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RESUMO
Deteccdo de Ehrlichia spp./Anaplasma spp., Rickettsia spp., Mycoplasma haemofelis e
Leishmania infantum em felinos errantes, e sua relacdo com a presenca de retrovirus

e com a sintomatologia manifestada

A prevaléncia de doengas infecciosas em gatis estd relacionada com a densidade e
tamanho da populacéo que neles habita. Com o presente trabalho pretendeu-se determinar
a prevaléncia do Virus da Imunodeficiéncia Felina (FIV), Virus da Leucemia Felina (FeLV),
Ehrlichia ssp./Anaplasma spp., Rickettsia spp., Mycoplasma haemofelis e Leishmania
infantum na populacéo de felinos de uma associacao particular, a Associacdo dos Amigos
dos Animais Abandonados da Moita, relacionar a sua presenca com 0s sinais clinicos
apresentados e perceber como esses agentes se relacionam entre si. As prevaléncias
obtidas, nos testes seroldgicos, para FIV e FeLV foram de 22% e 10%, respectivamente. A
pesquisa de Ehrlichia spp./Anaplasma spp. e Rickettsia spp. foi efectuada utilizando PCR
convencional, tendo sido obtidas bandas positivas para Ehrlichia spp./Anaplasma spp. em
2% dos animais e bandas compativeis com a presenca de Rickettsia spp. em 16% dos
animais. A detecgcdo de M. haemofelis. e L. infantum foi realizada através de real-time PCR,
e as prevaléncias obtidas foram de 4% e 2%, respectivamente. A Unica associagdo com
significado estatistico (p< 0,05) entre a presenca dos agentes pesquisados e a
sintomatologia apresentada pelos animais foi o desenvolvimento de estomatite em animais
infectados por FIV ou FeLV.

O animal com Ehrlichia spp./Anaplasma spp., apresentava uma ligeira desidratacdo, ruidos
respiratorios superiores e inferiores, policittmia e linfocitose ligeiras. Nos oito animais
suspeitos de positividade para Rickettsia spp. as alteragcbes mais comuns foram gengivite
ligeira, corrimento ocular e conjuntivite. Dos dois animais com M. haemofelis, um
apresentava apenas conjuntivite e corrimento ocular bilateral, e o outro aumento dos
linfonodos popliteos e estomatite grave, mas ambos sem alteracdes no hemograma. O
animal no qual foi encontrado ADN de L. infantum néo apresentava qualquer sinal cutaneo,
ocular ou sistémico da infeccdo e a unica alteracdo de hemograma foi uma linfocitose ligeira.
Do total dos animais da amostra 56% ndo estavam infectados com nenhum dos agentes
pesquisados. Foi encontrada associagdo estatistica apenas entre a presenca de FIV e a
presenca de M. haemofelis.

Uma vez que ndo se conhece ainda o papel dos felinos na epidemiologia de parte das
doencas zoondticas aqui descritas, a realizagdo de mais estudos, com amostras de maiores
dimensdes serdo necessarios para que esse papel possa ser esclarecido e eventualmente
estabelecido.

Palavras-chave: Ehrlichia spp., Anaplasma spp., Rickettsia spp., M. haemofelis, L.

infantum, FIV, FelLV, vectores artrépodes.



ABSTRACT
Detection of Ehrlichia spp./Anaplasma spp., Rickettsia spp., Mycoplasma haemofelis
and Leishmania infantum in stray cats, and its relation to the presence of retroviruses

and the symptoms manifested

The prevalence of infectious diseases on cats is related with the density and the size of the
population indwells. The objective of this work was to determinate the prevalence of the
feline immunodeficiency virus (FIV), feline leukemia virus (FelLV), Ehrlichia spp./Anaplasma
spp., Rickettsia spp., Mycoplasma haemofelis and Leishmania infantum on a feline
population of a private association in Moita, to relate its presence with the clinical signs and
understand how they relate between them.

Within the 50 cats, 22% were FIV positive and 10% FelLV positive in serological tests
(Speed® Duo FeLV/FIV, Virbac, Portugal). The search of Ehrlichia spp./Anaplasma spp. e
Rickettsia spp. was performed using conventional polymerase chain reaction (PCR) and
reveled positive bands for Ehrlichia ssp./Anaplasma spp. in 2% of the animals and bands
compatibles with the presence of Rickettsia spp. on 16% of them. The search for M.
haemofelis. e L. infantum was performed with real-time PCR witch the prevalence was 4%
and 2%, respectively.

