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Impacto potencial desta pesquisa

Os gatos tém se tornado uma escolha cada vez mais popular entre os animais de
estimagao no Brasil. Tal crescimento também aumenta os riscos de transmisséo de
zoonoses. Gatos sao os principais reservatorios de Bartonella henselae, Bartonella
clarridgeiae e Bartonella koehlerae, bactéria zoonéticas de distribuicdo mundial e de
importadncia em Saude Publica. Para auxiliar futuras agbes de controle das
bartoneloses, é fundamental investigar a ocorréncia e diversidade de variantes de B.
henselae, principal agente causador da Doenga da Arranhadura do Gato (DAG). Ao
expandir o conhecimento acerca da diversidade de variantes genéticas zoondticas de
B. henselae (ST1, ST2 e ST5) em gatos no centro-oeste do Brasil, nosso estudo
contribui para o entendimento da epidemiologia molecular de infecgbes por este
agente no Brasil. Além disso, ao evidenciar exposi¢cao/infecgao por Bartonella spp.,
por meio de métodos soroldgicos, microbioldgicos e moleculares em gatos doadores
de sangue, o presente estudo enfatiza o potencial risco de transmissao de Bartonella

spp. por transfusdes sanguineas.

Potential impact of this research

Cats have become an increasingly popular choice for pets in Brazil. This growth also
increases the risks of zoonotic transmission. Cats are the primary reservoirs of
Bartonella henselae, Bartonella clarridgeiae, and Bartonella koehlerae, zoonotic
bacteria of global distribution and significance for public health. To assist future control
efforts for bartonelloses, it is essential to investigate the occurrence and diversity of B.
henselae variants, the main causative agent of Cat Scratch Disease (CSD). By
expanding knowledge about the diversity of zoonotic genetic variants of B. henselae
(ST1, ST2, and STH5) in cats from central-western Brazil, our study contributes to the
understanding of the molecular epidemiology of infections caused by this agent in
Brazil. Additionally, by demonstrating exposure/infection by Bartonella spp. through
serological, microbiological, and molecular methods in cat blood donors, the present
study highlights the potential risk of Bartonella spp. transmission through blood

transfusions.



AVAVAV UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

unesp oome— 7

CERTIFICADO DE APROVAGAO

TITULO DA DISSERTAGAQ: ZOONOTIC VARIANTS OF Bartonella henselae CIRCULATING AMONG
CLINICAL PATIENT AND BLOOD DONOR CATS IN CENTRAL-WESTERN
BRAZIL

AUTORA: LORENA FREITAS DAS NEVES
ORIENTADOR: MARCOS ROGERIO ANDRE

Aprovada como parte das exigéncias para obtengao do Titulo de Mestra em Ciéncias Veterinarias,
4rea: SaGde Unica pela Comissao Examinadora:

Documento sasinsdo duyptalments
MARCOS ROGESIO ANDSE

Data: 02/08/3024 11 00320300

Ver ifigaw e hitps. //velidar U gov.be

Prof. Dr. MARCOS ROGERIO ANDRE (Participagao Virtual)
Departamento de Patologia Reproducao e Saude Unica / FCAV UNESP Jaboticabal wenetrde

-r CRISTIANE DIVAN RALDANI
Ot 02)08/2024 11:27.48-0300
Verfque em htps ) akdar B pov.br

Profa. Dra. CRISTIANE DIVAN BALDANI (Participagao Virtual)
Departamento de Medicina e Cirurgia Veterinaria / Universidade Federal Rural do Rio de .laneiro (LIFRR.I) - Rio

avwnato

de Janeiro/RJ N

]. MASITA VEDOVTL LI CARDOZO
Oata 02)08/2024 13:5% 39-0300

Verfique em htps )/ Nvaldar . pov.br

Profa. Dra. MARITA VEDOVELLI CARDOZO (Participagao Virtual)
Departamento de Patologia, Reproducao e Saude Unica / FCAV UNESP Jaboticabal

Jaboticabal, 02 de agosto de 2024

Facddate de Cdncias Ay dras e Velrinaras - Campus 0 Jabotcabal -
Via de Acesso Professcr Paulo Donato Castellane, /n | 5, 14834000
Nt Awww S Unesp oY pos-gras 9 20/ JCNPJ. 43.031.9180012-87




