominantemente a producdo de
Interleucina-4 pelas células mononucleares do sangue periférico, resultando na
estimulacdo da resposta imune humoral, incluindo a secrecdo de anticorpos
especificos (Imunoglobulina G) em felideos. Esses anticorpos podem ter algum
papel no combate aos invasores, entretanto bacteremia intermitente foi observada
em gatos infectados mesmo apés a producéo de anticorpos especificos. E possivel
gue esses ndo sejam suficientemente capazes de eliminar os organismos
infectantes em sua totalidade, fato este que pode estar relacionado a localizacéo
intraeritrocitaria ndo hemolitica de B. henselae, e que a preserva para a transmissao
eficiente por vetores, protege da imunidade do hospedeiro e contribui
potencialmente para a diminuicdo da eficicia antimicrobiana (ROLAIN et al., 2002;
GUPTILL-YORRAN, 2006; KABEYA, et al., 2006).

A alta variagdo genética em diversas populacdes de Bartonella também é um
fator relacionado a resposta imunolbgica, por promover, consequentemente,
variacdo antigénica, escapando assim das defesas do hospedeiro. O fato de se

utilizarem de hospedeiros artropodes também demonstra impacto na diversificacao
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de diversas cepas de Bartonella, por promoverem recombinacéo genética (KABEYA
et al., 2006; BUFFET; KOSOY; VAYSSIER-TAUSSAT, 2013).



Quadro 1 - Principais espécies de Bartonella relatadas em humanos.

Espécie Local / Ano Vetor(es) Reservatorio(s) Hos_pedequ(s) Prmupals do~enga(s) elou
Autor acidental(is) manifestacdes clinicas
B. bacilliformis PSRJR/Tlgﬁg Lutzomya verrucarum Humanos Humanos Doenca de Carrion
: Russia / 1915 P. humanus humanus, Febre o!as trlnch}a!ras, DAG,
B. quintana Humanos Humanos AB, peliose hepatica, AC,
STRONG pulgas . . \
septicemia, endocardite,
EUA /1992 . . . DAG, AB, peliose hepética,
B. henselae REGNERY C. felis felis Felideos Humanos septicemia, endocardite
. EUA /1993 . Cées, Septicemia, endocardite,
B. elizabethae DALY Xenopsylla cheopis Rato urbano hUMAnoS neurorretinite,
. Reino Unido / 1995 .
2
B. grahamii BIRTLES : Roedores Humanos Neurorretinite
. EUA /1995 Carrapatos? Esquilos, Caes, . . ,
B. washoensis REGNERY Pulgas? Roedores HUMANoS Endocardite, miocardite,
. .. . Canada / 1996 . Céaes .
I) L
B. vinsonii subsp. berkhoffii KORDICK Carrapatos” Canideos HUMANOS AC, endocardite
. ) EUA / 1996 . . Caes, DAG, septicemia,
B.clarridgeiae LAWSON C. felis felis Gato HUMANOS endocardite
B. alsatica FETEAY ek Pulgas (?) Coelhos Humanos Endocardite
' HELLER :
B. vinsonii subsp. arupensis Canada / 1999 Pulgas (?) Roedores HUMANoS Bacteremia, sinais
' p-arup WELCH Ixodes scapularis (?) Silvestres neuroldgicos
B. koehlerae EUI,DAR/CgQQ C. felis felis Gato Humanos Septicemia, endocardite
B. rochalimaea Peru / 2007 Pulgas (?) 5 HUMANOS Bacteremia, lesdes
' EREMEEVA Lutzomya verrucarum (?) ' Cuténeas, esplenomegalia

Adaptado de Velho et al. (2003); Mogollon-Pasapera et al. (2009). DAG: Doenca da arranhadura do gato, AB: Angiomatose bacilar, AC:

adenopatia crbénica
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2.2 Bartonella spp. em Mamiferos

Bartonella spp. ja foram descritas em diversos mamiferos, domésticos e
silvestres, tais como espécies de felideos, canideos, ruminantes, equideos,
roedores, quiropteros, entre outras. Até mesmo cetaceos sdo tidos como
reservatorios de bactérias do género Bartonella (YAMAMOTO et al., 1998;
KORDICK et al., 1999; WELCH et al., 1999; BREITSCHWERDT; KORDICK, 2000;
CHANG et al., 2000a; CHANG et al., 2000b; BERMOND et al., 2002; HARMS et al.,
2008; JONES et al., 2008; CHERRY et al., 2009; INOUE et al., 2009; BAI et al.,
2011; FAVACHO et al., 2015).

2.2.1 Ordem Rodentia

Dentre as mais de 30 espécies de Bartonella ja descritas, pelo menos 22
possuem roedores como reservatérios, das quais seis espécies ou subespécies ja
foram patogenicamente reportadas em humanos (YING et al.,, 2002; BUFFET,;
KOSOY; VAYSSIER-TAUSSAT, 2013).

O primeiro relato em roedores ocorreu em 1946. Uma cepa isolada de um
roedor canadense fora primeiramente identificada como Rickketssia prowazekii. Mais
tarde, com base em andlises moleculares, péde-se chegar a correta descricdo da
espécie, sendo esta identificada como B. vinsonii (BRENNER et al., 1993).

Em alguns casos, ocorreu primeiro o0 isolamento a partir de hospedeiros
humanos, com subsequente determinacdo do reservatério natural como roedores
silvestres. Um desses casos diz respeito a B. elizabethae, cuja bactéria foi isolada
inicialmente de um paciente humano com endocardite, proveniente da América do
Norte. E desde entdo aquela espécie foi descrita em roedores silvestres do Peru e
da América do Norte (BIRTLES et al., 1996; ELLIS et al., 1999). B. washoensis, B.
rochalimae e B. tamiae sdo outros exemplos de deteccdo primaria no hospedeiro
humano (BUFFET; KOSOY; VAYSSIER-TAUSSAT, 2013).

B. tribocorum foi isolada em ratos silvestres (Rattus norvergicus) provenientes
de ambiente rural da regido oriental da Franca (HELLER et al., 1998); Welch et al.

(1999) descreveram Bartonella vinsonii subsp. arupensis em roedor silvestre
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(Peromyscus leucopus) no Canada; B. washoensis foi isolada em esquilos-da-terra
da California, Estados Unidos (Spermophilus beecheyi) (KOSQY et al., 2003).

Birtles et al. (1994) e Markov et al. (2006) isolaram Bartonella em pequenos
roedores (Apodemus flavicollis, Apodemus sylvaticus, Apodemus uralensis,
Clethrionomys glareolus, Mus musculus, Microtus agrestis, Microtus arvalis) e em
megeras (Neomys fodiens e Sorex araneus) do Reino Unido e da RUssia,
respectivamente.

No Japao, Inoue et al. (2008) encontraram uma prevaléncia de bartonelose
igual a 25,7% entre 685 roedores silvestres (Apodemus speciosus, Apodemus
argenteus, Rattus rattus e Clethrionomys voles) através de isolamento seguido de
analise molecular, sendo encontradas as seguintes espécies: B. tribocorum, B.
elizabethae, B. rattimassiliensis, e B. grahamii, consistindo a Ultima, conhecida
causadora de neurorretinite em humanos, a espécie predominante entre os roedores
japoneses. Ja Sato et al. (2013), descreveram quatro novas espécies de Bartonella,
B. jaculi sp. nov., B. callosciuri sp. nov., B. pachyuromydis sp. nov. e B. acomydis sp.
nov., em roedores exoéticos que haviam sido capturados de vida livre — grande jerboa
egipcio (Jaculus orientalis), esquilo-banana (Callosciurus notatus), gerbil-da-cauda-
gorda (Pachyuromys duprasi) e rato espinhoso dourado (Acomys russatus), e
importados para o Japdo como pets do Egito, Tailandia e Holanda.

No Brasil, B. vinsonii subsp. arupensis foi detectada em diferentes espécies
de roedores silvestres no Mato Grosso do Sul (FAVACHO et al., 2015). No Estado
da Babhia, foi relatada ocorréncia de Bartonella spp. em roedores urbanos (COSTA et
al., 2014).

Foi verificado que as diversas espécies de Bartonella que ocorrem
naturalmente em roedores mostram significativa coevolu¢cdo com seus respectivos
reservatérios, apresentando baixa comutacdo de hospedeiros. Tal caracteristica
pode estar associada a estreita inter-relacao entre os mecanismos de transmissao e
a comumente necessaria dependéncia de vetores para a transmissdo do
microrganismo (LEI; OLIVAL, 2014). Desta forma, € sugerido por alguns autores
gue, nesses animais, tidos como hospedeiros naturais, e em seus respectivos
vetores especificos, Bartonella spp. possam estar mais associadas a simbiose do
gue propriamente a algum mecanismo patogénico (BILLETER et al., 2008; MORSE
et al., 2012).
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2.2.2 Ordem Marsupialia

Bartonella ja foi relatada em cangurus (Macropus giganteus), carrapatos
provenientes de coalas (Phascolarctos cinereus), pulgas e carrapatos coletados de
betdngias-de-cauda-de-escova (Bettongia penicillata), antequinos (Antechinus
flavipes) e margas (Perameles bougainville) na Australia (VILCINS et al., 2009;
KAEWMONGKOL et al.,, 2011; KAEWMONGKOL et al.,, 2011b). Nos Estados
Unidos, relatou-se a ocorréncia de Bartonella em pulgas de gambés (Didelphis
virginiana) (REEVES; NELDER; KORECKI, 2005).

2.2.3 Ordem Carnivora

2.2.3.1 Familia Canidae

Cées e coiotes (Canis latrans) sdo admitidos como reservatorios de B.
vinsonii  subsp. berkhoffii e postula-se que cédes e raposas (Uncinon
cinereoargenteus) atuem como reservatorios potenciais de B. rochalimae e B.
clarridgeiae. Nao obstante, o cdo também é incluido como reservatério de B.
henselae (CHANG et al., 2000b ; SUKSAWAT et al., 2001; SOLANO-GALLEGO et
al., 2004, HENN et al., 2005; HENN et al., 2007). Bartonelose por B. vinsonii subsp.
berkhoffii foi descrita em cées inicialmente no ano de 1994 (BREITSCHWERDT et al.
1995).

Um estudo realizado em Botucatu (SP) envolvendo 198 cédes com sinais
clinicos de doencas transmitidas por artropodes revelou que quatro (2%) eram
soropositivos para B. henselae e trés (1,5%) para B. vinsonii subsp. berkhoffii. Co-
infeccdo pelos dois agentes foi encontrada em um dos caes a sorologia (DINIZ et al.,
2007a; DINIZ et al., 2007b).

O papel dos céaes como reservatorio de Bartonella spp. € menos claro do que
o dos gatos, pois o cao parece atuar como hospedeiro acidental. Entretanto, caes
sdo excelentes sentinelas para infeccdes em pessoas, porque a doenca no céo é
muito semelhante a doenca humana. Por exemplo, B. vinsonii subsp. berkhoffii,
isolada de cées portadores de endocardite infecciosa, foi identificada como sendo

um agente causador de endocardite em humanos. Além disso, caes sadios
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raramente demonstram bacteremia persistente, assim como pessoas
imunocompetentes (DINIZ et al., 2007a; WIKSWO et al., 2007; CORREA;
MATHEUCCI; HENRIQUE-SILVA, 2009; BREITSCHWERDT, 2008; GUPTILL,
2010).

2.2.3.2 Familia Felidae

Felideos domésticos e selvagens sao considerados o principal reservatério de
B. henselae, B. koehlerae e B. clarridgeiae, sendo ainda apontados como
reservatério potencial de B. quintana (DROZ, 1999; AVIDOR et al., 2004;
GUIMARAES et al., 2010).

A primeira descricdo de bartonelose em gatos ocorreu em 1992, por Regnery
et al. (1992b), associada a B. henselae, sendo que infeccdo por esse agente em
gatos domésticos foi encontrada em diversas regides do mundo como prevalente,
inclusive entre individuos aparentemente saudaveis (MARUYAMA et al.,, 2001;
LURIA et al., 2004; PONS et al., 2005; RAMPERSAD et al., 2005).

