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RESUMO

A bartonelose ¢ uma doenga de grande importancia para a saide Unica, mas apresenta um diagndstico
desafiador, visto que as técnicas convencionais sdo limitadas, em relac¢do a alta complexidade e tempo
necessario. Logo, a busca por novos alvos para o diagndstico soroldgico de Bartonella henselae ¢ de
consideravel interesse e o desenvolvimento de antigenos especificos pode incrementar a sensibilidade
e especificidade desse diagnostico. Assim, esta pesquisa avaliou a atividade antigénica de proteinas
quiméricas recombinantes sintetizadas a partir de epitopos imunogénicos de B. henselae para
imunodiagnostico de bartonelose felina. Para tanto, foi analisada a atividade de reconhecimento das
quimeras em 145 amostras de soros felinos através de ELISA indireto (ELISA feline Bartonella-EFB).
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Para analisar as caracteristicas gerais do teste foi realizada uma analise de aderéncia, utilizando as
métricas de acurécia, sensibilidade, especificidade e area sob a curva ROC (AUROC). A sensibilidade,
especificidade, valor preditivo positivo, valor preditivo negativo e acuracia do EFB para deteccdo de
anticorpos anti-B. henselae também foram mensurados frente ao teste de imunofluorescéncia indireta
(IFA), para analisar sua possivel aplicagdo como método de triagem e/ou de confirmacdo no
diagnostico soroldgico da bartonelose felina. As proteinas quiméricas mostraram-se efetivas ao
detectar a presenca de anticorpos contra B. henselae em amostras de soros felinos, e ainda, todas as
amostras reativas para bartonelose no teste proposto foram reativas também no teste padrao ouro
(IFA). Como o teste proposto demonstrou baixa sensibilidade e alta especificidade, as proteinas
recombinantes mostraram-se promissoras, ¢ poderdo ser utilizadas como ferramenta para o
diagnéstico de bartonelose felina.

Palavras-chave: Diagnoéstico. Doenga da Arranhadura do Gato. Ectoparasitas. Quimeras. Zoonose.
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1 INTRODUCAO

As doengas transmitidas por vetores sao de suma importancia para a medicina veterinaria e
humana, visto que a interagdo entre as espécies propicia a transmissdo e disseminagio de zoonoses V.
O diagnostico adequado dessas enfermidades contribui para o tratamento dos animais em tempo habil,
reduzindo a transmissdo do agente para outros animais e para o homem. Nesse sentido, zoonoses
silenciosas, como a bartonelose, constituem um desafio, porque os animais sdo frequentemente
assintomaticos ou oligossintomaticos, o que dificulta a identificagdo e tratamento precoce dos animais
enfermos, aumentando o risco de transmissao a outros individuos ©.

A bartonelose ¢ causada por bactérias patogénicas do género Bartonella, subclasse a2 de
proteobactérias, constituido por bacilos intracelulares, aerdbicos e de crescimento lento. Das 46
espécies conhecidas de Bartonella 18 estao associadas com doenca humana ®. Em relagdo as espécies,
além de B. henselae, agente etioldgico da doenga da arranhadura do gato, que acomete pessoas e pode
ocasionar infec¢ao grave e até fatal em individuos imunocomprometidos ¥, também B. clarridgeiae
e B. koehlerae, estdo associadas aos gatos, considerados importantes reservatorios e transmissores ©).

A transmissdo ocorre principalmente de forma vetorial, por insetos hematofagos, como
flebotomineos e pulgas, sendo os mamiferos seus reservatdrios naturais . Pulgas da espécie
Ctenocephalides felis sdo vetores naturais de Bartonella spp. € a transmissdo para felinos ocorre por
meio da inoculagcdo de particulas de fezes das pulgas infectadas com a bactéria em lesdes preé-
existentes ou durante o grooming, possibilitando a transmissao para outros animais ou pessoas atraveés
de arranhadura ou mordedura (> >©),

O diagnoéstico da bartonelose ¢ um desafio, pois ainda ndo hd uma técnica que detecte a
presenca de infeccdo com acurdcia @. As técnicas mais utilizadas sdo ELISA, western blot,
imunofluorescéncia indireta, anédlise molecular como a reagdo em cadeia de polimerase (PCR),
imunohistoquimica, isolamento e cultura microbioldgica, porém, todas apresentam limitagdes > 7. A
cultura ¢ considerada o padrdo ouro para a confirmag¢do da infeccdo por Bartonella, sendo
recomendadas técnicas especializadas como meios de crescimento enriquecidos e cultivo celular ®,
Porém, essa técnica requer laboratdrio especializado, meios de cultura especificos, atmosfera
controlada, e o crescimento lento do microrganismo demanda maior tempo para os resultados ©.

