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RESUMEN

Fund: Bartonella h lae produce la enfermedad del arafa-

zo del gato en las personas y se considera infradiagnosticada. El objetivo
fue detectar y cuantificar la carga de acido desoxiribonucleico (ADN) de B.
henselae en muestras de sangre y orales de gatos callejeros y de albergue
de Zaragoza, Espafia y analizar su relacion con factores epidemiologicos
y clinicos.

Métodos: Se estudiaron 47 gatos. El ADN de B. henselae,se detectd
mediante reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (QPCR) en
sangre y muestras orales. Se uso el paquete estadistico SPSS para analizar la
positividad de las muestras pareadas y su relacion con factores epidemiolo-
gicos (edad, sexo, origen, mes de muestreo, presencia de pulgas/garrapatas)
y clinicos (estado de salud y presencia de lesiones orales). Se realizé un
analisis de regresion logistica para conocer la asociacion entre la presencia
en sangre y cavidad oral y el resto de las variables.

Resultados: el 23,40% de las muestras de sangre y el 27,65% de las
orales portaba el ADN de B. henselae. Se observd débil correlacion de la
positividad de las muestras pareadas (kappa= 0,33; p <0,05). No se detectd
asociacion estadistica (p>0,05) entre la presencia de ADN de B. henselae
en las muestras y los factores epidemiologicos y clinicos. Los gatos con
lesiones orales portaban una carga mas elevada de ADN (3,12/1x10° células)
en la boca que los que no tenian lesiones (2,58 /1por10° células), (p=0,032).

Conclusiones: La deteccion de ADN de B. henselae en sangre no pare-
ce estar relacionada con su presencia en cavidad oral y viceversa. Los gatos
positivos con lesiones orales pueden significar mayor riesgo de infeccion
por B. henselae para las personas que los manejan.

Palabras clave: Bartonella henselae. Gato. Reaccion de la cadena de la
polimerasa en tiempo real. Sangre. Cavidad oral. Epidemiologia molecular.
Zoonosis. Mascotas.
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ABSTRACT
Molecular Epidemiology of Bartonella
Henselae in Stray and Sheltered Cats
of Zaragoza, Spain

Background: Bartonella henselae is responsible for the Cat Scratch
Disease in humans, being it underdiagnosed. This study aims to detect and
quantify the load of B. henselae DNA in oral and whole blood samples from
stray and shelthered cats from Zaragoza (Spain), and analyze associations
with epidemiological and clinical factors.

Methods: 47 cats entered in the estudy. Real time PCR was used to
detect B. henselae DNA in blood and oral samples. The SPSS software was
applied to the statistical analysis of positivity of paired samples and its rela-
tionship with variables as age, sex, origin, month of sampling and fleas/ticks
observation in fur and clinical factors (health status and observation of oral
lesions). Logistic Regression was used.

Results: a 23.40% of blood samples and the 27.65% of the oral swabs
carried the B. henselae DNA. A fair agreement between paired samples was
observed (kappa value = 0.33, p<0.05). Bacterial DNA detected in oral and
blood samples were not significantly associated to any of the epidemiologi-
cal and clinical factors. Positive cats having oral lesions carried higher loads
(3,12 / 1x10° cells) of bacterial DNA in their oral cavity than those without
lesions (2,58/1x10° cells) being p = 0.032.

Conclusions: Carriage of the B. henselae DNA in the blood samples
appears not to be related with carriage of the DNA of the bacteria in mouth
and vice versa. Positive cats having oral lesions carry a higher load of B.
henselae DNA and may suppose a higher risk of transmission to people
handling them.

Keywords: Bartonella henselae. Cat. Real-Time Polymerase Chain
Reaction. Blood. Oral cavity. Molecular epidemiology. Zoonoses. Pets. Lo-
gistic regression.
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INTRODUCCION