A prevaléncia de anticorpos anti-B. henselae e a ocorréncia de bacteremia
diminuem com a idade do felino, sendo sugerivel que o0s animais muito
provavelmente adquiram a doenca no primeiro ano de vida, especialmente a partir
dos seis meses de vida, havendo diminuicdo dos niveis de anticorpos com o avancar
da idade do animal (KORDICK et al., 1999; MIKOLAJCZYK; O'REILLY, 2000).

Gatos infectados apresentam-se assintomaticos ou com poucos sinais
clinicos, os quais, quando presentes, caracterizam-se por febre autolimitada de 48 a
72 horas de duracdo, acompanhada ou ndo de anemia leve a moderada e/ou
disfuncdo neuroldgica transitoria. Experimentalmente, febre, letargia, anorexia,
linfadenopatia regional e miocardite ja foram observadas, sendo que a gravidade dos
sinais clinicos foi atribuida, nesses casos, pela cepa de B. henselae inoculada. A
necropsia de gatos infectados experimentalmente ndo foram visiveis alteracfes
macroscopicas dignas de nota, entretanto evidenciaram-se lesdes histopatologicas,
incluindo hiperplasia de linfonodos periféricos, hiperplasia folicular do baco, colangite
linfocitica, pericolangite, hepatite linfocitica, miocardite e nefrite linfocitica intersticial.

Esses resultados indicam que antibioticoterapia deve ser considerada em gatos
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soropositivos  (MIKOLAJCZYK; O’REILLY, 2000; ZANUTTO et al, 2001;
BREITSCHWERDT, 2008).

Bacteremia pode ocorrer por um periodo variavel ou ser intermitente e
imunossupressao associada a infeccao pelo Virus da Leucemia Felina (FeLV) ou
pelo Virus da Imunodeficiéncia Felina (FIV), tende a aumentar a patogenicidade de
B. henselae (MARUYAMA et al.,, 2003, KABEYA et al.,, 2006). E devido a alta
porcentagem de gatos clinicamente saudaveis que apresentam bacteremia crénica,
0 estabelecimento de uma relacdo de causa e efeito entre as manifestacdes da
doenca e a bacteremia em gatos requer estudos epidemiolégicos mais abrangentes
(BREITSCHWERDT, 2008).

GUPTILL et al. (2004) descreveram a prevaléncia de B. henselae em gatos
em quatro regides dos Estados Unidos, entre 1997 e 1998, sendo a média
encontrada de 24% de individuos bacterémicos e 51% soropositivos, semelhante a
JAMESON et al. (1995), que encontraram 54,6% de soropositividade em gatos do
sudeste dos EUA. No Japdo, foram inquiridos 1447 animais, dos quais
aproximadamente nove porcento foram soropositivos para B. henselae
(MARUYAMA et al., 2003).

No Brasil, estudo realizado no municipio de Sdo Paulo por deteccdo através
de imunofluorescéncia indireta, Slhessarenko et al. (1996), detectaram 46% de
amostras positivas para B. henselae em gatos. Loureiro e Hagiwara (2007)
determinaram a soroprevaléncia em 200 gatos da cidade de S&o Paulo, sendo 100
sadios e 100 doentes e encontraram 16% de animais positivos para B. henselae,
ndo havendo diferencas entre animais sadios ou doentes e entre 0s sexos quanto a
prevaléncia. Lamas et al. (2010) encontraram uma soroprevaléncia de 35,7% em 14
gatos do Rio de Janeiro.

Filoni et al. (2006), detectaram 91% de soropositividade para B. henselae
dentre 21 felideos de vida livre provenientes da Amazbnia, Pantanal, Cerrado e
Floresta Atlantica.

Ja4 em estudo com felideos silvestres em cativeiro, foi detectado DNA de
Bartonella spp. em 15% de 67 animais no Estado do Parana. Nao foram
encontradas diferencas significativas entre animais originalmente de vida livre e
agueles nascidos em zoolégicos (GUIMARAES et al., 2010).

Trabalhando com diagndstico molecular e soroldgico, Filoni et al. (2012)

descreveram 48% de positividade para anticorpos anti-B. henselae em 147 soros de
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felideos silvestres provenientes de zooldgicos do Estado de Sao Paulo e do Distrito
Federal, sendo a soroprevaléncia maior em animais originariamente capturados de
vida livre, do que aqueles nascidos em cativeiro. Em amostra de sangue total de
dois animais detectou-se DNA de Bartonella, similar as espécies B. koehlerae e B.

henselae.

2.3 Vetores de Bartonella spp.

Presume-se que todas as espécies de Bartonella utilizem-se de vetores
artropodes de comportamento hemat6fago como mecanismo de transmisséao.
Comprovou-se que, além de transmitirem o agente durante o repasto sanguineo, as
bactérias presentes no sangue de animais infectados, quando ingeridas e
multiplicadas no sistema digestorio do artropode, sdo eliminadas vidveis mesmo nas
fezes. Assim sendo, o contato com fezes de artrépodes infectados também se traduz
em risco de infeccdo. Em acréscimo a isso, como as diferentes espécies de
artropodes hematoéfagos realizam repastos sanguineos em hospedeiros distintos, os
hébitos desses vetores acabam por influenciar na dispersdo interespecifica das
espécies da bactéria (CHOMEL; BOULOUIS, 2005).

Ja foram determinados os vetores primarios de algumas espécies de
Bartonella, como o piolho do corpo humano Pediculus humanus humanus,
associado a transmissao de B. quintana (SWIFT, 1920), a pulga do gato C. felis felis,
relacionada a transmissdo de B. henselae (CHOMEL et al., 1996), o flebotomineo
Lutzomyia verrucarum, vetor de B. bacilliformis (BATTISTINI, 1929) e a pulga de
ratos Ctenocephalides nobilis, relacionada a transmissédo de B. grahamii e B. taylorii
em roedores (BOWN; BENNET; BEGON, 2004).

Higgins et al. (1996) demonstraram que B. henselae replica e persiste na
pulga, a qual elimina a bactéria vidvel nas fezes que, por sua vez, acabam por
contaminar as unhas e dentes do felino. Desta forma, admite-se que haja
participacdo da pulga na transmissdo horizontal entre gatos, mas nao foram
relatadas transmisséo sexual, vertical e transmamaria nessa espécie (LAPPIN, 2001,
LAPPIN et al., 2006; LURIA et al., 2004; CHOMEL et al., 2006; BREITSCHWERDT
et al., 2007b).
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N&o obstante, comprovando a complexidade de sua manutenc&o na natureza,
o material genético de Bartonella spp. também ja foi isolado em outros artropodes.
Alguns exemplos incluem: X. cheopis; pulgas do género Ctenophthalmus, que
parasitam naturalmente mamiferos da Ordem Rodentia e Soricomorpha; Ixodes
pacificus, Dermacentor occidentalis, Dermacentor variabilis e Riphicephalus
sanguineus, Hemimerus talpoides (pequenas lacraias africanas que parasitam
roedores) e Haemolaelaps spp., acaros que parasitam roedores e marsupiais
(CHANG et al., 2001; GARY et al., 2006; WIKSWO et al., 2007; VILCINS et al., 2009;
BILLETER et al., 2013; KAMANI et al., 2013), sendo o carrapato comprovadamente
um vetor competente (REIS et al., 2011), sendo a infestacdo por R. sanguineus,
inclusive, considerado fator de risco para a infeccdo por Bartonella vinsonni
(BREITSCHWERDT et al., 1999).

Bartonella spp. podem infectar multiplos érgdos de vetores. Brinkerhoffet et al.
(2010) detectaram a presenca de cepas relacionadas a B. washoensis no sistema
reprodutivo, intestinos e hemolinfa em véarias espécies de pulgas coletadas de
animais silvestres naturalmente infectados. Desta forma, mesmo um parasito
adaptado ao vetor, com o qual co-evoluiu e sofreu adaptacdes em longo prazo, pode
ocasionar prejuizos ao desenvolvimento, metabolismo e parametros reprodutivos
daquele ultimo, uma vez que parte da energia do hospedeiro invertebrado é
consumida pelos microrganismos, além de haver ocupacdo e/ou obliteracdo de
estruturas imprescindiveis ao funcionamento adequado dos 6rgdos acometidos
(EWALD, 1995; MORICK et al., 2013).

2.4 Principais zoonoses causadas por Bartonella spp.

2.4.1 Doenca da Arranhadura do Gato

Linforreticulose de inoculacéo, linforreticulose benigna, linfadenite regional
bacteriana, febre da arranhadura do gato sédo sinonimias da doenca da arranhadura
do gato (DAG), infeccéo zoondtica caracterizada pelo surgimento de papulas no sitio
cutdneo da inoculacdo (geralmente por arranhadura, mordedura ou lambedura de

animal infectado) seguido de linfadenite regional subaguda e sintomatologia geral
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leve, sendo normalmente autolimitada em cerca de 90% dos casos (GILADI,
EPHROS, 2013).

As primeiras descricbes da DAG datam de 1889 e relacionaram-se ao
surgimento de conjuntivite granulomatosa acompanhada de adenopatia pré-auricular
e submaxilar, denominada “sindrome oculoglandular de Parinaud” (PARINAUD,
1889). Verhoeff e Derby (1904) acreditavam tratar-se de “uma forma de conjuntivite
infecciosa com supuragdo dos ganglios, que parece ser transmitida aos homens
pelos animais”. Em 1931, Debré et al. (1950) observaram o surgimento de
linforreticulose cutdnea em criancas apds a arranhadura de gatos, fazendo tal
associagao e batizando tal entidade clinica como “doenga da arranhadura do gato”.
Mollaret et al. (1950a) e Mollaret et al. (1950b) confirmaram a etiologia infecciosa da
DAG, reproduzindo as lesdes cutaneas em primatas inoculados com pus oriundo de
portadores da doenca.

Entretanto, apesar de ter sido caracterizada clinicamente, a etiologia
permaneceu desconhecida durante décadas, sem que se conhecesse O
microrganismo causador da doenca. O agente etioldgico somente foi descrito na
década de 1980, quando foi observada a presenca de bacilos pleomorficos
arginofilicos (coloragdo de Warthin-Starry) em um linfonodo comprometido, no sitio
de inoculagdo cutanea e na conjuntiva de pacientes com DAG. (STOLER et al.,
1983).

A DAG é causada por B. henselae e, menos frequentemente, por B. quintana
(JACKSON; PERKINS; WENGER, 1993; BREITSHWERDT et al., 2007a,
BREITSHWERDT, 2008, FLORIN et al., 2008). Contudo, ainda na década de 1990
foi descrito pela primeira vez um caso associado a B. clarridgeiae (KORDICK et al.,
1997; VELHO et al., 2003). DAG associada a Afipia felis, uma bactéria da familia
Bradirhizobiaceae, Ordem Rhizobiales, também ja foi descrita, entretanto é
considerada rarissima (BERGMANS et al., 1995; GILADI et al., 1998; SANDER,
1998).

A DAG é uma das causas mais comuns de linfadenopatia crénica em criancas
e adolescentes (dois a trés meses de duracdo). Embora mais raramente, também
pode ocorrer em adultos e progredir para uma forma grave, sistémica ou recorrente,
letal em muitos casos (FLORIN et al., 2008). Os pacientes normalmente possuem
histérico de arranhadura ou mordedura de um gato (geralmente filhote), sendo que

no local da inoculacdo, dentro de 1 a 2 semanas, desenvolve-se uma papula
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eritematosa com r4pida evolucdo para lesdo vesicopustulosa. A lesdo primaria
costuma regredir sem formacéo de cicatriz. Outras formas de apresentacdo da lesao
primaria incluem lesdes incisas inflamadas ou marcas purpuricas dos dentes do
felino. Ha linfadenomegalia regional, Unica ou multipla, sem linfangite evidente. Os
linfonodos ficam dolorosos, devido a inflamacdo da pele e tecidos adjacentes,
podendo ou n&o haver supuragdo. Os linfonodos axilares e submandibulares
costumam ser os mais afetados, devido a localizacdo da lesdo primaria (que na
maior parte dos casos ocorre em membros superiores) e seu trajeto linfatico
drenante, seguidos do pré-auricular e do epitroclear. Sinais sistémicos, como
anorexia, nauseas, calafrios, adinamia e febre moderada ocorrem na maior parte
dos casos e, na maioria dos pacientes a doenca apresenta resolucdo espontanea
dentro de dois a quatro meses (MORIARTY; MARGILETH, 1987;
BREITSCHWERDT; KORDICK, 2000; CHOMEL et al., 2006).