Diante do exposto, compreender e aperfeigoar os métodos de diagnéstico das bartoneloses €
de grande interesse para a comunidade cientifica e para a sociedade, considerando que a infec¢ao em
gatos pode ser assintomadtica, ou com sinais clinicos inespecificos e bacteremia persistente, fato que
facilita a transmissdo zoonotica % '), Assim, a disponibilidade de novos instrumentos diagndstico

mais rapidos, eficazes e de baixo custo ¢ fundamental ndo somente para a saide humana como também
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para a medicina veterindria, especialmente em felinos de comunidades vulneraveis com controle de
vetores inadequado. Portanto, essa pesquisa avaliou um novo método de diagnostico sorologico para
bartonelose em felinos, com o uso de proteinas quiméricas recombinantes produzidas a partir de
antigenos de B. henselae, além de descrever pardmetros hematologicos e bioquimicos associados a

felinos do estudo.

2 MATERIAL E METODOS

O estudo foi desenvolvido no Ambulatério Veterinario Ceval, que ¢ um posto de atendimento
clinico do Hospital de Clinicas Veterinaria (HCV) da Universidade Federal de Pelotas (UFPel),
localizado em uma regido em vulnerabilidade social na cidade de Pelotas-RS, na Regido Sul do Brasil.
Nesses espacos, durante as consultas, usualmente ocorre a coleta de sangue dos animais para realizar
exames a fim de determinar seu estado de saude, sendo as amostras remanescentes identificadas e
armazenadas na soroteca do Laboratdrio de Patologia Clinica do HCV/UFPel e disponibilizadas para
a execucao de pesquisas. Para este estudo a partir da informacao de que praticamente 100% dos felinos
atendidos no HCV apresentam ectoparasitas em alguma fase da vida, foram utilizadas 145 amostras
de soro de felinos, oriundas de 125 pacientes, As amostras de sangue, em um volume de
aproximadamente 3mL, foram coletadas de forma asséptica, por pun¢do jugular ou cefélica,
identificadas e acondicionadas em tubos estéreis sem anticoagulante. Posteriormente, as amostras
foram centrifugadas a 3.000 x g por 15 minutos. As amostras de soro obtidas foram transferidas para
tubos de 2 ml e armazenadas a -20°C, até o processamento e utilizacdo nas andlises laboratoriais.

Adicionalmente foram coletados e tabulados os dados referentes as analises hematoldgicas e
bioquimicas dos animais, obtidos por meio do software de gestdo do HCV- UFPel (SimplesVet), em
que consta o historico completo de todos os pacientes, para identificar se estes apresentavam alguma

alteragdo indicativa de infec¢do nos exames realizados.

2.1 PROTEINAS RECOMBINANTES

Neste estudo foram analisadas trés proteinas quiméricas recombinantes denominadas rQ1, rQ2
e rQ3 que foram desenvolvidas a partir de epitopos identificados com base nas sequéncias GroEL, 17
kDa, P26, BadA, Pap31, OMP89 e OMP43, que sdo antigenos importantes de B. henselae, como
descritas por Gongalves et al. 2, Segundo 0s autores, essas proteinas foram expressas e purificadas
usando um sistema heter6logo baseado em Escherichia coli e reagiram com anticorpos presentes no
soro de humanos naturalmente infectados, que foram cedidas para essa pesquisa pelo Laboratério de
Bacteriologia e Bioensaios (LABBio/UFPel).
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2.2 ANTIGENICIDADE DAS QUIMERAS RECOMBINANTES COM SORO DE FELINOS

Foram realizados ensaios de Western blot (WB) para avaliar o reconhecimento das proteinas
rQl, rQ2 e rQ3 por anticorpos anti-Bartonella que pudessem estar presentes no soro de felinos
naturalmente infectados. Para isso, as proteinas foram separadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE 12%), eletro transferidas para membranas de nitrocelulose e bloqueadas
com Soro Fetal Bovino (SFB 1%), durante 1h, sob agitacdo (50 rpm). Apds, foram realizadas lavagens
com tampao fosfato-salino (Phosphate Buffered Saline PBS-T) para retirar a solugao de bloqueio.