The only association with statistic meaning (p< 0,05) between the searched agents and the
animals’ symptoms was the presence of stomatitis on the FIV or FeLV infected animals.

The animal with Ehrlichia spp./Anaplasma spp., had a mild dehydration, superiors and
inferiors breath sounds, polycythemia and mild lymphocytosis. No cases of felines infected
by Rickettsia spp. have been reported, however in the eight suspicious animals the more
common alteration were mild gingivitis, ocular discharge and conjunctivitis. Of the two
animals with M. haemofelis, one presented bilateral ocular discharge and conjunctivitis and
the other had increased popliteal lymphnodes and a severe stomatitis. None of them had
alterations on the blood count. The animal with L. infantum DNA showed no cutaneous,
ocular or systemic signs of infection and the only alteration on blood count was mild
lymphocytosis.

Of the whole sample, 56% of the animals were not infected with none of the searched
agents. It was only found a statistic association between the presence of FIV and the
presence of M. haemofelis.

Felines’ role on the epidemiology on some of the zoonotic diseases discussed isn’t yet clear,

therefore more studies and with bigger samples are required.

Keywords: Ehrlichia spp., Anaplasma spp., Rickettsia spp., M. haemofelis, L. infantum, FIV,

FelLV, arthropods vectors.
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CAPITULO | — ACTIVIDADES DESENVOLVIDAS

1. Actividades desenvolvidas durante o estagio curricular

O estégio curricular do Mestrado Integrado em Medicina Veterinéria foi realizado no Hospital
Veterinario SosVet, entre o dia 27 de Setembro de 2010 e o dia 31 de Mar¢o de 2011, sob a
orientagdo da Dr2 Ana Clotilde Alves e co-orientacdo da Doutora Berta S&o Braz.

O hospital esta localizado na Cova da Piedade, concelho de Almada e estd em
funcionamento 24h por dia. No periodo diurno (periodo em que foi realizado o estagio
curricular), o corpo clinico é constituido por duas enfermeiras veterinarias e cinco médicos
veterinarios fixos, e por trés médicos veterinarios que realizam consultas e cirurgias de
referéncia, segundo marcacao, nas areas de oftalmologia, ortopedia e medicina de animais
exéticos. O horério realizado obedeceu a um plano de rotatividade semanal entre o turno
das 9h as 17h e o turno das 15h as 23h, de forma a que os fins-de-semana e feriados
fossem também feitos de forma rotativa (10h as 22h).

O estagio foi desenvolvido essencialmente na area de clinica e cirurgia de animais de
companhia, com o objectivo de aplicar e desenvolver os conhecimentos tedricos e préticos
adquiridos ao longo do MIMV. Durante o periodo de estagio foram realizadas actividades
nas diversas areas da clinica de animais de companhia, mas também de animais exoéticos:
Medicina Interna, Internamento, Cirurgia e Imagiologia e Laboratério.

Durante as consultas foi permitido acompanhar/auxiliar ou realizar a anamnese, historia
clinica, contencdo, exame fisico, colheita de material bioldgico (recolha de sangue,
cistocentese, raspagens cutaneas, recolha de pélos para cultura, puncdo aspirativa de
agulha fina (PAAF), entre outros) e realizagdo de testes rapidos (FIV, FeLV e Leishmania).
Foi ainda possivel alargar o contacto com os proprietarios dos animais permitindo
desenvolver a capacidade de comunicacdo com os mesmos. As espécies canina e felina

foram as espécies mais atendidas (Grafico 1).

Grafico 1 Frequéncia relativa das consultas assistidas em cada especialidade.
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Em cirurgia foi possivel participar na preparacdo pré-cirurgica do animal (preparacdo e
administracdo da pré-medicacdo e anestesia, tricotomia, lavagem e desinfec¢do do animal)
e preparacdo do material a utilizar. Durante a cirurgia foram desenvolvidas funcbes de
monitorizacdo anestésica, e ajudante de cirurgido em diversas cirurgias (Grafico 2). Foi
ainda possivel praticar diferentes suturas e realizar como cirurgid principal algumas cirurgias
nomeadamente ovariohisterectomias e orquiectomias electivas em felinos e orquiectomias

electivas em canideos.