El género Bartonella incluye bacterias
Gram-negativas pleomorficas, intracelula-
res facultativas, transmitidas por vectores
artropodos que pueden causar infecciones
persistentes en hospedadores mamiferos'.
Contiene al menos 30 especies?, de las que
Bartonella henselae, B. clarridgeiae and
B. koehlerae, son las mas prevalentes en el
gato. Bartonella henselae se relaciona con la
mayor parte de los casos humanos graves de
la llamada enfermedad del arafiazo del gato
(EAG), ya que se suele transmitir por medio
de la mordedura y aranazos del gato infecta-
do/colonizado®. Los gatos son los reservorios
principales de la pulga Ctenocephalides fe-
lis, que se considera el vector mas competen-
te de esta bacteria'. En personas inmunode-
primidas la infeccion puede evolucionar con
diferente gravedad, desde linfadenitis local,
bacteriemia y afecciones organicas graves>*,
mientras que la infeccion felina (bartonelo-
sis felina) suele ser subclinica’, aunque se
han descrito diferentes manifestaciones cli-
nicas tanto en contagio natural como experi-
mental®®. En los ultimos aflos, el avance en
los métodos de cultivo de la bacteria, las téc-
nicas de deteccion de anticuerpos, junto a las
técnicas moleculares genéticas, permiten au-
mentar las descripciones de manifestaciones
clinicas atipicas de la infeccion por Barto-
nella spp en la especie humana (encefalitis,
artritis cerebral, mielitis transversa, hepatitis
y/o esplenitis granulomatosa, osteomielitis,
neumonia, efusion pleural y puarpura trom-
bocitopénica, endocarditis), lo que pone en
evidencia que ha sido infradiagnosticada y
todavia es probable que sigan aumentado las
descripciones, no solo asociadas a B. hense-
lae sino a otras especies de Bartonella®.

La serologia con técnicas como la Inmu-
nofluorescencia Indirecta y Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay (ELISA) para detec-
cion de anticuerpos IgG e IgM son muy utili-
zadas en el diagnostico de EAG en medicina
humana, pero la interpretacion de los resulta-
dos es complicada por la variabilidad de an-

tigenos usados y las diferentes prevalencias
encontradas®. En Espafia se ha informado de
un 71,4% de seroprevalencia en 168 gatos
domésticos de Barcelona, Tarragona y Ma-
llorca’ o el 23,8% de seropositivos en 680
gatos de Madrid® y un 50% en 89 gatos de
9 comunidades autonomas (Catalunia, Valen-
cia, Murcia, Andalucia, Galicia, Pais Vasco
y Madrid)’.

En mascotas de algunos paises europeos
se encuentra una seroprevalencia del 41,1%
en Paris (Francia), 15% en Alemania y 38%
en la Lombardia (Italia), mientras que en
Reino Unido fue de 9,4% en mascotas y
41,8% en gatos silvestres'®.

El aislamiento de Bartonella de muestras
orales por cultivo directo es poco sensible
debido a la baja carga de bacteria en las
muestras, si bien es la unica forma de de-
mostrar bacteriemia.

En Espaia se ha informado de un 20% de
hemocultivos positivos en mascotas del Nor-
deste de la peninsula’ y Gil et al.encontraron
el 17,75% a partir de 147 gatos (callejeros,
mascotas y de corral)'!.

En Europa se encuentran valores variables
en mascotas, desde el 0% en Noruega, el 1%
en Berlin, el 11,4% en el Reino Unido y el
63,5% en Paris. Mientras que en gatos ca-
llejeros se encuentra el 18,7% en Berlin, el
23% en Italia y el 72% en Nantes. En Holan-
da se encontrd bacteriemia en el 22% de los
gatos de refugios'’.

La técnica reaccion en cadena de la poli-
merasa (PCR) se ha utilizado para detectar
ADN de diferentes especies de Bartonella,
dirigida a diferentes genes, pero la region
intergénica 16S-23S del acido ribonucléico
ribosomal (rRNA) es una buena diana y los
cebadores disefiados especificamente per-
miten diferenciar las especies de Bartone-
lla'>"3. Tal como informan otros autores'®'8,
la deteccion del ADN de B. henselae en la
sangre no siempre esta relacionada con el
aislamiento de la bacteria en cultivo in vitro.
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En el 2006 se informo6 de que el 14,9%
de gatos domésticos del Nordeste de la pe-
ninsula portaban el ADN de la bacteria’ y
Gil et al'!, detectaron el ADN de la bacteria
en el 21,1% de los gatos de su estudio, in-
dependientemente de su origen. Diferencia-
dos por esta ultima variable, se detectd en
el 26,6% de gatos callejeros, en el 11,8%
de gatos domésticos y 23,5% de gatos que
vivian en corral, pero no detectaron el ADN
en gatos de Madrid. Estos autores conclu-
yeron la existencia de diferencias signifi-
cativas segun el origen geografico de los
gatos.