Na sequéncia, foi analisado um pool de 28 soros felinos ainda ndo testados para bartonelose
(anticorpo primario), que foi agitado por 1h a 50 rpm. Posteriormente, foram realizadas lavagens com
tampao PBS-T, para retirar o anticorpo primario (soros felinos). O anticorpo conjugado anti-IgG de
felino (Rhea Biotech) (anticorpo secundario) foi adicionado a membrana nas concentragdes definidas
pelo fabricante (1:10.000), com o objetivo de amplificar a deteccdo dos anticorpos de interesse,
conferindo maior especificidade ao teste. Para a revelagdo, utilizou-se uma solucao
substrato/cromégeno (6mg de diaminobenzidina, 0,03% de sulfato de niquel, 50 mM de Tris HCI pH
8,0 € 0,03% de perdxido de hidrogénio).

2.3 ELISA FELINE BARTONELLA (EFB)

O ELISA indireto foi desenvolvido utilizando as proteinas quiméricas e soro anti-Bartonella
de felinos, aqui denominados como ELISA Feline Bartonella (EFB), em placas de poliestireno com
96 cavidades sensibilizadas com as quimeras recombinantes de forma individual, diluidas em tampao
carbonato-bicarbonato (50 mM; pH 9,6). A concentracdo de cada antigenos (5 pg/ml), bem como a
diluicao dos soros felinos (1:100) foram pré-determinadas através do ELISA checkerboard **. Apos
incubag¢do por 1h a 37°C, as cavidades foram lavadas com tampao fosfato salino (PBS 1X) e
bloqueadas com solugdo de caseina 0,5%.

Os soros felinos foram diluidos em PBS 1X e incubados a 37°C por uma hora em contato com
os antigenos. Foram utilizados quatro controles negativos: 1) apenas as proteinas quiméricas; ii) as
proteinas quiméricas e o diluente; iii) as proteinas quiméricas e o conjugado e iv) apenas o conjugado.
O anticorpo anti-IgG felino conjugado com peroxidase (Rhea Biotech) foi adicionado em dilui¢des
pré-estabelecidas pelo fabricante (1:10.000). As placas de poliestireno foram mantidas a 37°C por 1h
entre cada uma das etapas do teste. Lavagens foram realizadas entre cada reagdo, utilizando solugao
PBS-T (PBS + 0,05% Tween 20). Para visualizar as reagdes foi adicionado o tampao citrato 0,1 M
acrescido de 0,2 mg/mL de O-Phenylenediamine Dihydrochloride (OPD) e 0,03% de H2O:.
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Subsequentemente foi utilizada uma solucdo de 2M H>SO4 para interromper a reacdo, que foi
quantificada via espectrofotdmetro com comprimento de onda de 492 nm.

Todos os testes foram realizados em duplicata e todas as amostras testadas para cada quimera
(rQ1, rQ2 e rQ3). As amostras identificadas como reagentes foram testadas novamente em duplicata,

apos 20 dias do resultado reativo.

2.4 CONTRAPROVA - ANALISE SOROLOGICA (IFA-FIOCRUZ)

A andlise sorologica foi utilizada como contraprova dos resultados positivos no teste proposto
(EFB) no Laboratorio de Hantaviroses e Rickettsioses do Instituto Oswaldo Cruz (LHR), servigo de
referéncia regional para o diagnoéstico de rickettsioses, utilizando imunofluorescéncia indireta (IFA)
para o diagndstico de B. henselae, com o kit diagnostico Bartonella IFA 1gG REF IF1300G, lote
X13082N (FOCUS), seguindo o protocolo do laboratorio e as recomendagdes do fabricante, com um
ponto de corte para amostras reagentes de 1:64. Na contraprova, foram analisadas oito amostras de
soro felino selecionadas das amostras analisadas para EFB de forma aleatdria e as quatro amostras
reativas no EFB sem identificagdo, totalizando doze amostras. As amostras foram diluidas em 1:64 ¢
1:128 em tampao salino fosfato, a intensidade da fluorescéncia especifica foi avaliada subjetivamente

(com escores de 1 a 4) e o titulo de anticorpos foi definido pela principal diluigdo com escore 2.