DADOS CURRICULARES DA AUTORA

Lorena Freitas das Neves - Filha de Meiriane Souza Freitas e Marcus Vinicius
Carvalho das Neves, nasceu em 22 de marco de 1997, na cidade de Barbacena, no
Estado de Minas Gerais. Em 2017, ingressou no curso de Medicina Veterinaria do
Centro Universitario do Planalto Central Apparecido dos Santos (UNICEPLAC), em
Brasilia (DF), graduando-se em de 2021. Durante a graduagdo, realizou duas
monitorias de Bioquimica no periodo de 2017 e 2018, além de monitoria voluntaria em
Imunologia Veterinaria. Em 2019, realizou estagio no One Health Veterinary (OHV)
como auxiliar de Veterinario e Laboratério. Trabalhou no Medicalvet Laboratorio
Veterinario em Brasilia entre 2021 e 2022 como técnica de laboratério. Em 2022,
ingressou no curso de Mestrado em Ciéncias Veterinarias na Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho” — Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias —
FCAV/UNESP, Campus de Jaboticabal, sob orientagdo do Prof. Dr. Marcos Rogério
André, e foi beneficiada com bolsa da Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal
de Nivel Superior (CAPES). Atualmente, também é coordenadora da Liga Académica
em Saude Publica (LASP) da FCAV/UNESP.



EPIGRAFE

“Bring me the spark in my veins

Gimme the freedom to chase

You know it’s all ours

So don’t you stop make this moment last”

-Twice



AGRADECIMENTOS

Nunca poderia ter imaginado estar neste momento, escrevendo estas palavras de
agradecimentos. Acreditar em mim mesma sempre foi um desafio, e sonhar alto nunca
foi algo que me viesse naturalmente. No entanto, hoje, olhando para tras e
contemplando esta jornada até aqui, sinto uma imensa gratidao e alegria por ter sido
agraciada com a oportunidade de cursar um Mestrado. Este caminho foi cheio de
desafios e momentos de incerteza, mas também de aprendizado profundo e
crescimento pessoal. A cada obstaculo superado, a cada conquista alcangada,
reforcei minha confianca e descobri capacidades que nem sabia possuir.

Primeiramente, agradego aos meus pais, Marcus e Meiriane, que sempre
acreditaram em mim mais do que eu mesmo, meu amor e gratiddo n&o tém limites.
Vocés foram minha forga nas horas de duvidas, meu refugio nos momentos de

cansaco e minha celebracido nos sucessos. Sem vocés, nada disso seria possivel.

Agradeco ao meu orientador, Prof. Marcos Rogério André, pela orientagéo
dedicada, paciéncia e apoio ao longo de todo este processo. Cada conversa, cada
revisdo, cada direcionamento foram essenciais para o meu crescimento académico e

pessoal!

Agradeco a minha parceira, Bruna, pelo constante encorajamento, compreensao
e apoio emocional durante todos os altos e baixos deste desafio académico. Mesmo
a saudade apertando, vocé sempre me deu for¢a, acolhimento e palavras de incentivo

para que eu pudesse seguir em frente nos momentos mais dificeis.

Agradeco aos meus amigos de longa data, Gabriel e Suri, que mesmo longe sei

que torceram por mim.

Agradeco a todos os meus amigos que fiz durante o mestrado, Anna Mongruel,
Clara Dias, Gabrielly Lopes, Giovana Reis, Leticia Viana, Livia Andrade e Victoria
Valente por cada momento de companheirismo, apoio mutuo e risadas que tornaram
os dias dificeis mais leves e os bons momentos ainda mais especiais. Sou

profundamente grata pela colaboragao e pelo apoio que recebi de cada um de voceés.



Agradeco sinceramente aos meus colegas do Vector-Borne Bioagents Laboratory,
Amir Alabi, Eliz Franco, Jovéncio Sada, Ricardo Bassini-Silva, e a todos os demais
colegas pela troca de experiéncias enriquecedoras, ensinamentos valiosos e pela

paciéncia.

Agradeco a Fundacgao de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP -
Processo 2022/08453-2) pelo auxilio financeiro concedido ao Prof. Marcos R. André

para que este trabalho pudesse ser realizado.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacdao de
Aperfeicoamentode Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Cdédigo de

Financiamento 001, que forneceu minha bolsa durante o mestrado.