En Messina, (Sicilia, Italia)'* se detec-
to el ADN de B. henselae en el 60% de
las muestras orales y en el 70,6% de las
muestras de sangre de 85 gatos domésticos,
mientras que un estudio realizado en alber-
gues del norte de California y Michigan'®,
el 38,3% de 180 muestras orales portaban
ADN de Bartonella spp y encontraban una
probabilidad 3 veces superior de ser positi-
vos en los gatos con bacteriemia. Lappin y
Hawley'® no encontraron ADN de B. hense-
lae en gatos silvestres de Colorado (EEUU)
pero se detectd en el 56,9% de las mues-
tras de sangre, el 31,4% de las de piel, el
17,6% de las garras y el 17,6% de las en-
cias de 51 gatos silvestres de Alabama y
Florida (EEUU). En otro estudio realizado
en Corea! se detect6 el ADN de B. hense-
lae en el 41,8% de las muestras de sangre,
el 44,1% de las de saliva y en el 42,7% en
las ufias de 150 gatos silvestres, mientras
que en gatos domésticos se observo en el
33,3% de muestras de sangre, 43,5% de las
muestras de saliva y un 29,5% de muestras
de ufias. En todos estos estudios se pone
de manifiesto la variabilidad de resultados
en diferentes regiones geograficas segln la
procedencia de los gatos.

En la especie humana, un estudio retros-
pectivo realizado en el Hospital de Saba-
dell®*, desde la primera serologia positiva
a Bartonella spp en 1998 hasta el 2007, en-
contraron a 45 personas con serologia po-
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sitiva, de las cuales 25 eran nifios con una
media de edad de 6,9 afos (rango 1-14) y
en 20 adultos con una media de 36,4 afios
(rango 15-62) Estos mismos autores infor-
man de una seroprevalencia del 22,3% en
pacientes con HIV de este hospital, en el
ano 2004-2005%'. En la Comunidad Valen-
ciana se informé* de la deteccion de 14 ca-
sos de infeccion por B. henselae (por sero-
logia, cultivo y/o PCR) en el periodo 2009
a 2012. La tasa de incidencia se calcul6 en
0,07 por cada 10° habitantes y afio en la co-
munidad Valenciana, en 0,10 por cada 10°
habitantes y afio en la provincia de Alican-
te, en 0,06 por cada 10° habitantes y afio en
la provincia de Valencia y ninglin caso en
la provincia de Castellon. La distribucion
variaba segln el area geografica y se obser-
varon mas casos en nifios.

En EEUU se calcul6 que habia 9,3 casos
por cada 10° habitantes y afo (en el perio-
do 1978-1989) mientras que en Conecticut
(1992-1993) se inform6 de 3,7 casos por
cada 10° habitantes y afno. En el afio 2000,
en un estudio realizado en un hospital pe-
diatrico, se calculd una incidencia de 0,6
casos por 100.000 en menores de 18 afios,
aumentando a 0,86 por 100.000 en menores
de 5 afos. Por otro lado, una revisioén de
casos en profesionales veterinarios mostré
una prevalencia del 7,1%?. En Holanda,
en 1993, se informd una incidencia de 12,5
casos por cada 10° habitantes y afio®.

El proposito de este estudio fue detectar
y cuantificar la carga de ADN de B. hense-
lae en muestras de sangre y cavidad oral de
gatos callejeros y de albergue de Zaragoza
(Espana) asi como estudiar si existia aso-
ciacion con diferentes factores epidemio-
l6gicos y clinicos relacionados con esos
gatos.

MATERIAL Y METODOS

Se obtuvieron muestras de sangre con
EDTA e hisopos orales de 47 gatos calleje-
ros y de albergue. El estudio se llevo a cabo
entre los meses de Mayo y Julio de 2014 en



Manuel Alaman Valtierra ez al.

Zaragoza (Espafia) y el muestreo se realizo
de acuerdo con la accesibilidad a los gatos y
la posibilidad de recoger las muestras. Los
gatos eran recibidos en el Hospital Veterina-
rio de la Universidad de Zaragoza y se reco-
gieron datos sobre su edad aproximada (el
grupo “joven” incluia gatos entre 6 meses y
2 afios y el grupo “adultos” los comprendi-
dos entre 2 y 10 afios), sexo, origen (colo-
nia callejera o albergue), mes del muestreo
(mayo, junio y julio) y presencia de pulgas/
garrapatas en su piel, asi como sobre su es-
tado de salud y presencia de lesiones orales.