Gréfico 2 Frequéncia relativa das cirurgias assistidas em cada especialidade cirargica.
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O Internamento tornou-se talvez a area mais enriquecedora no sentido pratico, pois foi onde
foram adquiridos conhecimentos preciosos na realizagdo de diversos procedimentos (alguns
deles basicos mas muito importantes): limpeza, alimentagao, contengcédo e monitorizagdo dos
animais internados, administracdo de medicacéo pelas diferentes vias (oral, intra-muscular
(IM), endovenosa (IV) e subcutanea (SC)), colheita de sangue, colocacdo de cateteres
endovenosos, subcutaneos e intra-6sseos, colocacdo de tubo naso-gastrico e esofagico,
medicdo de pressdo arterial, oxigenoterapia, fisioterapia, realizacdo de drenagens de
derrames (toracicos, pericardicos e abdominais), transfusfes sanguineas, curvas de
glicémia, inseminagéo artificial, pensos, enemas, algaliacdes e cistocenteses.

Na area da Imagiologia foram alargados os conhecimentos principalmente nas areas de
radiologia, ecografia e endoscopia. No que respeita a radiologia, foi permitido auxiliar e
realizar radiografias de tecidos moles (toracicas e abdominais) e de tecido 6sseo (esqueleto
axial e apendicular), melhorando os conhecimentos acerca do correcto posicionamento do
animal, constantes radiogréficas e utilidade deste meio de diagnostico. Através do ecografo,
foram observadas diversas ecocardiografias e ecografias abdominais, bem como diversos
procedimentos ecoguiados: puncdo aspirativa de estruturas internas, cistocentese,
toracocentese, abdominocentese e pericardiocentese. Foi ainda permitido praticar a técnica

ecografica em alguns animais. A nivel de endoscopia foram assistidas varias endoscopias
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gastricas e traqueais, e ainda a uma rinoscopia e artroscopia. Outros métodos imagiolégicos
foram utilizados em menor escala como o electrocardiograma simples e Holter. A &rea do
laborat6rio do hospital esta equipada com aparelhos sofisticados que permitem a realizacao
em pouco tempo de hemograma, bioguimicas sanguineas e ionograma. Outros exames
complementares disponiveis sdo uriandlise, coprologia, cultura de fungos, exame citologico
apoés coloracdo, esfregaco sanguineo e de medula éssea, electrocardiograma simples e
Holter. Ao longo do estagio foram ainda realizadas algumas eutanasias e efectuadas
algumas necropsias.

O facto de o hospital ser constituido por uma equipa grande, com enfermeiras e médicos
veterinarios com diferentes areas de interesse e diferentes métodos de trabalho, tornou este
estagio bastante enriquecedor no contexto pessoal, e acima de tudo profissional. Permitiu
adquirir conhecimentos tedricos e praticos essenciais a pratica clinica como futura médica

veterinaria de animais de companhia.

2. Actividades desenvolvidas no ambito da componente préatica da presente
dissertacdo de mestrado

A colheita das amostras para a realiza¢do do presente trabalho decorreu apés a concluséo
do estagio curricular com a ajuda de uma colega estagiaria, e por vezes, de alguns
elementos da equipa do Hospital Veterinario SosVet. O processamento das amostras e a
realizacao das técnicas de diagnostico laboratoriais utilizadas, nomeadamente a polymerase
chain reaction (PCR) e o real time PCR, decorreram no Laboratorio de Virologia da
Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade Técnica de Lisboa, com o
acompanhamento da Professora Doutora Ana Duarte.

Esta componente pratica permitiu ndo s6 desenvolver as capacidades de maneio, contencao
e colheita de sangue em felinos, mas também aprofundar os conhecimentos no que respeita

a trabalho laboratorial.

3. Comunicacgdo cientifica dos resultados obtidos no estudo experimental

Os resultados obtidos no presente estudo experimental foram apresentados em
comunicagdo oral e em painel no V Congresso da Sociedade Portuguesa de Ciéncias
Veterinarias, que decorreu entre 13 e 15 de Outubro de 2011, nas instala¢cdes do IRNB —
EZN, Vale de Santarém, Portugal (ANEXO I).



CAPITULO II- REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Introducéo

E sabido que em gatis, e alojamentos de grupo, a prevaléncia dos agentes infecciosos esta
associada a densidade da populagéo que neles habita (Foley, 2006), sendo, muitas vezes, a
propagacao daqueles agentes inevitavel, dado o seu caracter ubiquitario e a sua capacidade
de sobrevivéncia fora do hospedeiro.