2.5 ANALISE ESTATISTICA

A aderéncia do EFB foi analisada conforme as métricas de acuracia (total de acertos/total de
registros), sensibilidade (total de acertos positivos/total de positivos), especificidade (total de acertos
negativos/total de negativos) e area sob a curva ROC (AUROC) (sensibilidade em funcdo da
proporc¢ao de falsos positivos: 1- especificidade). Para avaliagdo das diferencas entre os parametros
hematologicos e bioquimicos entre os animais, cada resultado foi comparado utilizando Modelos
Lineares Generalizados (GLM's) de acordo com as categorias: positivo em ambos 0s testes; positivo
apenas na FIOCRUZ e negativo em ambos os testes. Todos os testes foram realizados no R ¢4,
considerando indice de significancia de 95%.

A sensibilidade, a especificidade, o valor preditivo positivo (VPP), o valor preditivo negativo
(VPN) e a acuracia do método EFB para detec¢do de anticorpos anti-B. henselae em amostras de soro
felino foram mensuradas frente ao IFA, para analisar sua possivel utilizagdo como método de triagem
e/ou de confirmagdo no diagnostico soroldgico da bartonelose felina.

Para o calculo de sensibilidade, especificidade, VPP, VPN e acuricia foram consideradas

amostras verdadeiras reativas (VR), amostras verdadeiras nao-reativas (VNR), amostras falsas
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reativas (FR), amostras falsas ndo-reativas (FNR) do método de ELISA em relagdo ao método de IFA;
amostras reativas (VR + FR) e amostras ndo-reativas (VNR + FNR) em relacdo ao método de ELISA;
amostras reativas (R) e amostras nao-reativas (NR) em relagdo ao método de IFA; e total de amostras

analisadas (T).

3 RESULTADOS
Das trés proteinas quiméricas purificadas avaliadas por Western blot (rQ1, rQ2 e rQ3) (Figura

1A), somente a rQ1 foi reconhecida por soro de felinos naturalmente infectados (Figura 1B.

Figura 1. Expressao e antigenicidade das proteinas quiméricas recombinantes rQ1, 1Q2 e rQ3. Obs.: (A) SDS-PAGE 12%
corado com Comassie Blue e (B) Western blotting de reconhecimento das quimeras recombinantes pelos anticorpos anti-
Bartonella henselae presente no soro de felinos naturalmente infectados. M - Marcador de peso molecular Page Ruler
(Thermo Scientific), 1 4 - Q1; 2e 5 - Q2; 3e 6 - Q3, identificados na faixa de 38 kDa.
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Das 145 amostras de soro felino analisadas por EFB, quatro foram reagentes contra as
quimeras avaliadas (Tabela 1), o que indica que estes felinos possivelmente estavam infectados pela
bactéria, resultado que foi confirmado apos a repeti¢ao do teste sob as mesmas condi¢des. Assim, as
quimeras recombinantes desenvolvidas por meio da predi¢do de epitopos por ferramentas de
imunoinformatica reagiram com anticorpos presentes no soro de felinos, oferecendo uma alternativa

interessante de imunodiagndstico para a bartonelose.

Tabela 1. Resultados dos soros felinos submetidos ao teste ELISA Feline Bartonella (EFB).

Amostra de soro Amostra de soro Amostra de soro Amostra de soro
felino 1 felino 2 felino 3 felino 4
Proteina Q1 Reagente N&o reagente Reagente N&o reagente
Proteina Q2 Reagente Reagente Reagente N&o reagente
Proteina Q3 Reagente N&o reagente Reagente Reagente
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Das 12 amostras encaminhadas para confirmacao por IFA, oito foram positivas, sendo que
todas as amostras reativas para Bartonella no EFB (n = 4) também reagiram na IFA, mas quatro
amostras nao reativas no EFB, reagiram na contraprova (Tabela 1). Comparando os resultados obtidos
no EFB com a contraprova (IFA) observamos, 4 amostras verdadeiras reativas, 4 falsas negativas
reativas, 4 verdadeiras ndo reativas e nenhuma falsa reativa. Estes dados sdo utilizados para determinar
a sensibilidade, especificidade, VPP, VPN e acuracia do EFB para detec¢ao de anticorpos anti-

Bartonella henselae em amostras de soro felino mensuradas frente ao método IFA (Tabela 2).

