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Prevalencia de Bartonella henselae en donantes de sangre y
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Prevalence of Bartonella henselae in blood donors and risk of blood
transmission in Chile

Background: Bartonella henselae is the causal agent of cat scratch disease in immunocompetent persons and
bacterial angiomatosis in immunocompromised patients. In Chile, the prevalence of antibodies against B. henselae
in healthy children and adolescents is 13.3%, in persons with occupational risk 60.5%, and in cats 85.6%. There
are no published data regarding the seroprevalence in blood donors in our country, so determining if B. henselae
is present in the blood of donors at the time of donation is very important, since this microorganism can survive
up to 35 days in the red blood cells stored in a blood bank at 4 °C. Objective: To determine the prevalence of B.
henselae in blood donors. Methodology: 140 donor blood samples were analyzed to detect the presence of B.
henselae, using the polymerase chain reaction technique. Results: 13.6% of the blood donors with positive poly-
merase chain reaction for B. henselae were obtained. The sequence of the amplified fragments showed an identity
of over 98% with respect to B. henselae reference sequences. Conclusion: The risk of blood transmission is due

to a country with high B. henselae infection.
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Introduccion

artonella henselae es un bacilo gramnegativo,
B intraeritrocitario que requiere medios enriquecidos

y 5% de CO, para crecer, por lo que es considerado
como un microorganismo fastidioso'-.

Este es un patdgeno zoonotico de distribucion univer-
sal, que tiene como reservorio animal al gato. La transmi-
sion entre ellos se produce a través del vector artrépodo o
pulga de los gatos infectados (Ctenocephalides felis) y la
transmision accidental al humano ocurre por arafiazos o
mordeduras de gatos infectados, y a través de la picadura
que producen las pulgas infectadas'~.

Al transmitirse esta bacteria al humano, el ciclo de
infeccion se inicia con la colonizacion del endotelio vas-
cular. Aproximadamente en el quinto dia de infeccion, las
bacterias ingresan de forma sincronica desde el endotelio
vascular hacia el torrente sanguineo, donde infectan a los
eritrocitos de manera eficiente, permaneciendo dentro de
ellos en un estado no replicativo por varias semanas®*.

La infeccion humana por B. henselae puede ocasionar
una amplia gama de sintomas clinicos, los que dependen
del estado inmunoldgico del hospedero. En pacientes
inmunocompetentes, la manifestacion mas frecuente es
la enfermedad del arafiazo de gato, y en los pacientes
inmunocomprometidos la infeccion se caracteriza por
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presentar: fiebre de origen desconocido, endocarditis
con cultivo negativo, o lesiones angioproliferativas que
podrian afectar virtualmente a cualquier 6rgano, pero tiene
predileccion por la piel, higado y bazo*®.

En nuestro pais la infeccion por B. henselae es endé-
mica en gatos con una seroprevalencia de 85,6 %’.

En un estudio realizado recientemente en personas
con riesgo ocupacional (veterinarios y cuidadores de
felinos), se detectd una alta seroprevalencia de infeccion
por B. henselae alcanzando a 60,5%¢. Anteriormente se
habia reportado 10,3% para el mismo grupo y 13,5% de
seroprevalencia en nifios y adolescentes sanos’.

La seroprevalencia de anticuerpos IgG de B. henselae
en donantes de sangre se ha descrito en multiples trabajos.
En la provincia de Aydin en Turquia se encontr6 3,3% (n:
333), en Nueva Zelanda 3,61% (n: 140), en Suiza 4,4% (n:
498), en Sicilia, Italia se encontrd 11,4% (n: 122) y en este
caso las muestras positivas fueron testeadas también para
IgM siendo todas positivas. En un estudio en Tailandia, en
que se analizaron 162 muestras de sangre de individuos
sanos, mayormente donantes de sangre, se encontr6 5,5%
de muestras positivas para IgG y 1,2% para [gM!%14,

Recientemente, en el centro de sangre mas grande del
sureste de Brasil se detectd por técnica de reaccion de
polimerasa en cadena (RPC) 3,2% (n: 500) de donantes
de sangre positivos para B. henselae'.
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En nuestro pais no existen reportes de seroprevalen-
cia en donantes de sangre, pero en un trabajo realizado
anteriormente por nuestro equipo (datos no publicados),
encontramos una seroprevalencia de 7,14% (n: 168) para
anticuerpos de tipo IgG.