As chamadas “doencas transmitidas por vectores” sdo doencas provocadas por parasitas,
bactérias ou virus que afectam hospedeiros vertebrados, através da picada de vectores
artrépodes hematdéfagos, principalmente ixodideos, pulgas e mosquitos (Beugnet & Marie,
2009; Little 2011). Parte destas doencgas, apesar de pontualmente descritas em felinos, n&o
estdo tdo estudadas como em canideos no que respeita a sua prevaléncia e a
sintomatologia que determinam.

Assim, no presente trabalho pretende-se determinar a prevaléncia de agentes como
Ehrlichia spp./Anaplasma spp., Rickettsia spp., Leishmania infantum e Mycoplasma
haemofelis, bem como a incidéncia de retrovirus como o Virus da Imunodeficiéncia Felina
(FIV) e o Virus da Leucemia Felina (FeLV), em felinos de uma associagdo particular
(Associagado dos Amigos dos Animais Abandonados da Moita - AAAAMoita). Pretende-se
ainda observar de que forma e com que frequéncia os referidos hemoparasitas afectam os
felinos, e qual a influéncia da presenca de FIV e FelLV, conhecidos pela imunossupressdo
gue induzem, na manifestacédo clinica dessas infeccoes.

Este estudo ambiciona ainda a sensibilizacdo dos colaboradores voluntarios da associacao
para a importancia de boas praticas de maneio neste tipo de ambientes, no sentido de
controlar a disseminacdo de agentes infecciosos.

Para enquadramento do problema sera inicialmente apresentada uma revisao bibliografica a

qual se seguira a apresentacdo do desenvolvimento experimental e consideracdes finais.

2. Virus da Leucemia Felina e Virus da Imunodeficiéncia Felina

2.1. Etiologia

O Virus da Leucemia Felina (FeLV) e o Virus da Imunodeficiéncia Felina (FIV) sdo virus de
acido ribonucleico (ARN) de cadeia simples, sem envelope que pertencem a familia
Retroviridae (Figura 1) (Donovan, 1999; Hosie et al., 2009; Lutz et al., 2009).



Figura 1 Desenho esquematico de um virido de retrovirus, mostrando a localizacdo das
varias estruturas e proteinas que o] constituem. Adaptado de:
http://www.stanford.edu/group/virus/retro/2005gongishmail/HIV.html
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A replicacdo destes virus, designados de retrovirus depende da presenca de uma enzima, a
transcriptase reversa (TR), que transcreve reversamente as cadeias ARN virais em cadeias
de &cido desoxirribonucleico (ADN), que passam a designar-se de provirus e séao
incorporados no genoma das células do hospedeiro (Donovan, 1999; Lutz et al., 2009). A
presenca dos retrovirus ndo é letal para a célula hospedeira, no entanto o provirus
incorporado é passado as células filhas durante o processo de replicacao celular para toda a
vida do animal (Bendinelli et al., 1995; Lutz et al., 2009). E esta capacidade de se tornarem
parte integrante do ADN do hospedeiro que torna a infeccdo por estes agentes impossivel
de reverter, uma vez que todas as células do hospedeiro teriam de ser reconhecidas e
destruidas para que a infecgéo fosse eliminada (Hartmann, 2006).

O FelLV, descrito pela primeira vez em 1964 (Cohn, 2007) numa casa onde varios gatos
sofriam de leucemia (de Mari, Maynard, Sanquer, Lebreux, & Eun, 2004), é um retrovirus da
sub-familia Oncornavirinae, e género Gammaretroviridae (de Mari et al., 2004; Torres,
Mathiason, & Hoover, 2005; Hofmann-Lehmann et al., 2006; Costa & Norsworthy, 2011).

O FIV pertencente ao género Lentivirus (em latim, lenti significa lento) (Donovan, 1999) foi
descoberto em 1986 e descrito pela primeira vez em 1987 na Califérnia, num gatil onde
varios animais apresentavam sintomas semelhantes aos descritos na infec¢éo pelo Virus da
Imunodeficiéncia Humana (HIV) em humanos (Bendinelli et al., 1995; Cohn, 2007; Grace,
2011). Por possuir estrutura, ciclo de vida e patogenia semelhante aos restantes lentivirus, €
visto como o modelo animal na investigacdo de tratamento da Sindrome de
Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA) humana (Hartmann, 1998; Hosie et al., 2009).