SUMARIO

Certificado de Comissio de Etica no Uso de ANIMaiS........ceeeveeeeeeeeseeersseesssesssenens iii
2= Y=7 1 1 Lo T iv
£ 0 T3 4 = Vo= Vi
Chapter 1 — General Considerations..........cccccviiiiiiiiiiiiii i eeaes 1
3 R 131 1o Yo L1 o oY o 1

R L =Y i 0 =3 VA (= 7 2
2.1 GenUS Bartonella. ..., 2

A2 Il =1 011 0 011577 ] o 1 4

2.3 Feline bartonellOSiS. . ... 6

2.4 HUMaN bartonelloSiS. ..o 12

2.5 Multi-Locus Sequence Typing (MSLT) genotyping..........ccccovvieiiinnn... 13

B T = =Y = 1 (== 7 16

including blood donors, in central-western Brazil...............c.ccooiiiiiiiiiiinns 30
ABSTRACT ... s s 30

1. INtrodUCION. ... ... e 31

2. Material and Methods..........ccoiiiiiiii e 33
21Ethics Statement. ... 33

2.2 S aAMPIING. .o 33

2.3DNA extraction and conventional PCR (cPCR) for mammal endogenous

gene from cat blood samples. ... 34
2.4 Quantitative real-time PCR (qPCR) for Bartonella spp..............ccccccoune.. 34
2.5Bartonella spp. isolation......... ..o, 35

2.6 Conventional PCR assays for Multi- Locus Sequence Typing (MLST) for
Bartonella SPP ..o 37

2.7 Amplicons purification and SEqQUENCING.........cceiiiiiiieiiiee e 37



2.8 MLST @nalySesS.....cueiriiiii e 37
2.9Indirect Fluorescent Antibody Test (IFAT).....cooviiiiiiii, 38
2.10 Statistical analySes. ........coviriiii i 38
3 RESUIS...ciiii e 39
3.1 DNA quality and amplification of the gapdh endogenous gene............... 39
3.2Positivity for Bartonella Spp.........ccoeuee i 39
3.3Basic Local Alignment Search Tool for nucleotides analysis.................. 42
BAMLST ANalYSES. . .ot 42
SO FAT reSUIS. ..o 44
T S L= o1 L1 1o o TR 45
5 CONCIUSIONS. ... s s e rnarn s 49
Acknowledgments..........ooiiiiiiii 50
0] T [T o 50
CRediT authorship contribution statement...............cccooiiiiiiiiiiiic 50
Declaration of competing interest.............coooiiiiiiiiiii 51
Appendix A. Supplementary data............coooiiiiiiiiii e 51

I = =] (=] 1= = 7, 56



f?_g' UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA = 4
unesp “JULIO DE MESQUITA FILHO" V
Céampus de Jaboticabal

QoD

CEUA - COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto de pesquisa intitulado “Tipagem Molecular de

Bartonella henselae por Multilocus Sequencing Typing (MLST) em amostras de
sangue de gatos de um hemocentro e laboratério veterinario do Distrito
Federal”, protocolo n° 3971/22, sob a responsabilidade do Prof. Dr. Marcos Rogério
André, que envolve a produgdo, manutengdo elou utilizagdo de animais
pertencentes ao Filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de
pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com 0s preceitos da lei n°
11.794, de 08 de outubro de 2008, no decreto 6.899, de 15 de julho de 2009, e com
as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagéo Animal
(CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
(CEUA), da FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E VETERINARIAS, UNESP -
CAMPUS DE JABOTICABAL-SP, em reuniao ordinaria de 06 de julho de 2022.

Vigéncia do Projeto | 01/08/2022 a 31/07/2024
Espécie / Linhagem | Felis silvestris catus

N° de animais 200 )

Peso / Idade Variavel

Sexo Machos e fémeas
Origem Distrito Federal

Jaboticabal, 06 de julho de 2022.

Sy, Plondks

Prof* Dr* Fabiana Pilarski
Coordenadora - CEUA

Cw«aq:;aumm;ovmmu
Acesso . Paulo Donato Castellane, s/n CEP 14884.900 - _
Tol. 16 3209-7100 - www.fcav.unesp.br 834-900 - Jaboticabal - SP - Brasi



VARIANTES ZOONOTICAS DE Bartonella henselae CIRCULANDO ENTRE
PACIENTES CLINICOS E GATOS DOADORES DE SANGUE NO CENTRO-OESTE
DO BRASIL