Se ha visto que B. henselae tiene la capacidad para
sobrevivir en eritrocitos almacenados a 4 °C hasta los
35 dias que se conservan en banco de sangre, por lo
que la probabilidad de transmitir este microorganismo a
receptores de transfusiones es posible, lo que representa
un riesgo potencial de la transmision de este patdgeno por
via sanguinea, sobre todo en los pacientes poli transfun-
didos'®. No existen reportes de transmision transfusional
de B. henselae en humanos, pero si se ha demostrado la
transmision transfusional en ratones'’.

Dada la alta seroprevalencia de B. henselae descrita
en distintas poblaciones en nuestro pais, la capacidad de
este microorganismo para sobrevivir en los eritrocitos
y las caracteristicas patogénicas que podrian ocasionar
patologias cronicas graves en receptores de transfusion
inmunocomprometidos, el objetivo de este estudio fue
determina la prevalencia de B. henselae en donantes de
sangre.

Metodologia

Poblacion de estudio

Hombres y mujeres que asistieron a donar sangre al
Banco de Sangre de un hospital de la Regiéon Metropo-
litana.

Poblacion y muestra

Se seleccionaron aleatoriamente 140 muestras de
sangre de donantes que asistieron al Banco de Sangre
del Hospital San José, entre marzo y mayo del afio 2011
y que firmaron consentimiento informado para participar
en el estudio. El estudio contd con la aprobacion de la
Jefatura del servicio.

Criterios de inclusion

Donante de sangre aceptado en la entrevista para donar,
de acuerdo a los criterios descritos en la Norma General
Técnica 146 que regula el procedimiento de atencion de
donantes del Ministerio de Salud.

Criterios de exclusion
Muestras lipémicas y/o hemolizadas.

Deteccion de B. henselae

Muestras de sangre: Todas las muestras se obtuvieron
anticoaguladas con EDTA y con resultados de serologia
negativos para VIH, virus hepatitis C, virus hepatitis B,
Treponema pallidum, Trypanosoma cruzi y HTLV.

Investigacion Clinica

Obtencion del concentrado globular: Con la finalidad
de obtener eritrocitos concentrados, todas las muestras
de sangre se centrifugaron por 10 min a 4.000 rpm,
eliminando el plasma sobrenadante. De cada muestra de
eritrocitos concentrados se extrajo 100 pl para formar
pooles de concentrado globular de las distintas muestras
de los donantes.

Formacion de pooles de muestras de sangre de los
donantes: Se formaron 35 pooles, cada pool contenia
cuatro muestras de 100 ul del concentrado de eritrocitos,
obtenidos de las muestras de sangre de los donantes.

Extraccion de ADN. La extraccion de ADN de cada
pool de muestras se realizo con el kit Qiagen QlAamp
DNA Blood Mini Kit, de acuerdo a las indicaciones del
fabricante y se utiliz6 2 pul de ADN para la primera RPC.

Deteccion de B. henselae por RPC: Se realizo una RPC
anidada, para aumentar la sensibilidad analitica y deter-
minar la especie de Bartonella. Se utiliz6 0,3 uM de cada
partidor CAT1 (5'GATTCAATTGGTTTGAAGGA-
GGCT3")y CAT2 (5" TCACATCACCAGGACGTATTC
3"), especificos para B. henselae y B. quintana, que
amplifican un fragmento de 414 pb del gen htr4!8Y.