Contudo, alguns pacientes podem vir a desenvolver a forma sistémica da
DAG, de maior gravidade clinica, ou ainda outras manifestacdes atipicas, tais como
sindrome oculoglandular de Parinaud, encefalite, neurorretinite, pneumonia,
osteomielite, eritema nodoso, artralgia, artrite e purpura trombocitopénica (VAN DER
VEER-MEERKERK; VAN ZAANEN, 2008; MOGOLLON-PASAPERA, 2009).

Margileth (2000) propés quatro critérios a serem utilizados para triar pacientes
com quadro clinico compativel com DAG, sendo necessaria a presenca de pelo
menos trés deles para realizar a diagnose. Sao eles: a) contato com gatos ou pulgas
(mesmo sem leséo de inoculagéo aparente; b) sorologia negativa para outras causas
de linfadenopatia e/ou pus estéril aspirado de linfonodo e/ou PCR positivo para B.
henselae e/ou lesBes hepéticas / esplénicas vistas na tomografia computadorizada;
c) sorologia positiva (ELISA ou RIFI = 1/64); exame histopatoldégico mostrando
inflamagédo granulomatosa consistente com DAG ou identificagdo dos
microrganismos pela coloracéo de Warthin-Starry.

Quando bartonelas proliferam em tecidos ou no sangue, o tratamento com
antibioticos é eficaz e justificado. Na DAG linfadenopatica, a vigorosa resposta do
hospedeiro limita o crescimento bacteriano, mas também produz linfadenite, que
constitui a caracteristica basica da doenca. A terapia antimicrobiana tem valor
minimo ou até nulo nesse contexto (FLORIN et al., 2008).

Nos Estados Unidos, ainda na década de 1980, foi descrita incidéncia anual

de DAG de 9,3 casos para cada 100 mil habitantes, sendo que a incidéncia de
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hospitalizagdo chegou a 0,9 por 100 mil habitantes. Com base nesse levantamento
estima-se que os custos com o tratamento da DAG naquele pais tenham
ultrapassado a casa dos U$ 12 milhdes ao ano durante o periodo estudado
(JACKSON; PERKINS; WENGER, 1993).

Ainda naquele pais, durante o ano 2000, estima-se que houve 437
hospitalizagbes associadas a DAG em criangas e adolescentes até de 17 anos de
idade, o0 que correspondeu a uma taxa de 0,6 por 100 mil habitantes da mesma faixa
etaria (REYNOLDS et al., 2005).

No Brasil, ainda s&o escassos o0s relatos dessa doenca e por ser recente a
adocado de notificacdo compulsoria (BRASIL, 2014), ainda ndo é possivel estimar a
magnitude dessa enfermidade em nosso meio. Além disso, os locais em que
ferramentas de diagndstico estdo disponiveis sédo limitados. Entretanto, considera-se
que a maior limitante ao diagnéstico da infeccao por bartonelas € que tal hipétese
ndo é considerada pela maioria dos médicos. Qualquer quadro de febre de origem
prolongada, anemia recorrente ou grave, hepatopatia colestatica, linfonodopatia
cronica e reacdo granulomatosa ou angioproliferacdo sem etiologia conhecida deve
incluir o diagnéstico diferencial de bartonelose (HAGIWARA; VELHO, 2009; SOUZA,
2011).

2.4.2 Angiomatose Bacilar

E a forma sistémica da DAG e caracteriza-se por lesbes angioproliferativas
causadas por B. henselae e por B. quintana, de carater grave e, em muitos casos,
de evolucdo fatal. As lesdes de proliferacdo vascular ocorrem em decorréncia da
angiogénese (formacado dos novos capilares a partir dos pré-existentes) determinada
por bactérias do género Bartonella. Tal resposta angiogénica € discutida. Bartonella
spp. podem provocar angioproliferacdo por pelo menos dois mecanismos distintos:
diretamente, pelo desencadeamento da proliferacdo e da inibicdo de apoptose das
células endoteliais, através da supressao da ativacéo da caspase e da fragmentacao
de DNA, e indiretamente pela ativacdo da producdo do fator de crescimento
endotelial vascular por macréfagos infectados (ANDERSSON; KEMPF, 2004,
ANDRADE NETO; BOTELHO, 2005).
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As manifesta¢cées mais comuns da angiomatose bacilar (AB) ocorrem na pele,
apresentando-se sob a forma de lesfes papulosas, angiomatosas ou
papulonodulares, de poucos milimetros a varios centimetros de diametro,
eritematosas, violaceas ou da cor da pele; de superficie lisa ou com crostas. Podem
ser isoladas ou multiplas, localizadas, zosteriformes ou disseminadas, chegando a
varias centenas; compressiveis, tensas ou ainda friaveis, podendo sangrar facil e
abundantemente. Também podem ser nodulares, moveis ou fixas a estruturas mais
profundas. Algumas vezes observam-se aspecto de celulite na superficie e
linfadenopatia regional. Eventualmente esses nodulos podem ulcerar e sangrar,
além de serem extremamente dolorosos (NOSAL, 1997).

O primeiro caso descrito de AB data de 1983 (STOLER et al.), quando um
paciente imunodeficiente apresentou, ao exame fisico, noédulos subcutaneos na
regido occipital e membros, com didmetro variando de 2 a 6 cm, que evoluiram com
aumento progressivo do tamanho e de numero. O cultivo das amostras obtidas pela
biépsia ndo evidenciou crescimento de nenhum agente, apesar de testados
diferentes meios de cultura. O exame histologico demonstrou proliferacdo de células
histiocitarias e endoteliais com pequenos vasos e proeminente infiltrado neutrofilico.
A coloracdo de Warthin-Starry foi a Unica capaz de demonstrar infiltracdo difusa de
pequenas formas bacilares, confirmadas a microscopia eletrénica. Esse paciente
obteve completa regressdo macro e microscopica dos nédulos apds o tratamento
empirico com eritromicina. Cockerell et al. (1987) denominaram essa nova afeccao
angiomatose epitelidide. LeBoit et al. (1988) propuseram 0 termo angiomatose
bacilar como nome descritivo de transicdo até a identificacdo da bactéria
responsavel pela proliferacdo de vasos. Mencionavam semelhanca clinica e
histol6gica dessas lesdes com sarcoma de Kaposi.

A incidéncia da AB é maior em pacientes imunodeficientes, como portadores
do Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV), linfomas, leucemias, ou naqueles que
utilizem medicamentos imunossupressores, como por exemplo, pacientes
submetidos a quimioterapia (TAPPERO et al.,, 1993; LOUTTIT, 1997; RAOULT,
1999; MOSEPELE; MAZO; COHN, 2012). Contudo, individuos imunocompetentes
também podem sucumbir a AB, sendo o primeiro caso conhecido descrito por
Cokerell e Leboit, em 1990. Complementarmente, NOSAL, em 1997, relatou que a

AB é extremamente rara em criangas.



32

2.4.3 Peliose Bacilar

A peliose € uma condicao rara que ocorrendo quando a AB acomete 0rgaos
internos. E caracterizada por multiplos cistos hemorragicos envolvidos por estroma
fibromixoide, localizados no parénquima de 6rgéos sélidos, principalmente no figado
e pode se tornar uma condi¢ao potencialmente letifera, haja vista a possibilidade de
ocorrer rotura espontanea do 6rgdo acometido. Pacientes com AIDS possuem maior
chance de desenvolver peliose em associacdo a angiomatose bacilar secundaria a
infeccdo por B. henselae (KOHR; HAENDIGES; TAUBE, 1993; MAGWAI,
ANDRONIKOU, 2012).

A peliose bacilar também pode apresentar-se em 0Orgdos como 0 baco,
sistema musculo-esquelético, medula 6ssea e sistema nervoso central, o que
aumenta ainda mais seu fatidico potencial de risco a vida do paciente, sendo
admissivel, inclusive, a sua relacdo com quadros psiquiatricos, como o0s de

deméncia e depressdo (TSOKOS; ERBERSDOBLER, 2005).

2.4.4 Febre das Trincheiras

Também conhecida como febre de cinco dias ou febre quinta, confere por isso
0 nome a seu agente causal: B. quintana. Foi inicialmente descrita como epidemia
das trincheiras da | Guerra Mundial e, recentemente, reapareceu na forma de
bacteremia cronica, observada mais frequentemente em moradores de rua, também
denominada como febre das trincheiras urbana ou contemporanea (OHL; SPACH,
2000; SEKI et al., 2006).

Além da epidemia durante a | e Il Guerras Mundiais, foram relatados surtos
esporadicos em muitas regides do mundo. O piolho do corpo humano (Pediculus
humanus humanus) foi identificado como vetor, sendo o ser humano o reservatorio
natural (SWIFT, 1920).

Sinais clinicos de febre das trincheiras classica incluem, além da febre,
cefaleia, dor lombar e nos membros, sudorese profusa, tremores, mialgia, artralgia,
esplenomegalia e, em casos ocasionais, exantema maculopapular e rigidez da nuca.
Com frequéncia, a febre é periddica, de 4 a 5 dias de duragdo com intervalo médio

de 5 dias entre os episodios. Sem tratamento, a doenca dura habitualmente 4 a 6
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semanas, sendo a morte rara. Entretanto, devido a bacteremia por B. quintana, em
alguns pacientes verifica-se o0 desenvolvimento de endocardite. Em pacientes
imunodeficientes, assim como a DAG, pode evoluir para angiomatose bacilar
(GILADI; EPHROS, 2013).

2.4.5 Doenca de Carrion

Possui como agente etiologico B. bacilliformis e caracteriza-se por um periodo
agudo, febril, denominado Febre de Oroya, em que ocorre grave anemia hemolitica,
e por uma fase crbénica, denominada Verruga Peruana, manifestada por erupcdes
verrugosas semelhantes a hemangiomas. O homem € o reservatério natural de B.
bacilliformis, que é transmitida por espécies de flebotomineos que habitam a regido
andina, sendo Lutzomyia verrucarum o mais importante (TAVARES, 2005).

E descrita no Peru, Equador e Colémbia, em regifes de clima tropical de
altitude da Cordilheira dos Andes. No Brasil, ainda n&o ha relatos desta bartonelose,
entretanto, segundo Cesario e Cesario (2005) ela estd se aproximando de nossa
fronteira, e seu impacto pode ser agravado pelo modelo de desenvolvimento
adotado na Amazonia (CHOMEL et al., 2009).

A Doenca de Carridén recebe esse nome em homenagem a Daniel Alcides
Carrién, estudante de medicina peruano que, em 1885 inoculou em si mesmo o
contetdo da verruga de um paciente. Seu objetivo era demonstrar que a Febre de
Oroya e a Verruga Peruana eram manifestacdes distintas de uma mesma doenca.
Assim, Carridn conseguiu comprovar sua hipétese ao desenvolver sinais da Febre
de Oroya, mas acabou morrendo 39 dias depois, aos 26 anos, ao padecer da
referida enfermidade. Entretanto, foi somente em 1909 que Alberto Leonardo Barton
Thompson, médico microbiologista, descobriu microrganismos que aderiam aos
eritrocitos, os quais foram denominados inicialmente de Bartonia, e mais tarde de
Bartonella bacilliformis. Tal achado consistiu também na primeira descricdo do
género Bartonella. A esse agente, inclusive, isolado através de PCR de muUmias da
regido de Tihuanaco, no Peru, local onde a doenca € endémica até os dias atuais,
tem sido creditado o colapso do Império Inca. (CLARRIDGE Il et al., 1995;
FENOLLAR; RAOULT, 2004; ANDERSSON; KEMPF, 2004; LOWENSTEIN, 2004;
LAMAS et al., 2008).
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

O objetivo do presente trabalho consistiu na pesquisa da ocorréncia de
infeccdo por Bartonella spp. em mamiferos silvestres (roedores e marsupiais) de
vida livre, em mamiferos domeésticos (cdes e gatos) e em ectoparasitos (pulgas,
carrapatos e piolhos hematofagos) provenientes de areas rurais dos municipios de
Petrolina e Lagoa Grande, Pernambuco, localizados no bioma Caatinga, Semiarido
Nordestino.