Os retrovirus sdo constituidos por trés genes principais: gag, pol e env (Hartmann, 2006;
Lutz et al., 2009; Hosie et al., 2009). O gene gag (group-associeted antigen) codifica
proteinas estruturais internas, incluindo a p27 no caso do FelLV e a p25 no caso do FIV,

importantes para o diagnostico (Hosie et al., 2009; Lutz et al., 2009). Nos animais infectados
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com FelLV, a p27 é produzida em quantidades excessivas, estando presente em grandes
quantidades no citoplasma de células infectadas, assim como no soro, saliva e lagrimas dos
animais (Hartmann, 2006). O gene pol (polymerase) codifica vérias proteinas com accoes
enzimaticas importantes para a replicagdo viral, nomeadamente a TR, responsavel pela
transcricdo das cadeias de ARN dos virus em cadeias ADN, a protease (PR), determinante
na maturacéo do virus e a integrase (IN) que une de forma covalente o ADN do retrovirus
(provirus) ao ADN da célula hospedeira. O gene pol do FIV, codifica ainda uma proteina
adicional, a dUTPase (DU), caracteristica das lentiviroses de ndo-primatas (Elder et al.,
1992; Hartmann, 2006; Hosie et al., 2009; Lutz et al., 2009). Finalmente, o gene env
(envelope) codifica proteinas transmenbranarias e do envelope. No caso do FelLV, codifica a
glicoproteina gp70 e a proteina transmembranaria pl15. A gp70 define o subgrupo viral e
parece ter importancia na indugdo de imunidade, sendo importante na resisténcia natural ao
virus e um alvo para a producdo de vacinas (Hartmann, 2006). Pensa-se que a pl5e
interfere na imunidade celular do hospedeiro, facilitando a persisténcia viral (Hartmann,
2006). No caso do FIV, o gene env codifica a glicoproteina gpl20 e a proteina
transmembranaria gp41, principais determinantes da diversidade viral entre os isolados
(Olmested, Hirsch, Purcell & Jonhson, 1989).

Os genes gag, pol e env séo flanqueados de ambos os lados por long terminal repeats
(LTRs), que sdo sequéncias repetidas com funcdo reguladora da expressao e replicagdo
viral (Harmann, 2006).

Os retrovirus, tal como a maioria dos virus ARN estdo sujeitos a um elevado grau de
variagdo genética sendo a que se encontra no FelLV inferior a do FIV (Dunham & Graham,
2008).

Existem trés principais subgrupos virais de FeLV com base nas diferentes sequéncias da
glicoproteina do envelope gp70 do gene env: FelLV-A, FeLV-B e FeLV-C (Nakata et al.,
2003; Tandon et al., 2005; Arjona et al., 2007; Hofmann-Lehmann et al., 2007). O FeLV-A é
0 subtipo mais contagioso, menos patogénico dos subtipos e o Unico que pode ser
transmitido por via horizontal de gato para gato na natureza (Hartmann, 2006; Hofmann-
Lehmann et al., 2007). Este subtipo € ubiquitario e estd presente em todas as infecgles
isoladamente ou em combinagdo com os subtipos B e C (Nakata et al. 2003; Tandon, et al.,
2005; Arjona et al., 2007; Hofmann-Lehmann et al., 2007; Lutz et al., 2009). O subtipo B é
originado a partir de uma recombinagdo do FeLV-A com sequencias retrovirais enddégenas
existentes no ADN normal dos felinos (Nakata et al, 2003; Hartmann, 2006; Arjona et al.,
2007; Hofmann-Lehmann, et al., 2007; Lutz et al., 2009) e o subtipo C resulta de mutactes
no gene env, em animais infectados com FelLV-A e FelLV-B (Nakata et al., 2003; Arjona et
al., 2007; Hofmann-Lehmann et al., 2007Lutz et al., 2009). Os subgrupos B e C sdo mais
raros (principalmente o subgrupo C), estando o FelLV-B presente em cerca de 50% dos