En la segunda amplificacion se utilizo 1 pl del ADN
amplificado en la primera RPC y 0,1 uM cada partidor
RH1 (5"GGTGCGTTAATTACCGATCC 3") y CAT2;
estos partidores amplifican un fragmento de 390 pb del
gen htrA especifico para B. henselae'®".

Como control interno en el primer ciclo de amplifica-
cién se utilizo6 la deteccion del gen betaglobina con 0,2
uM de partidores forward (CAA CTT CAT CCA CGT
TCA CC) y reverse (GAA GAG CAA AGG ACA GGT
AC), que amplifican un fragmento de 110 pb®.

En ambas amplificaciones se utilizaron dos controles
positivos, una muestra clinica proveniente de un paciente
diagnosticado por clinica como enfermedad del arafiazo
del gato y con inmunofluorescencia indirecta positiva para
Ac IgM e IgG (Focus Diagnostics). El otro control fue
ADN de una cepa ATCC 49882 de B. henselae HOUS-
TON-1. Ademas, se incorporo un control de especificidad
de especie de Bartonella, que correspondia a una cepa
de B. quintana.

La RPC se realizo en el termociclador MyGene Series
Peltier Thermal Cycler Model MG96 + con una denatu-
racion inicial a 95 °C por 4 min, seguido por 35 ciclos de
denaturacion a 95 °C por 30 segundos, hibridacion a 57 °C
por 30 segundos y elongacion a 72 °C por 30 segundos;
finalmente, una extension a 72 °C por 7 min. Posterior-
mente se realizo una electroforesis en gel de agarosa al
2% tefiido con bromuro de etidio. Como marcador de peso
molecular se utilizéo un ADN ladder INVITROGEN) de
100 pb. La presencia de una banda de 414 pb se considerd
positiva para B. henselae o B. quintana y la visualizacion
de un fragmento de 110 pb indico la amplificacion del
control interno de betaglobina.
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Para la segunda amplificacion (RPC anidada), el
programa del termociclador fue idéntico a la primera
amplificacion, s6lo que la hibridacion fue a 63 °C por 30
segundos. La electroforesis se realizo en idénticas condi-
ciones que la primera amplificacion. La presencia de una
banda de 390 pb se considero positiva para B. henselae.

Determinacion de la sensibilidad analitica: Para
determinar la sensibilidad analitica de la técnica RPC
anidada, se extrajo el ADN de la cepa ATCC 49882 de
B. henselae HOUSTON-1 con el kit QITAGEN-QIAamp
DNA y posteriormente se cuantifico en el equipo Nano-
drop, determinando una concentracion de 13,7 ng/ul. Se
realizaron diluciones seriadas 1/10 desde la concentracion
13,7 ng/ul hasta una concentracion de 1,37 fg/pl.

Deteccion de B. henselae en muestras de pooles
positivos: Para determinar qué muestra era positivas, a
cada una de las muestras que constituian un pool con
resultado positivo se les realiz6 la extraccion de ADN y
amplificacion por RPC anidada.

Secuenciacion: Para confirmar los resultados obte-
nidos, se secuencié el gen htr4 de los productos ampli-
ficados de las muestras positivas en Macrogen Service
Sequencing, USA y se realizo el analisis de las secuencias
con el programa bioinformatico BlastN (N° de acceso
KU179420.1/KF582603.1).

Resultados

De los 35 pooles analizados (140 muestras totales),
en la primera RPC se obtuvo un pool que amplificd
el fragmento de 414 pb del gen AtrA positivo para B.
henselae/B. quintana. En todos los pooles se obtuvo am-
plificacion de un fragmento de 110 pb del control interno,
lo que indica que no hubo presencia de inhibidores en
las muestras de sangre. En la RPC anidada, 12 de los 35
pooles (incluyendo el pool que amplificd en la primera
RPC), fueron positivos, amplificando un fragmento de
390 pb, especifico de B. henselae (Figura 1).