Tabela 2. Resultados dos soros felinos submetidos a contraprova IFA para validacao dos resultados obtidos no teste ELISA
Feline Bartonella (EFB).

Amostras soros felinos Teste de ELISE;“EI'::él)me Bartonella Contraprova IFA
1 + +
2 +
3 + +
4 B
5 - -
6 - +
7 + +
8 + +
9 - -
10 - -
11 - +
12 - +

*IFA: Imunofluorescéncia Indireta.

A sensibilidade dos testes preliminares do EFB, em relacdo ao do IFA foi de 50% e a
especificidade foi de 100%. O VPP, nimero de positivos em ambos os testes sobre o numero de
positivos apenas no EFB, foi de 100% e o VPN, calculado pelo nimero de amostras negativas em
ambos os testes sobre o total de negativos no teste EFB, foi de 50%. A acurécia, determinada pela
soma dos soros positivos e negativos detectados nos dois testes sobre o total da amostra, foi de 66,7%.
A area sobre curva ROC demonstra que apesar da alta especificidade, ou seja, a capacidade do EFB
de mensurar os felinos verdadeiramente negativos para bartonelose, a sensibilidade foi baixa,
mostrando que o teste apresenta imprecisdo na identificacdo dos verdadeiramente positivos
(EUROC=0,75), apesar de ndo apresentar falsos negativos.

As amostras de sangue de todos os felinos avaliados foram submetidas também a analises
hematologicas e bioquimicas, cujos resultados foram comparados entre os animais ndo reativos nos

dois testes, reativos no IFA e reativos em ambos os testes, EFB e IFA (Tabela 3).
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Tabela 3. Média e desvio padrdo dos parametros hematologicas e bioquimicos dos felinos analisados para

Bartonella henselae.

‘

Variaveis Nao reativos EFB ¢ IFA Reativos IFA Reativo EFB e IFA
ALT (TGP) 36,38 +/- 30,26* 150,93 +/- 108,10* 44,43 +/- 29,392
Creatinina 1,35 +/- 0,332 1,20 +/- 0,61? 1,05 +/-0,17*
Ureia 73,76 +/- 23,61* 91,61 +/- 90,40° 65,98 +/- 21,36°
Fosfatase Alcalina 60,13 +/- 13,517 50,73 +/- 27,83? 21,28 +/- 19,422
Hemacias 8,17 +/- 1,802 9,89 +/- 1,342 6,48 +/- 1,07°
Hemoglobina 12,28 +/- 2,352 12,63 +/-1,27* 9,20 +/- 1,492
Hematocrito 0,40 +/- 0,09* 0,40 +/- 0,042 0,29 +/- 0,042
VCM 47,03 +/- 1,652 40,20 +/- 2,21° 45,15 +/- 3,242
CHCM 0,32 +/- 0,01 0,32 +/-0,01* 0,32 +/- 0,01
Plaquetas 79,67 +/- 4,62* 97,00 +/- 115,97* 213,67 +/- 163,54
Leucocitos Totais 8.900 +/- 2.546* 7.933 +/- 2.996* 19.675 +/- 13.3402
Segmentados 5.433 +/-2.132° 4.694 +/- 2.0342 15.244 +/- 13.1422
Linfocitos 2.702 +/- 1.1392 2.835+/-1.419* 4.179 +/- 1.266*
Monodcitos 156,00 +/- 119,42 232,00 +/-339,10* 649,00 +/- 547,322
Eosinofilos 609,00 +/- 549,95° 64,00 +/- 56,00° 451,25 +/- 404,99*
Proteinas Plasmdticas 6,93 +/- 0,46" 7,60 +/- 0,60° 9,25 +/- 1,20°
Totais
Fibrinogénio 125,00 +/- 50,00* 166,67 +/- 57,74* 150,00 +/- 57,742
Albumina 4,03 +/-0,13° 3,41 +/- 0,66% 2,87 +/- 0,63

Obs. Letras diferentes na mesma linha identificam diferengas estatisticas pelo GLM (Generalized Linear Model - Modelo
Linear Generalizado, em portugués). EFB: ELISA Feline Bartonella.