Todos los procedimientos se realizaron
bajo el amparo de la Licencia para el pro-
yecto PI11/057, aprobado por el Comité
para la Experimentacion Animal de la Uni-
versidad de Zaragoza.

Las muestras orales fueron recogidas con
hisopos estériles e introducidos en tubos
Eppendorf también estériles con 500 pul de
una solucion tamponada de HBBS de GIB-
CO (cat#14170070, sin cloruro calcico, clo-
ruro de magnesio o sulfato de magnesio,) y
se agitaron brevemente. Tras una centrifu-
gacion de 1 minuto a 11.000g con los hiso-
pos invertidos, estos se retiraron y el ADN
total se extrajo de los 400 ul del eluido, me-
diante el kit de ADN (Speedlools Tissue A
extraction de Biotools, SL, Spain), siguien-
do las recomendaciones del fabricante. A
los 400yl se les afiadi6 200 pl de tampon de
lisis (BB3) incluyendo 25ul de proteinasa
K y se sometieron a una incubaciéon a 70°C
durante una hora. A continuacién se afiadie-
ron 210ul de etanol. La solucion obtenida se
cargd en la columna con el filtro de silica
y se someti6 a una centrifugacién de 11.000
g durante 1 minuto. Una serie de dos lava-
dos de la columna con los tampones BBW
y BB5 y con una centrifugacion a 11.000 g
durante 1 minuto cada uno, respectivamen-
te. Después se dejo secar el filtro durante un
minuto, se obtuvo el ADN en un volumen
de 100pl de la solucion de elucion (BBE)
centrifugando la columna a 11.000 g duran-
te 1 minuto.

La extraccion de ADN de las muestras de
sangre, fue muy similar al protocolo descrito
por el kit de biotools (filtros de Silica) utili-
zando el minikit de Mobio DNA para san-
gre (UltraClean® BloodSpin® DNA Isola-
tion Kit; MOBIO Laboratories, Inc. Mobio,
USA). El volumen de la muestra de sangre
con EDTA fue de 200 pul, y el volumen de
elucion final fue de 200 pl. Todas las mues-
tras de ADN extraido se conservaron a -80°C
hasta su estudio. La cuantificacion del ADN
de cada una de las muestras fue determina-
da por espectrofotometria (NanoDrop 100
Thermo Fisher Scientific Wilmington, DE,
USA) calculada a través de la absorbancia a
260 nm (A260) y la pureza se obtuvo me-
diante la relacion A260/A280 y A260/A230
(lectura automatica en el aparato).

Para la PCR a tiempo real, 2,25ul de
ADN extraido fueron utilizados en tripli-
cado en 20ul de volumen de reaccién final
con el fluroforo SYBR-green (GoTaq® Hot
Start Green Master Mix, Promega, EEUU),
usando 2 cebadores dirigidos a la region in-
tergénica especifica 16S-23S del ARN ribo-
somal de B. henselae y otros dos cebadores
dirigidos a la region conservada del gen de
la F-actina felina como sistema de Control
Interno y de estandarizacion (anexo 1), am-
bos con una concentracion final de 300nM.
El programa de PCR se inici6 con una desna-
turalizacion 95°C durante 10 min seguido de
unos 40 ciclos de amplificacion 95°C duran-
te 20 segundos, 55°C durante 30s, y 72° C
durante 30 segundos, con una unica medida
de fluorescencia a 79°C en un instrumento
CFX de Bio-RAD (California EEUU). La
curva de disociacion de los productos de la
PCR fue determinada por un incremento de
0,5°C entre 65 y 94°C, al terminar los ciclos.

El ciclo umbral (Ct), definido como el nu-
mero de ciclos al que la fluorescencia alcan-
za 10 veces la desviacion estandar de la linea
de base, se cuantificé de forma automatica
por la aplicacion de procesado de datos del
instrumento. El ciclo umbral calculado (Ct)
para cada amplificacion del gen se normali-
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76 a la Ct del gen de actina en el caso de
las muestras de hisopos bucales por el mé-
todo de cuantificacion relativa (DDn)?. En
las muestras de sangre, la cuantificacion fue
directa, determinada por el valor del ciclo
umbral (Ct) en comparacion a una curva es-
tandar de cuantificacion, utilizando dilucio-
nes seriadas en base 10 de sangre negativa
enriquecida con 10® UFC de cultivo puro de
B. henselae®®. Los resultados de las mues-
tras orales normalizados respecto a la Ct de
la F-actina, se expresaron como copias de B.
henselae/10° células, mientras que para la
sangre los resultados se expresan como co-
pias/ml.