RESUMO - Bartonella spp. apresenta uma preocupacédo significativa para a saude
global, sendo que Bartonella henselae representa uma das espécies mais prevalentes
implicadas em varias doengas humanas. Estudos anteriores exploraram a possivel
transmissao de Bartonella spp. por transfusdes de sangue em humanos, ressaltando
sua relevancia zoondtica. Embora varios estudos tenham mostrado a ocorréncia
generalizada de B. henselae em gatos do Brasil, a diversidade genética deste agente
zoonotico permanece em grande parte desconhecida. O presente estudo teve como
objetivo investigar a ocorréncia e a diversidade genética de B. henselae em amostras
de sangue de gatos domésticos coletadas em clinicas veterinarias e de doadores de
sangue felinos do centro-oeste do Brasil, utilizando técnicas soroldgicas,
microbiolégicas e moleculares. Amostras de soro foram submetidas a Reagéo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) para investigar a frequéncia de anticorpos IgG anti-
B. henselae na populagdao de gatos estudada. Um ensaio de PCR em tempo real
quantitativa (QPCR) baseado na regido do rRNA 16-23S (ITS) foi utilizado para a
deteccado molecular de Bartonella spp. em amostras de sangue, tanto antes quanto
apos incubacdo em um meio pré-enriquecido para Bartonella Alpha Proteobacteria
Growth Medium (BAPGM), assim como para confirmar a identidade das colbnias
isoladas em agar de chocolate. Anticorpos IgG anti-Bartonella sp. foram detectados
em 60,75% (96/158) das amostras de soro (33/67 gatos de clinicas veterinarias; 63/91
doadores de sangue). Na qPCR, 32% (32/100) e 46% (46/100) dos gatos de clinicas
veterinarias e doadores de sangue, respectivamente, foram positivos para Bartonella
spp- Apods a incubacéo das amostras de sangue em meio liquido BAPGM, 61 amostras
(78,20%) que mostraram-se previamente negativas na qPCR para sangue, tornaram-
se positivas na qPCR para Bartonella spp. DNA da Bartonella e soropositividade para
o antigeno de B. henselae foram detectados simultaneamente em 25,3% (40/158) dos
gatos. Trés cepas de B. henselae foram isoladas com sucesso, sendo duas originarias
de gatos amostrados em clinicas veterinarias e uma de um doador de sangue felino.
Multi-locus Sequencing Typing (MLST) revelou a ocorréncia das variantes zoondticas

de B. henselae Sequencing Typing (ST)1, ST2 e ST5. O presente estudo mostrou,



pela primeira vez, a ocorréncia de Bartonella spp. em doadores de sangue felinos na
América do Sul, destacando os potenciais riscos de transmissdo de variantes
zoonoticas de B. henselae por transfusdo de sangue para gatos. Foi observada uma
maior ocorréncia de Bartonella spp. entre os doadores de sangue felinos. Como
25.95% (9/41) das amostras de soro de gatos doadores positivos para Bartonella spp.
na gPCR mostraram-se negativas na RIF| para B. henselae, a sorologia ndo pode ser
usada para verificar a exposi¢ao/infegao por Bartonella em doadores de sangue
felinos. Este € o primeiro relato de uma variante zoonaética de B. henselae (ST5) em
doadores de sangue felinos. ST2 é documentado pela primeira vez em gatos no

continente americano.

Palavras-chave: Bartonelose, Doeng¢a da Arranhadura do Gato, MLST, Sequence
Type, RIFI



Vi

ZOONOTIC VARIANTS OF Bartonella henselae CIRCULATING AMONG CLINICAL
PATIENT AND BLOOD DONOR CATS IN CENTRAL-WESTERN BRAZIL

ABSTRACT - Bartonella spp. present a significant global health concern, with
Bartonella henselae emerging as one of the most prevalent species implicated in
several human diseases. Previous studies have explored the potential transmission of
Bartonella via blood transfusions in humans, underscoring the zoonotic relevance.
Although several studies have shown the widespread occurrence of B. henselae in
cats from Brazil, the genetic diversity of this zoonotic agent remains largely unknown.
The present study aimed to investigate the occurrence and genetic diversity of B.
henselae in blood samples from domestic cats sampled in veterinary clinics and cat
blood donors from central-western Brazil, using serological, microbiological and
molecular techniques. Serum samples were subjected to Indirect Fluorescence
Antibody Test (IFAT) to investigate the frequency of IgG antibodies in the cat
population studied herein. A real-time quantitative real-time PCR (qPCR) assay for
Bartonella spp. targeting the 16-23S rRNA (ITS) region was used for molecular
detection of Bartonella spp. in blood samples both before and after incubation in a pre-
enrichment Bartonella Alpha Proteobacteria Growth Medium (BAPGM), as well as to
confirm the identity of colonies isolated onto chocolate agar. Antibodies anti-Barfonella
sp. were detected in 60.75% (96/158) of the serum samples (33/67 cats from veterinary
clinics; 63/91 blood donors). In gPCR, 32% (32/100) and 46% (46/100) cats from
veterinary clinics and cat blood donors were positive for Bartonella spp. After
incubating blood samples in BAPGM liquid medium, 61 samples (78.20%) previously
negative in blood-qPCR turned out positive in the qPCR for Bartonella spp.. Bartonella
spp. DNA and seropositivity for B. henselae antigen were concurrently detected in
25.3% (40/158) of the cats. Three B. henselae strains were successfully isolated, two
originating from cats sampled in veterinary clinics, and one from a cat blood donor.
Multi-locus Sequencing Typing (MLST) revealed the occurrence of the B. henselae
zoonotic variants Sequence Type (ST)1, ST2 and ST5. The present study showed, for
the first time, the occurrence of Bartonella spp. in cat blood donors in South America,
highlighting the potential risks of transmission of zoonotic B. henselae variants by
blood transfusion to cats. Higher occurrence of Bartonella spp. was observed among
cat blood donors. Since 25.95% (9/41) of the serum samples from Bartonella gPCR-
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positive blood donors cat showed to be negative in the IFAT for B. henselae, serology
cannot be used to check the Bartonella exposure/infection in cat blood donors. This is
the first report of a zoonotic B. henselae variant (ST5) in cat blood donors. ST2 is