As hemadcias apresentaram uma pequena reducao no grupo de animais que reagiu no EFB e na
contraprova. Os animais reativos apenas no IFA, apresentaram Volume Corpuscular Médio (VCM) e
Proteinas Plasmaticas Totais (PPT) menores, mas a albumina foi sensivelmente mais alta. O PPT foi
mais elevado em todas as amostras reativas (EFB e IFA), em relagdo aos animais ndo reagentes em

ambos os testes (Figura 2).

Figura 2. Parametros hematologicas e bioquimicos dos felinos analisados para Bartonella henselae comparados entre as
amostras reativas para o teste ELISA Feline Bartonella (EFB) e imunofluorescéncia indireta (IFA).

a I b :Ial
1 | b
ab s ‘

Hemacias
Proteinas plasmaticas totais
Albumina

Negaives Restiven Restivas Negavas Restivs Restivas Negaives Restivos Ressivas
WA eEFE A IFA  EFB WFhe EFB A IFA o EFB WA eEFE A IFA o EFB

Os resultados demonstraram que as trés proteinas recombinantes (rQ1, rQ2 e rQ3) foram
capazes de identificar animais com bartonelose felina através do EFB, o que também foi confirmado

pela contraprova IFA. Ainda, o teste EFB demonstrou alta especificidade, mas baixa sensibilidade.
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4 DISCUSSAO

No ensaio Western blot, em que foi avaliada a atividade de reconhecimento das proteinas rQ1,
rQ2 e rQ3 por anticorpos anti-Bartonella que pudessem estar presentes no soro de felinos naturalmente
infectados, em um pool contendo soros de 28 pacientes felinos aleatérios, e somente a rQl foi
reconhecida. Tal técnica foi utilizada previamente aos ensaios do teste EFB, para avaliagdo inicial da
antigenicidade das proteinas, no intuito de caracteriza-las de forma qualitativa e visual. A proteina Q1
foi reconhecida pelos anticorpos presentes nos soros, indicando naquele momento um resultado
promissor em relagdo ao potencial de antigenicidade dessa quimera. Esta proteina destacou-se em
relacdo as outras na avaliagdo de soros combinados, ao demonstrar atividade de reconhecimento de
anticorpos contra B. henselae, o que pode ser explicado pela composicao diferenciada de epitopos
antigénicos desta quimera, visto que as trés quimeras foram desenvolvidas a partir de fragdes
diferentes de uma mesma sequéncia de aminoacidos (2,

O teste diagndstico proposto, ELISA feline Bartonella (EFB), foi capaz de identificar animais
reativos para B. henselae, visto que quatro amostras foram reativas e foram confirmadas pela
contraprova (IFA). Assim, a EFB tem potencial como teste diagnostico para Bartonella, sendo uma
opcao mais rapida, simples e de menor custo. Porém, o IFA identificou quatro animais reagentes, que
nao reagiram ao EFB, o que indica que o teste proposto apresenta menor sensibilidade. Portanto, o
EFB, apds os ajustes nas concentragdes para melhorar o desempenho do teste, pode ser uma alternativa
para identificar animais infectados por Bartonella, principalmente em animais provenientes de locais
com alta infestagao por pulgas, como os felinos analisados, contudo, faz-se necessaria a aplicagao de
uma técnica confirmatoria, como a IFA, visto que o teste EFB demonstrou baixa sensibilidade.

Nessas regides, o diagnostico periddico dos animais, mesmo que assintomaticos, ¢ necessario
para o controle da disseminagdo da doenga, pois possibilita o tratamento adequado e controle de
ectoparasitas nos positivos, evitando que vetores se infectem e sigam disseminando a bactéria. A
infestacdo por ectoparasitas ¢ muito relevante no contexto epidemiologico da infec¢ao por Bartonella
spp. em felinos, sendo que maior parte dos gatos analisados estavam infestados por pulgas, quando
foram realizadas as coletas de sangue. Além disso, estes animais em sua maioria ndo eram castrados,
tinham acesso a rua, contato com outros animais e historico de brigas, fatores que influenciam
significativamente a ocorréncia de bacteremia por B. henselae ®, por isso, a associacdo de um
diagnostico correto com o tratamento adequado sdo a melhor estratégia para o controle dessa infec¢ao.