Todo el analisis estadistico se desarrolld
con el software estadistico SPSS 19.0 (SPSS
Inc., [llinois, EEUU), para Windows. Las va-
riables cuantitativas se calcularon con la me-
dia aritmética y la desviacion tipica, y las va-
riables cualitativas fueron informadas como
frecuencias; en ambos casos con el intervalo
de confianza al 95% (1C95%).

Para comparar los resultados de las mues-
tras pareadas de sangre y de cavidad oral se
calcul¢ el indice de Cohen Kappa con las ta-
blas de contingencia.

La interpretacion de los valores de Kappa
usados en el estudio se baso en la interpreta-
cion de Landis and Koch?’. Valores de Kappa
<0,2 se interpretaron como ligera concor-
dancia, de 0,21 a 0,4 como débil concordan-
cia, de 0,41 a 0,6 como moderada, de 0,61
a 0,8 como considerable, >0,81 como casi
perfecta y 1,00 como concordancia perfecta
entre los tests.

Para la comparacion de la carga de ADN
de la bacteria en las muestras pareadas de
sangre y cavidad oral se calculd el test de
correlacion de Pearson, usando el valor de
partida con el Log,, de los datos de la qPCR.
Se calcularon las Odds Ratio y sus interva-
los de confianza al 95% (IC95%) mediante
analisis de regresion logistica independiente
para conocer la asociacién de la presencia
de la bacteria en sangre y cavidad oral con
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el resto de las variables. Para identificar los
valores asociados con las cargas de ADN se
utilizo la t de Student para variables dicoto-
micas, mientras que el analisis de varianza se
realizd para variables con mas de dos valores
(meses).

RESULTADOS

En este estudio, 18 (38,29%) de los
47 gatos contenian el ADN especifico de
B. hensalae, ya fuera en la cavidad oral
(27,65%; 1C95%=13,80-41,51) o en la san-
gre (23,40%; 1C95%=10,23-36,57). Fueron
positivos para ambas muestras 6 (12,76%)
gatos (tabla 1).

Se encontré una débil concordancia (ta-
bla 2) entre la positividad de las muestras de
sangre y la orales (Kappa 0,33; p<0,05).

En la tabla 3 se observa la carga de ADN
(Log,,) detectada en sangre (por ml) y en
muestras orales (por 10° células). Se obtu-
vo una estrecha franja de desviacion estan-
dar para ambos tipos de muestras, de modo
que en muestras de sangre se encontraba
una desviacion standard de 0,65 y un rango
comprendido entre 2,89 y 5,18 (Log,, por ml
de sangre) y en cavidad oral una desviacion
estandar de 0,30 con un rango comprendido
entre 4,04 y 5,15 (Log,,, por 106 células).
Cabe destacar que el gato 28/14 con la car-
ga mas alta de ADN de la bacteria en sangre
[5,18 (Logl0)/ml de sangre] era negativo en
cavidad oral.

Por otro lado el valor medio de copias de
ADN de B. henselae en muestras orales de
gatos con lesion oral [3,12 (Log10)/1por 10°
células] fue 3 veces superior al valor encon-
trado en los gatos sin lesiones orales [2,58
(Logl0)/ 1por10° células], (p=0,032 asumi-
da igual varianza; IC95%: 0,5-1,03).

Para una mayor aproximacion estadistica,
se aplicaron dos regresiones logisticas para
los valores de la cavidad oral y de la sangre
de forma independiente (tabla 3). La primera
indicé que ninguno de los factores conside-
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Tabla 1
Porcentaje de qPCR positivos en muestras de sangre y cavidad oral
para cada variable considerada