3.2 Especificos
E Detectar DNA de Bartonella spp. em amostras de sangue de mamiferos
silvestres de vida livre, de cdes e gatos domiciliados e em ectoparasitos

utilizando a reacdo em cadeia da polimerase (PCR).

E Detectar anticorpos anti-Bartonella spp. em cées e gatos domiciliados por

meio da reagdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI);
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4 METODOLOGIA

4.1 Local de estudo

O municipio de Petrolina esté localizado na mesorregido S&o Francisco e na
Microrregido Petrolina do Estado de Pernambuco, limitando-se ao norte com
Dormentes, a sul com o Estado da Bahia, a leste com Lagoa Grande, e a oeste com
Estado da Bahia e Afranio. Possui extensa area territorial, com 4.561,872 km?,
populacdo (estimada para o ano de 2015) de 331.951 habitantes (2014), altitude
aproximada de 376 metros e coordenadas geogréaficas 9° 23’ 35” S e 40° 30’ 27” O,
distando 722 km da capital (IBGE, 2016).

O municipio encontra-se inserido na depressdo sertaneja, unidade
geoambiental marcada por um relevo suave-ondulado, paisagem tipica do semiarido
pernambucano. Segundo a classificacao climatica de Kdéppen, o clima da regido é do
tipo BSh — semiarido (quente e seco), com a ocorréncia de duas estacdes bem
diferenciadas: estacdo seca entre os meses de maio e outubro e a estacdo chuvosa
entre os meses de Novembro e Abril, com precipitacdo pluviométrica média de
inferior a 500 mm/ano e umidade relativa do ar média em torno de 50%; sendo as
chuvas concentradas em um Unico periodo do ano e mal distribuidas espacialmente
(BRASIL, 2005; FERREIRA et al., 2013).

Em funcdo dos baixos indices pluviométricos da regido, a vegetacdo
predominante é adaptada ao estresse hidrico em periodos de estiagem e a elevada
radiacdo solar anual. As espécies vegetais possuem rapida formacédo de folhas no
periodo de chuvas e a caducifolia durante a estacdo seca — diminuindo a perda de
agua para o ambiente, sendo estas algumas das caracteristicas da vegetacdo do
bioma Caatinga, que ocupa uma area de aproximadamente 935 mil km? do territorio
brasileiro (RODAL; SAMPAIO, 2002; SILVA et al., 2010).

O municipio de Lagoa grande esta localizado a leste de Petrolina, estando,
portanto, sob as mesmas condigcbes geoambientais. Apresenta coordenadas
geograficas 8° 59’ 49" S 40° 16’ 19" O, possuindo area de 1.848,928 Km? e
populacdo humana (estimada para o ano de 2015) de 24.757 habitantes (IBGE,
2016). A Figura 1 exibe a localizacdo dos municipios onde foi realizado o presente

estudo.
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Figura 1 - Localizagdo dos municipios de Petrolina e Lagoa Grande.
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4.2 Etapas de Campo

Realizaram-se oito etapas de campo para obtencdo de amostras bioldgicas
necessarias a realizacdo do presente estudo, em diferentes épocas do ano, em
ambos os municipios (Tabela 1; Figura 2). Para tal, foram escolhidas oito diferentes
localidades na zona rural, sendo quatro no municipio de Lagoa Grande e quatro no
municipio de Petrolina (Tabela 1). Esta ultima localidade, como excecdo, encontra-
se no perimetro urbano. Entretanto, por estar situada em regido limitrofe a zona rural
e sendo a referida area uma base militar com caracteristicas rurais, esta foi
selecionada para integrar o presente estudo.

Dentro das possibilidades logisticas, buscou-se abranger diferentes
paisagens da regido, tais como area de serrote (Capim), area ribeirinha (Pedrinhas),
area rochosa (Fazenda Pajeu), area periurbana (72.° BIMtz), area proxima a criacéo

pecuaria (Acude) (Figura 3 e 4).



Tabela 1 — Cronograma das etapas de campo.
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Etapa

Data

municipio

Localidade

31/08/2014 a
03/09/2014

05/09/2014 a
08/09/2014

31/10/2014 a
03/11/2014

30/11/2014 a
03/12/2014

10/01/2015 a
13/01/2015

14/01/2015 a
17/01/2015

19/04/2015 a
22/04/2015

01/05/2015 a
04/05/2015

Lagoa Grande

Petrolina

Petrolina

Lagoa Grande

Petrolina

Lagoa Grande

Lagoa Grande

Petrolina

Fazenda Tanque de Ferro — Agude

Batalhdo do 72.° BIMtz

CCA UNIVASF

Fazenda Tanque de Ferro — Riacho

Capim

Fazenda Pajel

Fazenda Tanque de Ferro — Estrada

Pedrinhas

(Mariana Campos Fontalvo)

Figura 2 — Climatograma da area de estudo no periodo do estudo.
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Os locais de captura de animais silvestres foram determinados levando-se em
consideracao fatores como seguranca, lojistica, e disponibilidade de ponto de apoio
para a colheita e processamento inicial das amostras. No municipio de Lagoa
Grande também foi considerada necessidade de alojamento adequado para a
equipe que participou das atividades de campo, uma vez que a distancia dos locais
de coleta em Lagoa Grande a Petrolina inviabilizava o retorno diario da equipe.

Ao redor das localidades em que foram obtidas as amostras de animais
silvestres, tanto em Lagoa Grande como em Petrolina, foram visitadas residéncias
elou propriedades rurais em busca de cées e gatos, com a finalidade de obter-se

daqueles animais amostra de sangue e seus ectoparasitos.

Figura 3 — Pontos de captura de animais silvestres e busca de animais domésticos.
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Figura 4 — Paisagens dos pontos de captura de animais silvestres.

(Fotos: Mariana Campos Fontalvo)

a, Etapa 1 — Lagoa Grande. Fazenda Tanque de Ferro — Agude. Ago/Set de 2014; b, Etapa
2 — Petrolina, Batalhdo do 72.° BIMtz. Set de 2014; c, Etapa 3 — Petrolina, C1, CCA
UNIVASF. Out/Nov de 2014; d, Etapa 4 — Lagoa Grande, Fazenda Tanque de Ferro —
Riacho. Nov/Dez de 2014; e, Etapa 5 — Petrolina, Capim. Jan de 2015; f, Etapa 6 — Lagoa
Grande, Fazenda Pajel. Jan de 2015; g, Etapa 7 — Lagoa Grande, Fazenda Tanque de
Ferro — Estrada. Abr de 2015; h, Etapa 8 — Petrolina, Pedrinhas. Abr de 2015.
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4.3 Animais Silvestres

Para captura de animais silvestres utilizaram-se 92 armadilhas tipo live-trap,
sendo 29 de tipo caixa (Shermann) de dimensdes 30 X 8 X 9 cm, 28 de tipo caixa
de dimensbes 43 X 12,5 X 14,5 cm, e 35 tipo gaiola (Tomahawk) de dimensdes 43 x
12,5 x 12,5 cm, durante quatro noites consecutivas em cada localidade avaliada. As
armadilhas foram dispostas em 23 linhas com quatro armadilhas cada, distando oito
metros entre si e cerca de 100 metros da proxima linha (HORTA et al., 2007).

Como iscas, utilizou-se uma mistura homogénea de consisténcia pastosa de
quirela de milho, banana amassada, pagoca, sardinha e azeite de oliva, acrescida de
pedacos de abacaxi. As armadilhas foram iscadas e aparelhadas ao entardecer do
primeiro dia e revisadas ao amanhecer dos quatro dias seguintes, ocasido em que
as iscas eram trocadas (FARIA-CORREA; VILELLA; JARDIM, 2006; GRAIPEL et
al., 2006).

O esforco amostral foi calculado com base na formula: EA = NA x NN, em que
EA = esforco amostral; NA = nimero de armadilhas utilizadas; NN = ndamero de
noites de captura. O sucesso de captura foi obtido a partir da formula SC = NC/EA x
100, sendo SC = sucesso de captura; NC = numero de capturas; EA = esforco
amostral (ICMBIO, 2011; SANTANA, 2006).

Ao alvorecer, por volta das cinco horas da manha, horério local, as armadilhas
eram vistoriadas uma a uma. Quando constatado armadilha contendo animal em seu
interior, essa era entdo levada até o ponto de apoio. O animal capturado era
retirado da armadilha, utilizando-se puca e luvas de raspa de couro, sendo em
seguida submetido a pesagem e subsequentemente a contencdo quimica,
utilizando-se cloridrato de cetamina, por via intramuscular profunda, em dose
variavel, de acordo com a espécie animal e massa corporal do individuo (Tabela 2).
O passo seguinte era a identificacdo do animal, identificacdo da espécie capturada,
bem como o género, registro fotografico e medicéo.

Efetuava-se, entdo a colheita asséptica de sangue, por puncéo intracardiaca,
puncao de veia caudal ou veia cefalica, dependendo da espécie animal, obtendo-se
amostra de volume apropriado — ndo excedendo 10% do volume total de sangue do

animal, o que corresponde a 6% do seu peso vivo (Figura 5).
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Tabela 2 — Doses de cloridrato de cetamina, em mg/Kg, empregadas para contencao

quimica, de acordo com a espécie animal e massa corporal.

Categoria Dose
Roedores com até 100g 100 mg/Kg
Roedores com mais de 100g 70 mg/Kg
Marsupiais com até 100g 70 mg/Kg
Marsupiais com mais de 100g 50 mg/Kg
Canideos 30 mg/Kg

Adaptado de CUBAS; SILVA; CATAO-DIAS (2006).

O procedimento era realizado utilizando-se agulhas de calibre 13 X 4,5 mm,
20 X 5,5 mm ou 25 X 7 mm, e seringas de 1 ou 3 mL, de acordo volume de sangue a
ser obtido. 250uL de sangue total eram transferidas da seringa para microtubos
estéreis de 1,5 mL, previamente identificados, contendo &lcool etilico absoluto P.A.
(ACS, ISO, Reag. Ph Eur (C;HsOH)). Os tubos eram acondicionados em caixas
térmicas e encaminhados ao Laboratério de Doencas Parasitarias do CCA UNIVASF
e estocados a — 20 °C até o momento do processamento (informagcéo verbal)®.

A proxima etapa foi a coleta de ectoparasitos, a qual era realizada utilizando-
se chumacos de algoddo embebidos em éter etilico (dietilico) P.A. (ACS (C2Hs).0),
0s quais eram friccionados delicadamente por todo o pelame do animal, a fim de
ocasionar a queda dos parasitos em um recipiente limpo e de cor clara, de onde os
artréopodes eram entdo coletados com pincas anatdbmicas e acondicionados em
microtubos de 1,5 mL, previamente identificados, contendo alcool etilico absoluto
99,5% P.A. (CH3CH,OH) e mantidos a temperatura ambiente para posterior
identificagdo taxondmica e processamento molecular.

Os animais eram entdo marcados, a fim de evitar recaptura nos dias
subsequentes, aparando-se o0s pelos da regido sacral e, apos total recuperacdo de

consciéncia e deambulacéo, liberados no mesmo local da captura (Figura 6).

! Protocolo fornecido pelo Prof. Dr. Mauricio Claudio Horta, Laboratério de Doencas Parasitarias, Campus de
Ciencias Agrarias, UNIVASF.
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Figura 5 — Colheita de sangue por puncéo da veia caudal em espécime jovem de

Didelphis albiventris.

(Mariana Campos Fontalvo)

(Mariana Campos Fontalvo)
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4.4 Animais Domésticos

No entorno dos pontos em que eram capturadas as amostras de animais
silvestres, foi realizada busca ativa de cdes e gatos em residéncias e propriedades
rurais. Faixa etaria; sexo; municipio de procedéncia; presenca de carrapatos;
presenca de pulgas; presenca de piolhos; histérico de ectoparasitos; e contato com
a mata foram informacdes obtidas sobre esses animais com o intuito de estabelecer
possiveis fatores de risco.