Os pesquisadores citados acima identificaram ainda que o material genético bacteriano em
47,8% das amostras de sangue de gatos e 18,3% das pulgas C. felis, o que demonstra que esses

ectoparasitas desempenham um papel essencial na transmissao das espécies de Bartonella aos gatos.
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Contudo, no presente estudo aproximadamente 50% dos animais eram positivos, mesmo sendo
assintomaticos, reforcando a necessidade de um correto diagnostico clinico para o controle da doenga,
no intuito de prevenir a infec¢ao por Bartonella em demais felinos, e consequentemente, em humanos.
Em pesquisas futuras para o aprimorar o desempenho do teste, aumentando sua sensibilidade, além
disso, deve ser analisado um numero maior de soros de animais, para consolidar as informacgdes
referentes a sensibilidade e a especificidade do teste.

As quatro amostras reativas no EFB indicam que estes felinos estavam infectados com a B.
henselae, o que foi confirmado pelo IFA e sugere que este teste pode ser til para o diagnostico da
bartonelose felina. Porém, a sensibilidade do EFB para detec¢do de anticorpos IgG anti-bartonella
henselae foi de apenas 50%, indicando que este método pode gerar falso negativos. Tal fendmeno
poderia ser explicado pela reduzida concentragao de anticorpos presentes nas amostras avaliadas, ou
ainda, devido a imprecisOes analiticas, visto que se trata de um teste em etapas iniciais de
desenvolvimento.

J& a especificidade de 100%, sugere que este ¢ um método com alta capacidade de identificar
felinos nao infectados, implicando em reduzidos casos de falso positivos, revelando a possibilidade
de um diagnostico precoce e acessivel. Meurer et al. (** também avaliaram o desempenho do método
de ELISA para deteccdo de anticorpos anti-Coxiella burnetii frente ao método padrdo ouro de
diagnostico, também a IFA, teste que também demostrou baixa sensibilidade e alta especificidade.
Portanto, mesmo que o teste ainda necessite de aprimoramento, o EFB j& apresenta um grande
potencial como um teste diagndstico para infec¢do por B. henselae.

Nesses casos, o EFB pode ser utilizado tanto em amostras individuais quanto em pools de
soros de felinos, como um teste confirmatorio quanto a infec¢do B. henselae 9, pois felinos
sintomaticos e assintomadticos tém similares chances de estarem infetados por Bartonella ‘). Mesmo
assim, o EFB ainda demanda mais andlises, que testem diferentes concentragdes de reagentes,
anticorpos e antigenos em diferentes condigdes, e sendo avaliado em maiores quantidades de amostras
de soros felinos, oriundos de diferentes populagdes, buscando a sua padronizacao e empenhando-se
em melhorar também a sua sensibilidade.

Em relagdo as analises hematologicas e bioquimicas, os felinos infectados com Bartonella em
geral ndo apresentam alteracdes nos exames clinicos de rotina, mesmo na analise dos pardmetros
hematoldgicos e bioquimicos *®. A contagem de hemacias foi mais baixa nos animais reativos no EFB
e na contraprova IFA, em rela¢do aos reativos apenas na [IFA. O VCM, que indica o tamanho médio

das hemacias pode ter sido menos menor nos animais positivos apenas na [FA, enquanto os positivos
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em ambos os testes ndo apresentaram diferenga dos negativos, o que também deve ser avaliado em
um niimero maior de amostras de soro felinos.

Porém, nas amostras analisadas, PPT ¢ a albumina demonstraram diferenca entre os nao
reativos e reativos. As PPT referem-se a todas as proteinas do plasma, compostas pela albumina e
pelas globulinas, e as concentragdes destas alteram-se significativamente durante a resposta sist€émica
a inflamacdo, podendo ser o principal achado em algumas enfermidades ®. O parametro PPT
mostrou-se elevado em todas as amostras reativas, em ambos os testes realizados, em relacao aos
animais nao reagentes. Tal alteragdo poderia estar relacionada com o processo inflamatorio
desencadeado pela infecgdo por B. henselae ou pela infecgdo concomitante com outros agentes
infecciosos. Portanto, seria interessante mensurar este parametro em grupos maiores de animais
avaliados para bartonelose para compreender melhor a relagao entre esse indicador a bartonelose.