Resultado del Coeficiente de Cohen’s
kappa tras la comparacién

Factor Variable Oral Sangre | Muestras pareadas positivas | Al menos una muestra positiva
n n (%) n (%) n (%) n (%)
Edad Joven 91 2(22,20) 1 (11,10) 0 3(33,33)
estimada Adulto 38 | 11(28,90) |10 (26,30) 6 (15,80) 15 (39.5)
Sexo Hembra 32| 9(28,10) 6 (18,80) 4 (12,50) 11 (34,40)
Macho 15| 4(26,70) 5(33,30) 2(13,33) 7 (46,70)
Mayo 6| 2(3333) 3(50,00) 2(33,33) 3(50,00)
Mes Junio 29 | 9(31,00) 5(17,20) 3(10,30) 11 (37,90)
Julio 12| 2(16,70) 3(25,00) 1(8,30) 4(33,33)
Origen Callejeros 41 | 11 (26,80) |11 (26,80) 6 (14,60) 16 (39,00)
Albergue 6 | 2(33,30) 0 0 2(33,30)
Pulgas/heces 34| 9(26,50) 9 (26,50) 5(14,70) 13 (38,20)
Signos clinicos 14| 2(14,30) 2(14,30) 1(7,10) 3(21,40)
Lesiones en la 8 1(12,50) 1(12,50) 1(12,50) 1(12,50)
Total 47 | 13(27,65) |11(23,40) 6(12,76) 18 (38,29)
Tabla 2 Tabla 3

Carga de ADN de B henselae en muestras
de sangre y de cavidad oral (Logl10)

de las muestras positivas de sangre Carga de ADN Carga de ADN
y cavidad oral Referencia de B henselae de B henselae /10°
Cavidad oral y sangre | Negativa |Positiva | Total del gato’ en sangre en células
R (Log10) /ml (Logl0)
Negativa 29 5 34 27/14 2.89 ©)
Positiva 7 6 13 6/14 3,16 )
Total 36 11 47 50/14 3,31 (-)
Kappa (0,330), p (0,023) 41/14 3,60 )
rados en el estudio tenian efecto significativo 28714 5,18 0
sobre la presencia del ADN de la bacteria en | 1314 ©) 4,04
muestras orales o en sangre (tabla 4), p>0,05 | 36/14 ©) 4,09
en todos los parametros analizados. Cabe re- | 16/14 4,32 422
sefar que las muestras de los gatos recogidos 8/14 323 426
en el mes d@ mayo tenian una probabilidad 6 [ [7/14 419 426
veces superior de portar el ADN de la bacte- |55, © 432
ria en cavidad oral en comparaciéon con las 2214 O PRY
muestras de los gatos recogidos en julio, si ’
bien las diferencias no fueron estadisticamen- | 18/14 3,68 441
te significativas (Odds Ratio 6,48; p=0,195). | 12/14 © 4,46
19/14 (-) 4,56
Esto mismo, pero mas marcado, se observo | 44/14 ©) 458
a partir de las muestras de sangre, que indi-
- 48/14 3,70 4,75
caba una probabilidad de portar el ADN de S14 135 S 15
la bacteria (tabla 4), en las muestras de mayo , ’ ’
era 16 veces superior a las obtenidas en julio, | Media 3,69 442
si bien no fueron estadisticamente significati- | Desv-St 0,65 0,30

vas (OR=16,45; p=0,068).

* 27 gatos fFueron negativos en ambos tipos de muestras los

gatos numero
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Resultados del analisis de regresion logl'sgacl:ll;:ra las muestras positivas de cavidad oral
y sangre para cada variable analizada
Cavidad oral Sangre
Variable P Odds Ratio 1C95% p Odds Ratio 1C95%
Macho/Hembra 0,644 1,46 0,294-7,322 0,164 3,32 0,61-17,99
Albergue/callejero 0,612 2,02 0,13-31,25 0,999 0,00
Adulto/joven 0,436 2,28 0,28-17,18 0,586 2,13 0,13-32,81
Lesion: No/Si 0,63 2,05 0,08-52,81 0,538 3,22 0,08-134,06
Pulgas: Si/No 0,931 0,92 0,13-6,14 0,770 1,36 0,16-11,14
Signos clinicos: Si /No 0,331 0,29 0,02-3,46 0,387 0,27 0,01-5,12
Julio * 0,375 0,136
Junio 0,237 3,14 0,47-20,97 0,978 0,97 0,14-6,54
Mayo 0,195 6,48 0,38-109,41 0,068 16,45 0,81-333,48
* Valor de contraste para cada variable

DISCUSION

En este estudio se encontrd una débil aso-
ciacion entre la positividad en sangre y la
positividad en muestras orales, sugiriendo
que la presencia de ADN de B. henselae en
la boca no es predictiva para que se encuentre
también en la sangre y viceversa. Nakemata
et al'® observaron asociacion estadisticamente
significativa entre bacteriemia y la deteccion
de ADN de B. henselae en la saliva, sin em-
bargo estos autores no aplicaron la qPCR en
muestras de sangre.