As amostras de sangue dos caes e gatos eram assepticamente colhidas por
venopuncao cefélica ou jugular, sob contencéo fisica, com garroteamento manual.
Nos céaes utilizou-se focinheira plastica e nos gatos, quando necessario, utilizou-se
bolsa de contencao (Figura 7). Foram utilizadas agulhas de calibre 20 X 5,5 ou 25 X
7, de acordo com o porte do animal. As amostras de sangue obtidas eram
acondicionadas em tubos contendo anticoagulante EDTA, o0s quais eram
centrifugados a 3000 RPM durante 15 min. A amostra era aliquotada em microtubos
de 1,5 mL nas fracBes plasma e células sanguineas, sendo estocados a — 20 °C até

0 momento do processamento.

Figura 7 — Colheita de sangue por puncédo da veia cefalica em gato.
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(Mariana Campos Fontalvo)
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Para a coleta de ectoparasitos, utilizava-se pente fino de ago, com passagens
sucessivas por todo o corpo do animal. Os parasitos encontrados eram ent&o
coletados com pincas anatbmicas e acondicionados em microtubos de 1,5 mL
previamente identificados contendo alcool etilico a 70% e mantidos a temperatura

ambiente para posterior identificagéo taxondmica e processamento.

4.5 Identificacdo dos Ectoparasitos

A identificacdo preliminar dos ectoparasitos foi realizada no Laboratorio de
Doencas Parasitarias da Universidade Federal do Vale do S&o Francisco, utilizando-
se chaves dicotdmicas e pictéricas (WERNECK, 1936; ARAGAO; FONSECA, 1961;
LINARDI; GUIMARAES, 2000; BARROS-BATTESTI; ARZUA; BECHARA, 2006;
PEREIRA et al., 2015).

4.6 Reacao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

Os plasmas obtidos de caes e gatos foram submetidos a Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta para a deteccdo de anticopos IgG anti-Bartonella
henselae. Foi utilizado o kit comercial Bartonella® Antigen Substrate Slides (MBL
Bion International Corporation, Des Plaines, IL, EUA), seguindo o protocolo do
fabricante. Consideraram-se positivas as amostras com titulos =2 64 (CRISSIUMA et
al., 2011). Os testes diagndsticos foram realizados no Laboratorio de Hantaviroses e

Rickettsioses da Fundacédo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro.
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4.7 Deteccédo Molecular de Bartonella spp.

4.7.1 Extracdo de DNA

4.7.1.1 Pulgas e Piolhos

Os espécimes eram retirados do microtubo com alcool onde estavam
armazenados e colocados para secar em papel toalha a temperatura ambiente
durante 15 minutos. Em seguida, eram macerados em microtubos de 1,5 mL, com o
auxilio de ponteiras estéreis de 1000 pL modificadas. Utilizou-se protocolo de
termoextracdo (HORTA et al., 2007). As amostras foram armazenadas a — 20 °C até
a realizagcédo da PCR.

4.7.1.2 Carrapatos

Foram utilizados até cinco espécimes por hospedeiro. Os carrapatos eram
inicialmente retirados do alcool e colocados para secar em papel toalha a
temperatura ambiente durante 15 minutos. Em seguida, eram macerados em
microtubos de 1,5 mL, com o auxilio de ponteiras estéreis de 1000 uL modificadas. A
partir dai, foi empregado o kit comercial Wizard® Genomic DNA Purification
(Promega, Madison, WI, EUA). Os produtos obtidos na extracdo foram estocados a
—20° C até o momento do processamento. A cada 10 amostras extraidas, foi

utilizado um controle de extracao (dgua destilada com auséncia de DNA).

4.7.1.3 Sangue

Para extracdo de DNA de coagulos sanguineos (amostras caes e gatos) e
sangue-etanol (amostras de animais silvestres) utilizou-se kit comercial Wizard®
Genomic DNA Purification (Promega, Madison, WI, EUA).
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4.7.2 Reacao em cadeia pela polimerase (PCR)

O diagndstico molecular de DNA de Bartonella spp. foi realizado por meio da
PCR convencional, utilizando-se dois pares de oligonucleotideos, tendo um deles
como alvo fragmento do gene citrato sintase (gltA) e o outro, fragmento do gene
riboflavina sintase (ribC) (Quadro 2). A solucdo a ser utilizada na reacdo de
amplificacdo de DNA de Bartonella spp. foi preparada misturando-se 2,5 yuL de DNA
purificado de cada amostra a mistura composta de 12,5 uL de DreamTag® Green
PCR Master Mix (Thermo Scientific, Foster City, CA, EUA); 1 pyL de cada
oligonucleotideo e 8 L de agua deionizada autoclavada, para volume final de 25 pL.
Utilizou-se como controle positivo solugdo contendo DNA gendmico purificado de B.
clarridigeiae. As condicbes para amplificacdo utilizada para cada par de

oligonucleotideos sdo descritas no Quadro 3.



Quadro 2 — Oligonucleotideos utilizados nas reacdes para deteccdo de DNA de Bartonella spp.

Gene

Produto

alvo Primers Sequéncia de nucleotideos (5 — 3’) da PCR Especificidade Referéncia
Bhcs.781p GGGGACCAGCTCATGGTGG A

gltA Bhes.1137n | AATGCAAAAAGAACAGTAAACA 380 pb | Género Bartonella NORMAN et al. (1995)
B. henselae,
B. quintana,

, BARTON-1 | TAACCGATATTGGTTGTGTTGAAG B. bacilliformis,

rbC BARTON-2 | TAAAGCTAGAAAGTCTGGCAACATAACG 580 pb B. clarridgeiae, JOHNSON et al. (2003)
B. elizabethae,
B. vinsonii subsp. berkhoffii

Quadro 3 — Condicdes para amplificacdo de cada par de oligonucleotideos conforme o gene avaliado.

Etapas gltA ribC
Desnaturagao inicial 95° C 95° C
10 min 10 min

NuUmero de ciclos 35 37
Desnaturacéao Sl 5 .C
20 seg 1 min
Anelamento 51°C 51°.C
30 seg 1 min
5 72°C 72°C

Extenséo . .
2 min 1 min
Extensao final 72°C 72° C
3 min 3 min

LY
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Para permitir a verificagéo da presencga do fragmento de DNA amplificado, as
amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose a 1,5%, em cuba
horizontal contendo tampé&o de corrida Tris/Borato/EDTA (TBE), sob 100 V durante
60 min. O gel foi entdo, submetido a submersdo em solucdo de brometo de etideo

durante 25 minutos e observado sob luz ultravioleta.

4.8 Analises Estatisticas

Para avaliar os possiveis fatores de risco associados a soropositividade em
animais domésticos, realizou-se o teste qui-quadrado para cada possivel fator de
risco, com intervalo de confianca de 95%, utilizando-se o software Epi Info®
(verséo7.1).

4.9 Aspectos Eticos

O presente projeto foi executado atendendo a todas as normas éticas de
acordo com o parecer 0009/021014 do Comité de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal do Vale do Séo Francisco (CEUA).

A captura e o manejo dos animais silvestres foram autorizados pelo IBAMA,

por meio do protocolo 45764-1.
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5 RESULTADOS

5.1 Mamiferos Silvestres

No total, 77 animais silvestres foram capturados, sendo 38 animais da
Ordem Rodentia, 38 da Ordem Marsupialia e um Unico animal da Ordem
Carnivora. Thrichomys apereoides foi a espécie mais abundante, seguida de
Didelphis albiventris. As menos abundantes foram Calomys expulsus e
Gracilinanus agilis. Dentre o total de animais capturados, houve
homogeneidade entre o género, sendo 40 eram fémeas e 37 machos. A partir
da massa corporal dos individuos, péde-se estimar sua faixa etaria, tendo sido
apanhados 21 jovens e 56 adultos (Figura 8).

Foram capturadas duas espécies endémicas da Caatinga: T. aperoides
e Wiedomys pyrrhorhinus, sendo esta Ultima de ocorréncia restrita naquele
bioma, enquanto T. apereoides também ocorre em é&reas de transicdo com
oitros biomas. Conseguiu-se ainda, capturar um exemplar de Cerdocyon thous
jovem em armadilha tipo gaiola de medidas 43 x 12,5 x 12,5 cm.

O esforgo amostral foi de 2944 armadilhas-noite (nimero de armadilhas
por noite X numero de noites), sendo o0 sucesso de captura de 2,6%. O niumero
de exemplares capturados por espécie, por etapa de campo é expresso no
Quadro 4.

Pedrinhas foi a localidade com o maior nimero de capturas, enquanto

gue Acude foi o menor. Na localidade Estrada ndo houve nenhuma captura.
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Figura 8 — Espécies silvestres capturadas.

(Mariana Campos Fontalvo)
Roedores: a, Thrichomys apereoides; b, Wiedomys pyrrhorhinus; ¢, Galea spixii; d,
Calomys expulsus. Marsupiais: e, Didelphis albiventris; f, Monodelphis domestica; g,
Gracilinanus agilis. Canideo: h, Cerdocyon thous.



Quadro 4 — Numero de animais capturados por espécie por etapa de campo.

Espécie Lagoa Grande

Ordem Rodentia

Wiedomys pyrrhorhinus 0 1 0 0 1 1

Calomys expulsus 0 2 0 0 0 0

Didelphis albiventris 0 0 0 0 1 2

Gracilinanus agilis 1 0 0 0 0 0

Cerdocyon thous 0 1 0 0 0 0

F = fémea; M = macho; MC = massa corporal média; J = jovem; A = adulto.

Petrolina

Total F M MC J A

24 27 14 13 479 10 17

(Mariana Campos Fontalvo)

18



52

5.2 Caes e Gatos

Foram examinados 109 cdes e 40 gatos nos municipios de Lagoa
Grande e Petrolina, PE, totalizando 149 animais domesticos. A localidade em
que foi obtido um maior nimero foi Pedrinhas, &rea ribeirinha e a menor,
Estrada, area pertencente a Fazenda Tanque de Ferro (Quadro 5).

Dentre os caes, todos os animais eram sem raca definida, enquanto que
entre 0s gatos, sete eram da raca siamesa e 33 eram sem raca definida. Com
relacdo a faixa etéria, 47 animais eram jovens (idade igual ou inferior a 12
meses), enquanto 102 eram adultos. O sexo masculino foi prevalente entre os
animais encontrados por busca ativa. A maioria dos cdes encontrava-se
parasitada por carrapatos, mas nenhum gato albergava carrapato. A minoria
dos cdes e gatos encontrava-se parasitada por pulgas. A maior parte dos

animais domésticos possuia livre acesso a mata.

Quadro 5 — Animais domésticos amostrados por localidade.

Espécie Lagoa Grande Petrolina Total
Acude Riacho Pajed Estrada | 72.° CCA Capim Pedrinhas
Caes 9 28 15 1 12 12 12 20 109
Gatos 2 6 0 0 6 4 9 13 40
11 34 15 1 18 16 21 33 149

5.3 Ectoparasitos

O ectoparasitismo verificado em mamiferos silvestres foi de 87% (67/77).
Na Ordem Rodentia, 92,1% (35/38) dos animais estavam infestados:
Thrichomys apereoides (Amblyomma auricularium, Amblyomma sp., Familia
Argasidae, Familia Laelapidae, Familia Listrophoridade, Ornithonyssus sp.,
Polyplax spinulosa e Gyropus lenti)), Wiedomys pyrrhorhinus (Familia
Laelapidae), Galea spixii (Familia Laelapidae, Gyropus lenti). JA na Ordem
Marsupialia, em 83,8% (31/37) dos animais encontraram-se ectoparasitos:
Didelphis albiventris (Amblyomma sp., Familia Argasidae, Familia
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Trombiculidae, Ornithonyssus sp., Ctenocephalides felis felis), Monodelphis
domestica (Amblyomma sp., Familia Laelapidae); e Ordem Carnivora 100%
(1/1): Cerdocyon thous (Pulex irritans). Nao se observou infestacdo em

Calomys expulsus e em Gracilinanus agilis.