Con la finalidad de identificar cual de las cuatro mues-
tras que conformaban los 12 pooles, eran positivas, se am-
plifico cada una de ellas. En la RPC anidada, 19 muestras
presentaron amplificacion especifica de B. henselae. La
sensibilidad analitica de esta RPC fue de 1,4 fg/ul. En la
Figura 2 se muestra un ejemplo de la amplificacion del
fragmento de 390 pb correspondiente al gen AtrA.

Para confirmar la especificidad bacteriana, se secuen-
ciaron 18 de las 19 muestras amplificadas. El resultado de
la secuenciacion de los fragmentos amplificados mostro
mayor 98% de identidad con las secuencias de referencia
de B. henselae.
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Figura 1. Amplificacién del fragmento de 414 pb en muestra individual. Carril 1: ADN ladder
100 pb; Carril 2: muestra 1.868 pool 25; Carril 3: muestra 1.870 pool 25; Carril 4: muestra 1.871
pool 25; Carril 5: muestra 1.872 pool 25; Carril 6: muestra 1.873 pool 26; Carril 7: control positivo
de cepa ATCC 49.882 de Bartonella henselae; Carril 8: control negativo.

1.000 pb

400 pb [ 390 pb gen htr A
300 pb |

200 pb
100 pb

Figura 2. Amplificacion del fragmento de 390 pb en muestras individual. Carril 1: ADN ladder 100
pb; Carril 2: muestra 1.972 pool 20; Carril 3: muestra 1.973 pool 20; Carril 4: muestra 1.974 pool
21; Carril 5: muestra 1.795 pool 21; Carril 6: muestra 1.796 pool 21; Carril 7: muestra 1.797 pool
21; Carril 8: muestra 1.868 pool 25.

La prevalencia de B. henselae en donantes de sangre,
del Hospital San José, fue de 13,6%. (19/140).

Discusion

La vigilancia de microorganismos emergentes de
relevancia en la seguridad de la transfusion de sangre,
es crucial para evitar transmision de agentes infecciosos
que aumentan la morbilidad y mortalidad en pacientes
que requieren de terapia transfusional.

En los ultimos 20 afios, la transmision de agentes
infecciosos por transfusion de productos sanguineos
ha disminuido considerablemente con el aumento de la
sensibilidad y especificidad de las técnicas de tamizaje;
sin embargo, las técnicas de deteccion utilizadas se rea-
lizan para virus de transmision transfusional, no siendo
obligatorio la deteccion de la contaminacion bacteriana
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al 100% de las unidades de sangre procesadas. En Chile
existe la obligatoriedad de realizar estudios microbiologi-
cos para: VIH, virus de la hepatitis C, virus de la hepatitis
B, Treponema pallidum, Trypanosoma cruzi’ y HTLV 1
y II, a todas las unidades de sangre que se utilizaran para
transfusiones, dejando fuera otros microorganismos®'-%.

La contaminacion bacteriana de unidades de sangre
se produce principalmente por dos motivos: bacteriemia
asintomatica en el donante y contaminacion de la unidad
con la microbiota habitual de la piel en la flebotomia. En
el caso de la contaminacion de los hemocomponentes con
B. henselae, ésta se produce por un donante de sangre con
bacteriemia asintomatica®'.

La pesquisa de una unidad de sangre contaminada
con B. henselae presenta grandes dificultades debido a
las caracteristicas de crecimiento complejas de este mi-
croorganismo, por lo que es posible transfundir una unidad
contaminada sin que la bacteria haya sido pesquisada, lo
que sumado a que la bacteria es viable en los eritrocitos
almacenados a 4 °C en los Bancos de Sangre durante 35
dias, genera un alto riesgo de transmision por transfusion
sanguinea’'®.