El ADN de B. henselae en muestras ora-
les parece tener su origen, principalmente, en
la ingestion de pulgas (C. felis) y/o sus he-
ces durante el acicalamiento (que suele rea-
lizarse tras la comida y cuando siente que su
piel esta sucia), tal y como es reconocido por
otros autores'®?®, asumiendo que las especies
de Bartonella son capaces de sobrevivir du-
rante 3 dias en las heces de las pulgas®. En el
presente estudio no se encuentra significacion
estadistica entre la deteccion del ADN de esta
bacteria en muestras orales y la presencia de
pulgas y/o sus heces en el gato y los resultados
encontrados en otras investigaciones también
son contradictorios en este sentido'*'%. Aun-
que no se ha buscado el ADN de B. henselae
en las garras de los gatos, un trabajo realizado
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en Espafia con gatos de diferentes regiones’
detect6 un 4,4% de las pulgas con ADN de la
bacteria pero no lo encontrd en las garras, lo
que también es observado por otros autores*’.
Aparte de que este trabajo es diferente en mu-
chos aspectos, se podria sugerir que el lamido
puede ser un importante modo de contaminar
las garras felinas con B. henselae ademas de
que las extremidades posteriores puedan ser
utilizadas para el rascado.

Sin embargo un gato, que aparentemente no
estaba infestado con pulgas, dio resultado po-
sitivo en la muestra oral y negativo en la san-
gre pareada. En este caso la explicacion mas
probable seria que las pulgas y/o sus heces no
se observaron por error, aunque también hay
que considerar que la recurrente naturaleza de
la bacteriemia en la infeccion del gato por B.
henselae podria explicar la negatividad de la
PCR en sangre, como han informado otros
autores'®1828,

En sentido contrario, se observo que el gato
con la carga mas alta de ADN de la bacteria
en sangre fue negativo en cavidad oral y no
portaba pulgas ni en sus heces ni en la piel.
Esto podria apoyar la idea de que los gatos
con bacteriemia no siempre tienen eritrocitos
infectados en su boca'®*?, por otro lado, esta
bien documentado que la infeccion del gato
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con B. henselae ocurre durante la alimenta-
cion de la pulga con sangre felina y por la con-
taminacion de heridas de la piel con las heces
de las pulgas infectadas!?*3!, pero siendo una
infeccion cronica no siempre que se detecte
un gato infectado tiene, necesariamente, que
portar las pulgas que ocasionaron esa infec-
cion en un tiempo pasado o indefinido.

Los resultados de este estudio muestran
la falta de asociacion entre la presencia de
pulgas y la deteccion de ADN de B. henselae
en sangre, que es lo que han observado otros
autores'®!®, ya que en la linea de lo comenta-
do en el parrafo anterior, desde el momento
que ocurre la infeccion el gato podria pasar
por sucesivas fases de parasitacion y despa-
rasitacion.

Independientemente de la diversidad de
factores que podrian afectar la ingestion de
pulgas y/o sus heces en un gato, se debe men-
cionar, que las cargas de ADN de B. henselae
encontradas en la cavidad oral en este estudio
muestran un estrecho margen de fluctuacion.
En cualquier caso, se desconoce la carga mi-
nima necesaria de B. henselae para inducir la
enfermedad en las personas, ya que la capaci-
dad del sistema inmune para responder influ-
ye en gran medida en las consecuencias clini-
cas>*33235 g pesar de que se ha sugerido que
las cepas de B. henselae encontradas en gatos
suelen ser muy patdgenas para las personas'.
Gil et al'' encuentran una amplia diferen-
cia de variantes de B. henselae en personas
y gatos y la mayoria de las que circulan en
Espafia parecian estar muy relacionadas entre
si. También detectaron que el ST5 es predo-
minante en personas y gatos, destacando que
uno de sus perfiles es mas frecuente que el
resto en pacientes humanos (MLVA 72). Se
sospecha que algunas variantes podrian estar
relacionadas con cuadros clinicos mas gra-
ves, aunque todavia debe estudiarse mas am-
pliamente. Nosotros no hemos estudiado las
variantes que portaban los gatos, aunque de
cara al futuro es interesante ir delimitando las
portadas por los gatos que se relacionan con
formas mas graves en las personas.