Os acaros (Familia Laelapidae, Familia Listrophoridade, Ornithonyssus
sp.), por ndo terem sido identificados quanto a espécie a tempo da concluséo
do presente trabalho de dissertacdo; assim como os piolhos da espécie
Gyropus lenti, por serem piolhos mastigadores e ndo hematdéfagos — o que
tornaria pouco provavel sua participacdo na transmissdo de Bartonella spp.,
ndo foram incluidos nas andlises moleculares deste estudo, ndo sendo

relatados maiores detalhes sobre essas espécies na presente dissertacao.

Os ectoparasitos que efetivamente foram analisados, ou seja,
submetidos as andlises moleculares, foram os carrapatos, pulgas e piolhos
hematéfagos (Figura 9).

Detalhamento sobre mamiferos silvestres que se encontravam
parasitados por carrapatos, pulgas e piolhos hematéfagos, incluindo estadio

evolutivo dos ectoparasitos, encontra-se descrito na Tabela 3.

De um total de 109 cées, 42,2% (46) estavam parasitados apenas por
carrapatos, da espécie Riphicephalus sanguineus, 5,5% (6) estavam
parasitados apenas por pulgas, sendo Ctenocephalides felis felis e Pulex
irritans as espécies de ocorréncia, enquanto que 13,76% (15) estavam
parasitados por carrapatos e pulgas. Dentre os 21 animais parasitados por
pulgas, 5 estavam infestado somente por C. felis felis, 11 somente por P.

irritans, enquanto 6 possuiam infestacao mista.

Dentre os 40 gatos, 22,5% (9) encontravam-se parasitados por pulgas

da espécie C. felis felis
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Figura 9 — Carrapatos, pulgas e piolhos hematofagos de ocorréncia nos

animais amostrados.

==

\

(Mariana Campos Fontalvo)
Carrapatos: a, Amblyomma sp. (aumento de 15X); b, Familia Argasidae (aumento de
13X); c, Riphicephalus sanguineus (aumento de 9X). Pulgas: d, Ctenocephalides felis
felis (aumento de 23X); e, Pulex irritans (aumento de 15X). Piolho: f, Poliplax spinulosa
(aumento de 28X).



Tabela 3 — Carrapatos, pulgas e piolhos hemato6fagos por hospedeiro de ocorréncia dentre os animais silvestres que compuseram

0 presente estudo.

Hospedeiro NHP Ectoparasito NEE (estadio)
Thrichomys apereoides Amblyomma auricularium 24 (n), 1 (a)
Amblyomma sp. 15 (1)
Familia Argasidae 19() 1 (n)
11 Polyplax spinulosa. 20
Wiedomys pyrrhorhinus 1 Amblyomma sp. 5()
Galea spixii 0 - -
Calomys expulsus 0 - -
Didelphis albiventris 1 Amblyomma auricularium 3 (n)
4 Amblyomma dubitatum 4 (n)
13 Amblyomma sp. 143 (1)
3 Familia Argasidae 7
1 Ctenocephalides felis felis 3 (a)
Monodelphis domestica 1 Amblyomma auricularium 1(n)
2 Amblyomma sp. 9 (I
1 Familia Argasidae 1(n)
Gracilinanus agilis 0 - -
Cerdocyon thous 1 Pulex irritans 9 (a)

NHP = nimero de hospedeiros parasitados, NEE = nimero de ectoparasitos encontrados, | = larva, n = ninfa, a = adulto.

SS



56

5.4 RIFI

Dentre os caes, 24,77% (27/109) animais foram positivos para
anticorpos anti-B. henselae e 15% dos gatos (6/40) apresentaram-se
sororreagentes (Quadro 6). Nao houve diferencas estatisticas quando
analisado faixa etaria, sexo, municipio de origem, parasitismo por carrapatos,

pulgas e piolhos, contato com mata, e histérico de ectoparasitismo (Tabela 4).

Quadro 6 — Céaes e gatos soropositivos para Bartonella spp. por localidade.

Espécie Lagoa Grande Petrolina Total
Acude Riacho Pajeu Estrada | 72.° CCA Capim Pedrinhas
Cées 1 7 1 1 5 1 4 7 27
Gatos 0 1 - - 0 1 0 4 6
1 8 1 1 5 2 4 11 33
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Tabela 4 — Prevaléncia de anticorpos anti-Bartonella spp. em cées e gatos em relacéo a faixa etaria, sexo, municipio, parasitismo

por carrapatos, piolhos e pulgas, contato com mata, e histérico de ectoparasitismo.

Variavel Categoria caes Prevaléncia p* gatos Prevaléncia p*
amostrados  positivos (%) amostrados positivos (%)

Faixa Etaria <1 ano 30 6 20,0 0,741 17 2 11,8 0,964
>1 ano 79 20 25,3 23 4 15,0

Sexo Fémea 31 7 22,6 0,958 15 1 6,7 0,492
Macho 78 19 24,3 25 5 20,0

municipio Lagoa Grande 53 10 18,9 0,335 8 1 12,5 0,670
Petrolina 56 16 28,6 32 5 15,6

Carrapato Parasitado 61 13 21,3 0,634 0 - - -
N&o parasitado 48 13 27,1 0 - -

Pulga Parasitado 21 4 19,0 0,772 9 3 33,3 0,223
N&o parasitado 88 22 25,0 31 3 9,7

Piolho Parasitado 2 0 0,0 0,969 0 - - -
N&o parasitado 107 26 24,3 0 - -

Contato com  Sim 95 25 26,3 0,217 33 6 18,2 0,522

mata N&o 14 1 7,1 0 0,0

Histéricode  Sim 70 14 20,0 0,652 2 33,3 0,483

ecto Nao 26 7 26,9 26 3 11,5
SI 13 5 - - 8 1 - -

“valor ndo significativo (p>0,05). SI = sem informag&o.

LS
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5.5 PCR

Foram realizadas 674 reacbOes para cada par de primer, sendo 77
referentes a amostras de sangue de silvestres e 149 referentes a sangue de
domeésticos e 448 referentes a ectoparasitos.

Dentre as reagdes envolvendo o0s ectoparasitos, estes foram
processados individualmente, com excecédo de larvas, que foram tratadas em
forma de pool, devido ao seu tamanho e técnica utilizada no presente estudo.
As reacdes com ectoparasitos estdo detalhadas na Tabela 5, em que se pode
observar a representatividade de cada espécie animal. Por exemplo, foram
processadas trés pulgas da espécie C. felis felis provenientes de um Unico
exemplar de D. albiventris, enquanto que houve 10 piolhos da espécie Polyplax
spinulosa oriundos de trés exemplares de T. apereoides. Portanto, as 448

reacoes em ectoparasitos representam 127 hospedeiros.

Tabela 5 — Detalhamento dos ectoparasitos processados: quantidades por
espécie de parasito e espécie hospedeira.

Ectoparasito NRE Hospedeiro NHR
Silvestres
Carrapatos Amblyomma spp. 26  Thrichomys apereroides 8
Amblyomma sp. 1  Wiedomys pyrrhorhinus 1
Amblyomma spp. 3 Monodelphis domestica 3
Amblyomma spp. 17  Didelphis albiventris 13
47
Piolhos Polyplax spinulosa 10 Thrichomys apereroides 3
10
Pulgas Ctenocephalides felis felis 3  Didelphis albiventris 1
Pulex irritans 9  Cerdocyons thous 1
12
Domésticos
Pulgas Ctenocephalides felis felis 43 Céo 11
Pulex irritans 61 Céo 16
Ctenocephalides felis felis 45 Gato 9
149
Carrapatos Riphicephalus sanguineus 230 Cao 61
230
Total 448 127
NE = numero de reacbes de ectoparasitos, NH = numero de hospedeiros

representados
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5.5.1 Animais Silvestres

N&o foi amplificado DNA de Bartonella spp. em quiaisquer das amostras

de sangue total dos animais silvestres que compuseram o presente estudo.

5.5.2 Caes e Gatos

Nao foi amplificado DNA de Bartonella spp. em nenhuma amostra de

sangue total de cées ou de gatos.

5.5.3 Ectoparasitos

N&o foi amplificado DNA de Bartonella spp. em amostras de carrapatos
de animais silvestres ou domésticos.

Em amostras de pulgas e piolhos foi detectado DNA de Bartonella spp.,
sendo que o par de oligonucleotideos com alvo no gene citrato sintase
demonstrou sensibilidade maior que aquele com alvo no gene riboflavina
sintase. A Tabela 6 demonstra 0 nimero de ectoparasitos positivos para cada
técnica, fazendo associacdo ao numero de hospedeiros que se encontravam
parasitados.

Na localidade Riacho foram positivas amostras de pulgas de silvestres,
cdes e gatos, assim como de piolho de silvestre. Nas localidades Pajeu,
Estrada, 72.° BIMtz e CCA nédo foram encontrados ectoparasitos positivos
(Quadro 7).

Todos os exemplares de P. irritans coletados do C. thous foram
positivos para DNA de Bartonella spp., assim como um espécime de P.
spinulosa proveniente de T. apereroides.

Pulgas de nove caes foram positivas para DNA de Bartonella spp.,
estando um deles parasitado simultaneamente por C. felis felis e P. irritans

positivas. Dois caes cujas pulgas foram positivas apresentaram-se
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sororeagentes a RIFIl. Pulgas de oito dos nove gatos parasitados foram
positivas, dentre os quais dois animais possuiam titulos de anticorpos anti-B.

henselae maiores ou iguais a 64.



Tabela 6 — Resultados positivos de PCR de ectoparasitos de acordo com o gene-alvo utilizado.

Ectoparasito Hospedeiro gltA ribC
NEP NHR NEP NHR
Pulex irritans Cerdocyons thous 9 1 5 1
Polyplax spinulosa Thrichomys apereroides 1 1 0 0
Ctenocephalides felis felis Cao 1 1 0 0
Pulex irritans Cao 35 9 10 3
Ctenocephalides felis felis Gato 24 7 13 5
Total 70 19 28 9

NEP = nimero de espécimes de ectoparasitos positivos, NHR = nimero de hospedeiros representados. gltA = primer com alvo no gene citrato
sintase; ribC = primer com alvo no gene riboflavina sintase.

Quadro 7 — Numero de animais representados por ectoparasitos positivos para DNA de Bartonella spp. por localidade.

Localidade
Hospedeiro Ectoparasito(s) Lagoa Grande Petrolina Total
Acude | Riacho | Pajel |Estrada| 72.° CCA | Capim |Pedrinhas
C. thous P. irritans - 1 - - - - - - 1
T.apereroides P. spinulosa 0 1 0 - 0 0 0 - 1
Céo C.felis felis e P. irritans - 1 - - 0 0 0 0 1
Céo P. irritans 2 6 0 0 0 0 0 0 8
Gato C. felis felis 0 1 - - 0 0 1 5 7
Total 2 10 0 0 0 0 1 5 18

09
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6 DISCUSSAO

Por ndo haver, até entdo, registro sobre a ocorréncia de Bartonella spp.
no Bioma Caatinga, assim como no Estado de Pernambuco, decidiu-se por
realizar tal levantamento inédito. O estudo da fauna silvestre de vida livre
permite clarificar importantes aspectos relacionados a manutencao de diversos
agentes etiolégicos na cadeia epidemioldgica de diferentes doencas, bem
como sua sustentacdo e viabilidade na natureza. Nesse aspecto, devido a
macica antropizacdo que as areas originalmente silvaticas vém sofrendo, é
importante enfatizar especialmente estudos relacionados a doencgas de caréater
zoonotico (BARBOSA; MARTINS; MAGALHAES, 2011; RODAL; SAMPAIO,
2012). No presente trabalho, o levantamento da ectoparasitofauna também foi
de grande relevancia, dada a transmissibilidade vetorial de Bartonella spp.
(CHOMEL; BOULOUIS, 2005).

Diversas espécies silvestres ja foram identificadas como reservatorios
confirmados e/ou potenciais de Bartonella spp. (BREITSCHWERDT;
KORDICK, 2000; GUPTILL, 2010; HARMS; DEHIO, 2012). A maioria das
espécies de Bartonella ja descritas em todo o mundo possui roedores como
reservatorios (YING et al., 2002; BUFFET; KOSOY; VAYSSIER-TAUSSAT,
2013). Marsupiais, por sua vez, sdo reconhecidos como reservatorios naturais
de inUmeras zoonoses (GOLDSMID, 2005). Desta forma, o presente estudo
contemplou pesquisar preferencialmente roedores e marsupiais.