Lo anterior cobra aun mayor relevancia con el antece-
dente de que se ha encontrado en Chile una alta seropreva-
lencia de B. henselae en gatos, los que siendo portadores
transmiten accidentalmente la bacteria al humano por
mordeduras o arafiazos, indicando una importante fuente
de contagio para los potenciales donantes de sangre’.

Por otra parte, considerando las diversas patologias que
puede producir B. henselae, especialmente en pacientes
inmunodeprimidos, frecuentes receptores de transfusiones
de hemocomponentes, y la alta prevalencia encontrada,
podemos sugerir que B. henselae es un agente a tener en
cuenta en pacientes con neutropenias febriles de origen
desconocido que tienen el antecedente de haber recibido
transfusion con concentrados de eritrocitos.

La RPC representa una excelente opcion para la de-
teccion de bacterias fastidiosas que infectan el torrente
sanguineo y que son dificiles de diagnosticar por los
métodos tradicionales, como el hemocultivo. Los métodos
moleculares reducen el tiempo de deteccion, aumentan
la sensibilidad y especificidad y evitan resultados falsos
negativos y positivos, contribuyendo a la identificacion de
bacterias exigentes e instauracion de terapia empirica®.
Utilizar pooles es una estrategia factible de realizar para
la deteccion B. henselae en muestras de donantes de san-
gre, debido al gran nimero de muestras que se procesan
diariamente y el tiempo de respuesta que se requiere para
el diagnostico®.
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La comparacion entre la primera y segunda amplifi-
cacion demuestra el alto nivel de sensibilidad de la RPC
anidada y refuerza el motivo por el cual se utiliza esta
variante de la RPC, en este estudio'®".

Si bien no se realizé un ensayo de sensibilidad anali-
tica con una matriz de sangre, el estudio de sensibilidad
analitica con ADN puro de la cepa ATCC de B. henselae
mostrd una excelente sensibilidad logrando una sefial de
amplificacion hasta los 1,4 fg/ul.

Es necesario continuar con mas estudios utilizando
técnicas aun mas sensibles como la RPC en tiempo real,
para comprobar la transmision transfusional de B. hense-
lae y el impacto clinico de esta transmision.

Este es el primer reporte que detecta B. henselae en
donantes al momento de la donacidn, en nuestro pais,
obteniéndose una prevalencia de 13,6% y dado que este
microorganismo puede sobrevivir 35 dias a 4 °C, podria
existir un riego potencial de transmision via sanguinea
en Chile, un pais con alta seroprevalencia de infeccion
por B. henselae.

Resumen

Introduccion: Bartonella henselae es el agente cau-
sal de la enfermedad del arafiazo del gato en personas
inmunocompetentes y de la angiomatosis bacilar y
peliosis hepatis en inmunocomprometidos. En Chile la
prevalencia de anticuerpos contra B. henselae en nifios y
adolescentes sanos es de 13,3%, en personas con riesgo
ocupacional 60,5% y en gatos 85,6%. No existen datos
publicados respecto de la seroprevalencia en donantes
de sangre en nuestro pais, por lo que determinar si B.
henselae se encuentra presente en la sangre de los do-
nantes al momento de la donacidon es muy importante,
ya que este microorganismo puede sobrevivir hasta 35
dias en los eritrocitos almacenados en banco de sangre a
4 °C. Objetivo: Determinar la prevalencia de B. henselae
en donantes de sangre. Metodologia: Se analizaron 140
muestras de sangre de donantes, para detectar la presencia
de B. henselae, utilizando la técnica de la reaccion de
polimerasa en cadena (RPC). Resultados: Se obtuvo
13,6% de los donantes de sangre con RPC positiva para la
B. henselae. La secuencia de los fragmentos amplificados
presentd una identidad por sobre 98% con respecto a
secuencias de B. henselae de referencia. Conclusion: El
riesgo de transmision sanguinea debiera ser considerado
en un pais con alta seroprevalencia de infeccion por B.
henselae.
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