Una prevalencia del 27,65% de ADN de
B. henselae en cavidad oral significa que hay
un riesgo potencial alto de provocar una in-
feccion en las personas que manejan o van
a convivir con estos animales, en particular
si son gatos callejeros, que suelen tener un
comportamiento agresivo. Comparado con
los resultados informados en estudios pre-
vios, realizados con la técnica PCR!®!618:19,
que dan prevalencias que oscilan del 0,0%
en mascotas de Madrid"' o en gatos salvajes
de Colorado (EEUU)'® al 60,0% en muestras
de cavidad oral o el 70,6% en sangre en Italia
en gatos domésticos'®, la prevalencia encon-
trada en nuestro estudio estd en valores me-
dios muy préximos a los encontrados por Gil
et al.!! en gatos callejeros. Es dificil deducir
las causas de estas diferencias, aunque se su-
giere que los climas himedos y templados
asi como el tipo de vida de los gatos facilitan
el establecimiento de las pulgas en el medio
ambiente y la infestacion del gato!®!83!,

Ninguno de los factores considerados en
el estudio mostrd asociacion estadistica-
mente significativa sobre la presencia de la
bacteria en muestras orales, aunque cabe re-
sefar que en el mes de mayo se detectd una
probabilidad 6 y 16 veces superior de portar
el ADN de la bacteria en la boca y sangre,
respectivamente, si bien estos resultados no
eran estadisticamente significativos. El cli-
ma en Zaragoza es templado y himedo en el
mes de mayo, pero caluroso y seco en julio,
condiciones que podian haber favorecido el
aumento de la prevalencia en mayo.

Aunque ha habido autores que sugieren
que los gatos jovenes y cachorros suelen
tener mayor prevalencia de infeccion'43,
en nuestro estudio no se observa. Tampoco
se encontrd asociacion estadistica entre los
factores considerados en este estudio y la
presencia del ADN de la bacteria en sangre,
incluso en gatos con lesiones orales, al igual
que otros autores'®. Namekata et al'® no en-
contraron asociacion entre la infeccion croni-
ca con B. henselae y el desarrollo de lesiones
orales, y Dowers et al'” tampoco la encontra-
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ron entre lesiones orales y deteccion de ADN
de B. henselae en la boca.

Otros sindromes clinicos variados en los
gatos de este estudio no se relacionaron con
la presencia del ADN de la bacteria en la san-
gre o en la boca, al igual que otros autores
que tampoco encuentran resultados conclu-
yentes>!834,

En nuestro estudio, la frecuencias de ADN
de B. henselae en la cavidad oral son similares
en machos y hembras, que es lo que también
encontraron Pennisi et al.', aunque difiere de
lo encontrado por Jensen et al'’.

Hasta lo que nosotros conocemos, es la
primera vez que se realiza la técnica PCR en
tiempo real para detectar ADN de B. henselae
en muestras pareadas de sangre y cavidad oral
de gatos callejeros y de albergue. En estudios
posteriores se deberia comparar la carga de
ADN de Bartonella spp con la demostracion
de bacteriemia, tanto en las especies animales
como en las personas, lo que permitiria cono-
cer mas ampliamente la relacion que puede
tener la carga de ADN de la bacteria con el
tipo y gravedad de las manifestaciones clini-
cas.

Se puede concluir que la presencia de ADN
de B. henselae en la sangre y en las muestras
orales de los gatos parecen ser hechos prac-
ticamente independientes. Sin embargo, los
gatos con lesiones orales tienen mayor carga
de ADN de la bacteria en cavidad oral que los
que no tienen lesiones, lo que potencialmente
significa un mayor riesgo de infeccion para
las personas que los manejan, con especial
mencion para nifios, jovenes y personas con
algun tipo de inmunodeficiencia. Puede exis-
tir una fuerte interaccion entre diferentes fac-
tores, lo que explicaria las conclusiones, apa-
rentemente contradictorias, de los diferentes
estudios realizados hasta ahora.

Esto sugiere que se debe educar desde el
punto de vista sanitario a los futuros adoptan-
tes sobre los métodos correctos de desparasi-
tacion de los gatos y el control del ambiente®’.
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Anexo 1
Cebadores usados para deteccion de B. /enselae y B-Actina
Cebador Secuencia 5°-3" Gen Amplicon Disefio
B henF TGTCATCAGAAAGGGCTATT 168-23S 183 pb
B hen R CAAAACAAAGTGCAAAACAA Alquiz-vetek
Felis Actin F CTGGATTTTGAGCAGGAGAT B-Actin 203 vb q
Felis_Actin R TCAACGTCACACTTCATGAT Ac P
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