O sucesso de captura alcancado no presente estudo (2,6%), o qual foi
realizado em areas degradadas da Caatinga, mostrou-se inferior ao conseguido
por Guimaraes (2014) (6,1%) no Parque Nacional da Serra das Confusoes,
Estado do Piaui, area de preservacdo ambiental com baixos indices de
intervencdo humana.

Analisando-se a sazonalidade, o sucesso de captura do presente estudo
mostrou-se ligeiramente mais promissor nos periodos posteriores a época de
maiores indices pluviométricos, Novembro a Abril. A etapa com maior numero
de capturas foi a que ocorreu no més de Maio, na localidade de Pedrinhas, a
gual fora realizada em uma propriedade ribeirinha, ao passo que, na etapa
realizada na localidade Estrada, em Lagoa Grande, no més de Abril, quando a

precipitacdo pluviométrica ultrapassou os 400 mm, o resultado foi desfavoravel.
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Isso pode se explicar pela maior oferta de alimento no ambiente, o que
desencoraja o animal a buscar as iscas em uma estrutura (armadilha)
totalmente desconhecida, ja que este habito que ndo faz parte da sua rotina
(BERGALLO; MAGNUSSON, 1999; BEISIEGEL et al., 2013), uma vez que
foram encontradas pegadas e vestigios da presenca dos animais no ambiente
em todos os dias de captura.

Comparando-se 0s dois municipios, o sucesso de captura em Petrolina
foi de 4,1% enquanto que em Lagoa Grande foi de apenas 1,2%. Pode-se
levantar a hipotese de que o nivel de degradacéo ambiental em Lagoa Grande
seja bastante severo, maior até mesmo que o encontrado em sua vizinha,
Petrolina. Tal hipétese pode ser sustentada pelos resultados de Diaz et al.
(2013), que demonstraram ser a expansao agricola o principal fator causal da
deterioragdo da Caatinga, em especial nas proximidades de terras cultivadas
com uvas, sendo o municipio de Lagoa Grande o maior produtor de uva e vinho
da Regido Nordeste. No entanto, como o presente trabalho foi realizado
somente em alguns pontos isolados de cada municipalidade, ndo representa
necessariamente a situacdo de cada municipio como um todo.

Foram detectadas oito diferentes espécies de mamiferos, o que equivale
a cerca de 5,4% do numero total de espécies de mamiferos de ocorréncia
natural na Caatinga (148) (OLIVEIRA; GONCALVES; BONVICINO, 2003). A
espécie capturada com maior frequéncia foi Thrichomys apereoides,
representando 39% (30/77) dos animais silvestres que compuseram o presente
estudo. Dentre roedores, essa espécie equivaleu a 79% (30/38), similar a
porcentagem encontrada por Guimaraes (2014), que foi de 80%.

Em segundo lugar geral, figurou Didelphis albiventris, representando
35% do total, sendo o marsupial mais capturado, 71% (27/38). Levantamento
de marsupiais no municipio de Pesqueira, agreste pernambucano, também
obteve maioria de capturas daquela espécie (NASCIMENTO; FERREIRA;
MOURA, 2013), enquanto que no estudo de Guimardes (2014), no Piaui, o
mais encontrado foi Monodelphis domestica (90%), o qual representou 26%
(10/38) dos marsupiais do presente estudo.

Os dados obtidos nas etapas de campo demonstraram haver diferenca
na composi¢cdo de espécies de mamiferos silvestres quando comparadas as

localidades. Isso pode ser atribuido as diferentes paisagens naturais
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encontradas em cada ponto de captura, assim como descrito por Santos-Filho,
da Silva e Sanaiotti (2008).

Para a captura de pequenos mamiferos (roedores e marsupiais), foram
utiizadas armadilhas de dimensbes compativeis e iscas atrativas
preferencialmente aqueles animais (FARIA-CORREA; VILELLA; JARDIM,
2006; GRAIPEL et al., 2006). Todavia, conseguiu-se capturar um espécime
jovem de Cerdocyon thous em armadilha do tipo gaiola de medidas 43 x 12,5 x
12,5 cm, o qual, inclusive, trouxe importante contribuicdo aos resultados do
presente trabalho, visto que as pulgas que se albergavam naquele animal —
juntamente com o piolho que parasitava um exemplar de T. apereoides, foram
0S componentes que comprovaram a circulacdo de Bartonella spp. no ambiente
silvestre.

A captura de C. thous é preconizada utilizando-se gaiolas de madeira
com dimensdes de 70 cm X 70 cm X 130 cm, com porta tipo guilhotina e vao
entre ripas menor que trés centimetros (JORGE, 1986). Alé disso, o referido
carnivoro, por ser uma espécie onivora oportunista (BEISIEGEL et al., 2013),
adaptando-se a oferta de alimento em qualquer época do ano, possivelmente
tenha entrado na gaiola por curiosidade, ja que se tratava de um animal jovem.

Pbdde-se perceber grande diversidade de ectoparasitos em uma mesma
espécie hospedeira. Um Unico espécime de T. apereoides (proveniente da
localidade CCA), por exemplo, albergava ectoparasitos de seis diferentes
familias — carrapatos das familias Ixodidae e Argasidae; piolhos das familias
Polyplacidae e Gyropidae; e acaros das familias Laelapidae e Macronyssidae.
Segundo, Poulin, Krasnov e Morand (2006), h4 uma grande variacdo no
namero de espécies de parasitos, tanto endoparasitos quanto ectoparasitos,
que os mamiferos podem hospedar, sendo que animais de pequeno porte
tendem a uma maior diversidade parasitaria do que aqueles de grande porte.

Obteve-se numero escasso de animais parasitados por pulgas no
presente estudo, quando comparado a outros semelhantes, tanto em animais
domeésticos quanto em silvestres (TSAI et al., 2010; BILLETER et al.; 2011;
CRISSIUMA et al., 2011), o que pode estar relacionado a fatores climaticos da
regido de estudo, inserida no Poligono das Secas. Caracteristicas como o
balanco hidrico negativo (resultante de indices pluviométricos anuais inferiores

a 500 mm), insolagcdo média de 2.800 h/ano, temperatura média anual em torno
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de 28 °C (podendo chegar a 44,1 °C no Veréo e 39,1 °C no Inverno) e umidade
relativa do ar média de 50% (BRASIL, 2005; FERREIRA et al., 2013; INMET,
2015b). Tais fatores fazem com que o local do presente estudo seja um
ambiente relativamente hostil aos sifonapteros que, de forma geral, possuem
como condi¢des Gtimas para seu desenvolvimento temperatura de 28 + 1°C e
umidade relativa de aproximadamente 75% (SILVA et al., 2008).

Ectoparasitos representam um importante elo da cadeia epidemiolégica
de inumeras enfermidades, incluindo as bartoneloses. Dentre os patdégenos
que possuem carrapatos como vetores, destacam-se Rickettsia rickettsii,
Coxiella burnetti, Borrelia burgdorferi, Ehrlichia spp., Babesia spp., Bartonella
spp. e Anaplasma spp. (PIESMAN; EISEN, 2008).

Yersinia pestis, Rickettsia felis, Rickettsia typhi e Bartonella henselae
figuram entre os microrganismos englobados na transmisséo vetorial por
pulgas (VAN DER SNOEK; OVERGAAUW, 2011).

Polyplax spp. s&o comprovadamente vetores de Mycoplasma
haemomuris (anteriormente conhecido como Haemobartonella muris),
Rickettsia typhi, Trypanosoma lewisi, Borrellia duttoni, Bartonella spp. e
Brucella brucei (KOHN; CLIFFORD, 2002; TSAI et al., 2010; DONG et al.,
2014). Bartonella spp., portanto, pode utilizer diferentes ectoparasitos para sua
disseminacéao: desde carrapatos, pulgas e piolhos hematéfagos.

Em meio ao universo amostral de animais silvestres, mesmo nao se
obtendo diagndstico positivo em sangue, conseguiu-se demonstrar o ciclo
silvatico de Bartonella spp. na Caatinga pela presenca do DNA bacteriano em
pulgas e piolho hemat6fago que parasitavam o canideo (Cerdocyon thous) e
um roedor (Thrichomys apereoides), respectivamente, sendo ambos 0s animais
provenientes da mesma localidade do municipio de Lagoa Grande (Riacho).

Além do ineditismo em descrever a ocorréncia de Bartonella spp. no
bioma Caatinga e no Estado de Pernambuco, este € o primeiro relato de
diagnoéstico sorolégico de Bartonella spp. em cdo na Regido Nordeste; o
primeiro em pulga de céo no pais; assim como também a primeira descrigdo do
agente em piolho e pulga de animal silvestre, e, mais especificamente nos
géneros Pulex e Polyplax em todo o territério nacional.

Bartonella spp. em Polyplax spp. foi descrita anteriormente em Taiwan
(TSAI et al., 2010). No mesmo estudo, também foi detectado DNA do referido
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agente em pulgas de animais silvestres, mas ndo em seus carrapatos, como
também ocorreu no presente trabalho.

Fleischman et al. (2015) detectaram anticorpos anti-Bartonella spp. em
11 de 97 canideos silvestres provenientes de sete zoologicos localizados no
Estado de S&o Paulo, estando Cerdocyon thous entre as espécies de canideos
em que foi relatada exposicéo ao referido agente. No presente trabalho, n&o foi
realizada RIFI da amostra proveniente do canideo silvestre e a PCR de sangue
obteve-se resultado negativo. Entretanto, os resultados positivos das pulgas
coletadas daquele animal demonstram a possibilidade de ele ja ter sido
exposto a Bartonella spp., assim como o roedor que estava parasitado pelo
piolho positivo.

Adicionalmente ao papel de animais silvestres como reservatorios
naturais de bartonelas, faz-se necesséario verificar o ciclo domiciliar.
Conhecendo-se as espécies de Bartonella patogénicas a seres humanos e
sabendo-se que a infeccdo se da principalmente por meio do contato com
animais domeésticos, mais especialmente aqueles tidos como animais de
estimacédo (FLORIN et al., 2008; GILADI; EPHROS, 2013), o presente estudo
contemplou também o levantamento da infeccdo em caes e gatos domiciliados.

Ao se avaliar os possiveis fatores de risco sugeridos (faixa etaria, sexo,
municipio de procedéncia, parasitismo ou ndo por carrapatos, pulgas e/ou
piolhos, contato com a mata, e histérico de parasitismo) através do teste do
qui-quadrado, ndo foram verificadas diferencas estatisticas. Uma hipotese é de
que esses fatores nao sejam realmente tidos como “fatores de risco’,
entretanto, dado o pequeno numero de animais amostrados, ndo podemos
inferir que o resultado do teste anule a hipétese de que um animal que esteja
parasitado por pulgas, por exemplo, ndo tenha maior risco de ser infectado por
Bartonella spp. do que outro que jamais tenha tido contato com esses
ectoparasitos. De uma forma geral, percebeu-se certa homogeneidade no
manejo que 0s animais que compuseram o presente estudo recebem de seus
proprietarios.

Todos os cées que participaram do presente estudo apresentavam-se
sem qualquer sinal aparente de doenga. Dentre 0os animais soropositivos, dois
deles também tiveram diagnostico positivo para DNA de Bartonella spp. em

suas pulgas, mas ndo em amostras de sangue. Sabe-se que o0s cdes atuam
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como reservatorio acidental de algumas espécies de Bartonella, entretanto
caes assintométicos raramente demonstram bacteremia persistente (DINIZ et
al., 2007a; WIKSWO et al., 2007; BREITSCHWERDT, 2008; GUPTILL, 2010).

Yore et al. (2014) descreveram Bartonella spp. em pulgas das espécies
Pulex spp. e C. felis em pulgas de nove de 80 caes parasitados (11,3%), 0s
quais eram provenientes de abrigo, no Estado da Florida, Estados Unidos.