Apesar de existirem diferengas entre estes parametros, nao € possivel estabelecer uma relagao
entre a reacao dos animais no EFB e as altera¢des encontradas, devido ao pequeno niimero de amostras
analisadas. Portanto, considera-se que a repeticdo da analise do EFB em um niimero maior de animais
em conjunto com uma analise longitudinal dos parametros hematoldgicos e bioquimicos, em regides
com gatos com elevada infestacdo por ectoparasitas, pode esclarecer em quais condic¢des clinicas ele
¢ capaz de identificar animais infectados.

Na perspectiva da Saude Unica, o bem-estar do homem esta intimamente relacionado com os
animais e o ambiente que o cercam (V. Nas ultimas décadas, a incidéncia de doengas em humanos
ocasionadas por bactérias zoonoticas aumentou consideravelmente 9, e as bactérias do género
Bartonella representam um dos maiores desafios contemporaneos para a Satde Unica . Segundo os
autores, os animais de estimagdo atuam como sentinelas para a exposi¢do humana a patdogenos.

Considerando que a populacdo de felinos aumentou consideravelmente e a adogdo de gatos
como animais de companhia tornou-se uma tendéncia, pesquisas dedicadas a doengas de carater
zoonoOtico sdao fundamentais 9. Nesse contexto, o teste proposto contribui para o conhecimento a
respeito da bartonelose, visto que o diagnostico de patdgenos zoondticos a partir de seus reservatorios
¢ umas das principais formas de controlar estas doencas ?V. Considerando que as doengas zoondticas
sdo mais comuns em populagdes em situacdo de vulnerabilidade social, alternativas de diagnostico
mais acessiveis sdo de grande importancia para predizer a incidéncia destes agravos nessas
comunidades.

Apesar da dificil padroniza¢do, problema encontrado na execu¢do da maioria dos testes
sorologicos (°), o EFB apresenta como vantagem a especificidade das proteinas recombinantes

utilizadas, visto que elas sdo exclusivas para B. henselae, evitando reacdes cruzadas, adversidade
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comumente enfrentada em outras técnicas diagnosticas (*> 22, Os resultados negativos no ELISA e
positivos no IFA, podem ser um indicativo da concentragdo de anticorpos nas amostras, que podem
ser insuficientes para deteccao pela técnica ELISA, mas suficientes para a IFA. Portanto, futuros
resultados negativos encontrados pela aplicacio do EFB devem ser interpretados com cautela.
Ademais, o desenvolvimento de testes diagnodsticos nacionais aumenta o a disponibilidade dessas
ferramentas de diagnoéstico e diminui a dependéncia da importagao de kits importados, o que diminui

seu custo.

5 CONCLUSAO

Os testes realizados com as proteinas quiméricas de B. henselae foram capazes de detectar a
presenca de anticorpos contra B. henselae tanto em amostras combinadas de soros felinos (Western
blot), quanto nos testes ELISA indireto (EFB), com amostras individuais. Ainda, todas as amostras
reativas para bartonelose no teste proposto foram reativas também na contraprova com a técnica de
IFA, considerada padrdo ouro no diagnostico de bartonelose.

Portanto, as proteinas recombinantes rQl, Q2 e rQ3 podem ser consideradas no
desenvolvimento de um teste diagnostico de bartonelose em felinos. Como todo método inovador, o
teste EFB necessita de aperfeigoamento e padronizacdo, para a sua validagdo como futuro teste
diagnostico comercial amplamente difundido, sendo avaliadas diferentes concentragdes de reagentes,
anticorpos e antigenos, em diferentes condi¢des, considerando maiores quantidades de amostras de
soros felinos, oriundos de diferentes populagdes para padronizar e melhorar a sensibilidade e o
desempenho do teste aqui proposto.

Em relagdo as analises hematologicas e bioquimicas, apesar de existirem diferengas entre estes
parametros, ndo foi possivel estabelecer uma relagdo entre a reagdo dos animais no EFB e as alteragdes
encontradas, devido ao pequeno nimero de amostras analisadas. Por isso, estudos com populagdes
maiores associando estes parametros hematologicos e bioquimicos ao teste EFB sdo necessarios para

elucidar em quais condicdes clinicas ele ¢ capaz de identificar animais infectados.
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