documented for the first time in cats in the American continent.

Keywords: Bartonellosis, Cat Scratch Disease, MLST, Sequence Type, IFAT



CHAPTER 1 - GENERAL CONSIDERATIONS

1. INTRODUCTION

The evolution of diagnostic methodologies has significantly enhanced the
identification and detection of Bartonella species. Bartonella genus comprises
pleomorphic and Gram-negative bacteria, thriving in fastidious and aerobic conditions
with preference for capnophilia. These oxidase-negative organisms are members of
o2 subgroup of Proteobacteria, which primarily infect erythrocytes and endothelial
cells.

Cats play a role as the main reservoirs for Bartonella henselae, Bartonella
clarridgeiae, and Bartonella koehlerae. The transmission of these agents among cats
occurs through feces of the cat flea Ctenocephalides felis felis. Humans can become
infected through the inoculation of viable B. henselae organisms through scratches or
bites containing feces of infected C. felis. Bartonella henselae is the main causative
agent of Cat Scratch Disease (CSD) in humans, often characterized by regional
lymphadenopathy and fever. There is a potential risk of Bartonella transmission during
blood transfusions in humans. When it comes to cats, although there are no reports of
natural infection, there is evidence of the transmission of B. henselae through blood
transfusion via experimental infection.

Despite a plethora of studies on the occurrence of Bartonella spp. in cats from
several regions of Brazil, which reported prevalence ranging from 1.6 to 90.2%, the
genetic diversity of B. henselae in Brazil have been scarcely investigated. Multiple
Locus Sequence Typing (MLST) has been used as the main tool to genotype B.
henselae isolates around the world, allowing the discrimination of 38 B. henselae
Sequence Types (ST) in Argentina, Australia, the United Kingdom, the United States,
New Zealand, Turkey, Brazil, China, Japan, Algeria, Israel, and others European
countries (Croatia, Spain, Czech Republic, Italy, Switzerland, Sweden, Germany,
Netherlands, France, and Denmark). In Brazil, only two studies so far have genotyped
B. henselae strains isolated from cats in the states of Minas Gerais (ST37), S&o Paulo
(ST9), and Goias (ST1 and STH5).

Foremost, in order to shed light on the molecular epidemiology of Bartonella
infection in domestic cats and specially in cat blood donors, studies aiming at
investigating genetic variants of B. henselae in Brazil are much needed. This work



aimed to investigate the occurrence and genetic diversity of B. henselae in cat blood
donors and cats associated to clinics accredit to a laboratory from Brasilia, Distrito
Federal, Midwest of Brazil, using serological, microbiological and molecular

techniques.
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5. Conclusions

The present study showed, for the first time, the occurrence of Bartonella in
cat blood donors in South America and the potential risks of transmission of
zoonotic B. henselae variants by blood transfusion to cats. A higher occurrence of
Bartonella spp. DNA was observed among cat blood donors when compared to
cats accredited veterinary clinics. Similarly, IFAT showed a high level of exposure
to Bartonella spp. among the studied population. The lack of agreement among the
methods evaluated in this study, with significant differences among proportions of
positive outcomes, indicate that a single test is not sufficient to show
evidence of Bartonella exposure/infection. The combination of different methods
is necessary to improve Bartonella spp. diagnostic accuracy in cats. IFAT cannot
be used as a screening method to check the Bartonella infection/exposure in
cat blood donors. Three B. henselae variants were detected among cats sampled
in Federal District, midwestern Brazil, namely ST1, ST2 and ST5. This is the first
report of a zoonotic B. henselae variant (ST5) in cat blood donors. ST2 is

documented for the first time in cats in the American continent.
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