No presente estudo, confirmou-se a ocorréncia de Bartonella spp. por
meio da deteccdo de anticorpos (em cades e gatos) e pela existéncia de DNA
bacteriano em ectoparasitos coletados de animais amostrados (caes, gatos,
silvestres), sendo sugestivel que o hospedeiro albergasse o microrganismo,
apesar de nao ter sido encontrado DNA de Bartonella em nenhuma amostra de
sangue. Ha de se levar em consideracdo que a presenca ou auséncia de
infeccdo por Bartonella spp. no reservatorio ndo reflete necessariamente a
condi¢cdo das pulgas que o parasitam (CHOMEL et al., 1996; LA SCOLA et al.,
2002). Todavia, resultados negativos na PCR de sangue frequentemente séo
indicativos de que a concentracdo de DNA bacteriano na amostra possa ser
insuficiente para ser detectavel por meio da técnica utilizada (RUBIO et al.,
2014; ANDRE et al., 2015). Além do que, PCR de amostras de sangue
comumente ndo apresentam sucesso devido a fatores inibitérios da hemina
(AKANE et al., 1994; KIRILLOV et al., 2007) e ja foi comprovado que Bartonella
causa caracteristicamente, bacteremia ciclica (HARMS; DEHIO, 2012).

Dentre as 674 amostras testadas na PCR, englobando sangue de
silvestres, cdes e gatos, e ectoparasitos, 71 foram positivas para o
oligonucleotideo que codifica fragmento do gene gltA, enquanto houve apenas
28 amostras positivas para o oligonucleotideo que codifica fragmento do gene
ribC. Todas as amostras positivas no ribC também o foram no gltA, mas ndo o
contrario. Isto pode se dever a sensibilidade do teste ser varidvel de acordo
com o primer utilizado ou por ser o primer com alvo no gene gltA mais
abrangente no que tange a detectividade de uma gama muito maior de
espécies de Bartonella do que o primer com alvo no ribC (NORMAN et al.,
1995; JOHNSON et al., 2003; BUFFET; KOSQY; VAYSSIER-TAUSSAT, 2013).
Pode-se inferir a possibilidade de que haja espécies diferentes daquelas
detectaveis pelo primer com alvo no gene ribC nos resultados do presente

trabalho, o que podera ser comprovado mediante o sequenciamento de DNA.
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O fato de um animal ser positivo na PCR e negativo na RIFI pode sugerir
que a infeccao seja recente, ndo tendo o individuo ainda produzido um nivel de
anticorpos IgG detectavel ao exame; que o animal esteja imunossuprimido ou
ainda que a infeccdo seja por uma espécie de Bartonella que ndo apresente
reacao cruzada com B. henselae (PRETORIUS et al., 1999). Isto também pode
justificar o fato de as pulgas provenientes de um animal serem positivas para
DNA de Bartonella e aquele ndo apresentar anticorpos detectaveis na RIFI,
conforme ocorreu com alguns animais domeésticos do presente estudo.

Houve 31,2% (34/109) dos cédes com diagnostico positivo ou sugestivo
para infeccdo por Bartonella spp. Cerca de 24,8% (27/109) dos cées foram
soropositivos, enquanto que houve pulgas PCR-positivas em 42,3% (9/21) dos
cées infestados. Dentre esses, houve dois soropositivos e com pulgas positivas
simultaneamente. Prevaléncia inferior foi descrita por Brenner et al. (2013) em
cdes errantes de Sao Paulo (9,3% ou 11/118 animais). Em Botucatu, dentre
198 caes, somente 3,5% foram soropositivos para bartonelas (DINIZ et al.,
2007a; DINIZ et al., 2007b). J& em estudo conduzido no Peru, foi detectado
63% (68/108) de soropositividade para Bartonella spp. em caes assintomaticos,
em que a faixa etaria consistiu fator de associacdo a positividade para animais
com idade igual ou superior a um ano de vida (DINIZ et al., 2013),
diferentemente do presente estudo, em que nado houve tal correlacdo. Corréa,
Matheucci e Henrique-Silva (2009) detectaram bacteremia em 65% (39/60) em
cdes de Sao Carlos, obtendo associacdo positiva a presenca de anormalidades
cardiacas, o que também ja foi comprovado por Breitschwerdt et al. (1999).

Comparando-se os resultados com o de outros trabalhos semelhantes,
percebe-se que a prevaléncia de sorologia positiva para Bartonella spp. em
animais domésticos € bastante elevada. Medidas de prevencdo e controle
precisam ser instituidas, a fim de diminuir o nUmero de animais que atuam
como fontes de infeccao para seres humanos.

No presente estudo, ndo foi detectado DNA de Bartonella spp. em
amostras de sangue de cdaes, similar ao encontrado por Cicuttin et al. (2014),
em 94 cées provenientes de Buenos Aires. Contudo, no mesmo trabalho foram
descritas amostras PCR-positivas de sangue de gatos.

Dentre os felinos amostrados, 30% (12/40) apresentaram diagnéstico

positivo ou sugestivo para Bartonella spp. Dos 40 gatos, seis (15%) foram
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positivos na RIFI e sete animais (17,5%) na PCR de pulgas, sendo um deles
positivo concomitantemente na RIFI e na PCR de ectoparasitos. Crissiuma et
al. (2011) relataram ocorréncia de DNA de Bartonella em pulgas de 20% (4/20)
dos gatos infestados, dentre os quais somente um apresentou DNA bacteriano
detectavel no sangue, No presente trabalho, encontrou-se 89% (8/9) de
positividade em pulgas dentre os animais parasitados.

Mais uma vez, os dados demonstram a necessidade macica de acfes
de cuidado veterinario para com 0s animais domésticos, como tratamento,
controle e prevencao de infestagcdo por pulgas, uma simples medida que
produz, entre outros beneficios, um importante aspecto a prevencao da doenca
da arranhura do gato e outras bartoneloses zoondticas.

Os resultados sorologicos em felinos do presente estudo sao
semelhantes aos encontrados por Loureiro e Hagiwara (2007), as quais
detectaram 16% de positividade para anticorpos anti-Bartonella spp. em 200
gatos domiciliados na cidade de Sédo Paulo. Dentre estudos conduzidos no
Brasil com gatos, encontrou-se positividade variando de 1,6%, em felinos
domiciliados e felinos provenientes do CCZ de Sé&o Luis, Maranhdo, e Cuiaba e
Varzea Grande, Mato Grosso (BRAGA et al., 2012; BRAGA et al., 2015), até
97% em gatos de abrigos de Vassouras, Rio de Janeiro (SOUZA et al., 2010),
utilizando-se métodos moleculares e/ou sorologia. Os trabalhos encontrados
sdo provenientes dos Estados de S&o Paulo, 4,3% (BORTOLI et al., 2012),
30% (ANDRE et al., 2014), 46% (SLHESSARENKO et al., 1996); Rio de
Janeiro, 42,5% (CRISSIUMA et al., 2011), 35,7% (LAMAS et al., 2010), 56,1%
(KITADA et al., 2014); Mato Grosso, 2,2% (MICELI et al., 2013) e Rio Grande
do Sul, 25,5% (STAGGEMEIER et al., 2010).

O fato de o contato com animais de estimacgéo ser a forma mais comum
de infec¢cdo por bartonelas, somado a ocorréncia da DAG em individuos
imunocompetentes se dar predominantemente de forma clinica mais branda e
com resolugdo espontdnea (sendo inclusive ndo diagnosticada e,
consequentemente, ndo tratada adequadamente), abre um grande precedente
a manutencdo de bacteremia em reservatorios humanos (MORIARTY;
MARGILETH, 1987; BREITSCHWERDT; KORDICK, 2000; CHOMEL et al.,
2006). Vieira-Damiani et al. (2015) detectaram DNA de B. clarridigeiae em

amostra hematolégica submetida a cultura de um doador de sangue
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assintomatico, no Estado de S&o Paulo, o qual possuia um gato ha mais de
dez anos e dois cdes ha quatro, os quais, segundo relato do proprietéario,
eventualmente apresentavam pulgas e carrapatos. O doador havia sido
mordido pelo gato dois anos antes do exame, 0 que sugere fortemente a
possibilidade de infeccdo naquele episadio.

No Rio de Janeiro, realizou-se levantamento em portadores do HIV, seus
animais de estimacédo (caes e gatos) e ectoparasitos, e também em doadores
de sangue. Foram detectados anticorpos anti-Bartonella spp. em 38,4% dos
HIV-positivos, em 35,7% dos gatos e em 34% dos doadores de sangue.
Nenhum cao foi positivo. Nao foi amplificado DNA de Bartonella nos
ectoparasitos (LAMAS et al., 2010). A transmissibilidade de Bartonella spp. por
transfusdo sanguinea é um fator a ser considerado no Brasil, visto que néo é
realizado qualquer teste de triagem relacionado a bartoneloses no pais
(CARRAZZONE; BRITO; GOMES, 2004; ANVISA, 2015) e que, em estudo
realizado no maior banco de sangue da América do Sul, o DNA de Bartonella
estava presente na corrente sanguinea de aproximadamente um em cada 30
doadores (PITASSI et al., 2015).

O papel dos animais domésticos na transmissao de diversas espécies
de Bartonella é de grande relevancia, uma vez que cerca de 95% das pessoas
que apresentam DAG tém histéria de uma arranhadura de gato, 4% uma
arranhadura ou mordedura de cdo e apenas 1% nao possui histérico de contato
com animal (YOSHIORA et al., 2005).

Findo o presente trabalho, a proxima etapa consiste no sequenciamento
das amostras que obtiveram resultado positivo a PCR, a fim de se determinar
quais as espécies de Bartonella ocorrem no local do estudo. Entre as espécies
ja detectadas no Brasil em animais encontram-se: B. vinsonii subsp. arupensis,
em roedores silvestres de vida livre (FAVACHO et al., 2015); B. vinsonii subsp.
berkhoffii e B. clarridgeiae em canideos silvestres mantidos em cativeiro
(FLEISCHMAN et al., 2015); B. henselae e B. koehlerae em felideos silvestres
em cativeiro (GUIMARAES et al., 2010; FILONI et al., 2012); B. henselae, B.
vinsonii subsp. berkhoffii e B. clarridgeiae em cées (DINIZ et al., 2007a; DINIZ
et al., 2007b; CORREA; MATHEUCCI; HENRIQUE-SILVA, 2009; BRENNER et
al., 2012); B. henselae e B. clarridgeiae, em gatos (STAGGEMEIER et al.,
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2010; BORTOLI et al.,, 2012; BRAGA et al.,, 2012; MICELI et al.,, 2013;
STAGGEMEIER et al., 2014; BRAGA et al., 2015).
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7 CONCLUSAO

O presente trabalho obteve éxito em confirmar, de forma inédita, a
ocorréncia de Bartonella spp. no bioma Caatinga, Semiérido Nordestino.

Demonstrou-se a circulacdo do referido agente:

E Por meio de diagnéstico molecular em pulgas e piolho de animais

silvestres do municipio de Lagoa Grande.

E Pela primeira vez no Brasil em piolho da espécie Polyplax

spinulosa, que parasitava Thrichomys apereoides;

E Pela primeira vez no Brasil em pulgas da espécie Pulex irritans,
gue parasitavam Cerdocyon thous.

E Por meio de diagnostico soroldgico em animais domésticos

provenientes dos municipios de Petrolina e Lagoa Grande;

E Por meio de diagnostico molecular em pulgas de gatos
provenientes dos municipios de Petrolina e Lagoa Grande; e em

pulgas de cées oriundos de Lagoa Grande;
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8 CONSIDERACOES FINAIS

Mediante o conhecimento prévio das implicacdes que Bartonella spp.
pode ocasionar a saude humana e a animal, o presente trabalho, por revelar a
circulacdo do referido microrganismo no local de estudo, trouxe importantes
contribuicbes para o planejamento de futuras agbes de vigilancia
epidemiologica e entomoldégica de vetores associados a transmissao de
bartoneloses na regiao.

Conhecer as espécies de Bartonella que ocorrem na regido, realizar
estudos epidemioldgicos nas zonas rural e urbana e conhecer a prevaléncia
nas populacdes de animais domeésticos e populacdo humana da regido séo
estudos que se fazem necessarios a partir de entdo, a fim de compreender
melhor sua distribuicdo e fatores de risco associados, permitindo um melhor
aproveitamento de acbes de saude publica, visto que Bartonella possui

importante carater zoonotico.
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