animais com FeLV e o FeLV-C em apenas 1% dos animais infectados (Tandon et al., 2005).
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Os animais com FelLV-B tém tendéncia para desenvolver alteracbes malignas de origem
linféide (como linfoma e leucemia), enquanto os animais com FelLV-C estdo mais
associados ao desenvolvimento de anemias aplasicas (Hofmann-Lehmann et al., 2007
Costa & Norsworthy, 2011). Mais recentemente foi ainda descrito um quarto subgrupo
denominado de FelLV T-linfotropico (FeLV-T) (Hofmann-Lehmann et al., 2007), que tem
origem no subgrupo A a partir de mutacdes e inser¢des no gene da glicoproteina de
superficie (Hofmann-Lehmann et al., 2007). Este novo subgrupo inclui os virus citopaticos
com tropismo para as células T e causa deplecdo linféide e imunodeficiéncia graves em
gatos por ele infectados (Hofmann-Lehmann et al., 2007; Costa & Norsworthy, 2011).

No FIV, estdo descritos cinco subtipos virais (A-E) (Sodora et al., 1994; Kakinuma et al.,
1995; Pecoraro et al.,, 1996) de acordo com as diferencas (que podem ir até 30%)
encontradas na regido hipervaridvel do gene env (Pancino, Castelot, & Sonigo, 1995;
Dunham, 2006). A frequéncia dos diferentes subtipos varia consoante a regido geografica
(Dunham & Graham, 2008), mas os mais descritos em todo o mundo, nomeadamente na
Europa, sdo o0 A e o B. O subtipo C é pouco frequente (Hosie et al., 2009) mas foi ja
encontrado nos Estados Unidos da América (EUA), Europa e Japéo. O subtipo D foi apenas
encontrado no Japao (Kakinuma et al., 1995) e o subtipo E na Argentina (Kakinuma et al.,
1995; Pecorato et al., 1996). Recentemente, foi descrita a existéncia de dois novos subtipos
virais, o subtipo F, encontrado nos EUA e Canada e o subtipo U, encontrado na Nova
Zelandia (Hayward, Taylor, & Rodrigo, 2007; Grace, 2011).

2.2. Epidemiologia

2.2.1. Prevaléncia

Os retrovirus afectam felinos domésticos e esporadicamente selvagens em todo o mundo
(Lee, Levy, Gorman, Crawford, & Slater, 2002; Hosie et al., 2009; de Mari et al., 2004;
Hartmann, 2006; Hofmann-Lehmann et al., 2006; Arjona et al., 2007) e sdo importantes
causas de morbilidade e mortalidade em felinos domésticos (Dunham, 2006). A incidéncia
do FelLV varia com a densidade populacional, estando descritos valores de prevaléncia que
variam entre 1% a 8% em animais que ndo exibem sinais clinicos, e de 21% em animais
clinicamente doentes (Hartmann, 2006). A prevaléncia deste virus tem decrescido nas
tltimas décadas um pouco por todo o mundo, em principalmente devido a implementacao
de programas de testagem e isolamento dos animais positivos, mas também devido ao
desenvolvimento de vacinas eficazes na prevencdo da infeccdo (Levy, Scott, Lachtara, &
Crawford, 2006; Sellon & Hartmann, 2006; Levy et al., 2008; Ford, 2008).

No caso do FIV, a prevaléncia ndo tém reduzido ao longo dos anos (Grace, 2011), sédo

normalmente superiores as do FelLV, e mais variaveis consoante as zonas geograficas,



podendo ser de 1 a 14% em animais sem sinais clinicos e 44% em animais doentes
(Hartmann, 1998; Grace, 2011).

Animais infectados com FIV tém uma probabilidade quatro vezes superior de vir a
desenvolver infeccdo por FelLV, e animais infectados com ambos o0s virus tendem a
manifestar sinais clinicos mais exuberantes do que numa infec¢do Unica (Arjona et al.,
2007).

2.2.2. Vias de transmisséo

O FelLV é um virus cuja transmissdo est4d dependente do contacto intimo entre gatos
infectados e gatos susceptiveis (Hartmann, 2006). A concentracdo do virus na saliva é
superior & do plasma, pelo que esta é o principal veiculo de infeccdo (Vobis, D"Haese,
Mehlhorn & Mencke, 2003; Vobis, D"Haese, Mehlhorn & Mencke, 2003b; Hartmann, 2006).
Assim, comportamentos sociais (como higiene muatua, partilha de comedouros, bebedouros
e camas ou utilizacdo comum das liteiras) sdo a forma mais eficaz de transmisséo (Vobis et
al., 2003, 2003b; Colitz, 2005; Hartmann, 2006; Costa & Norsworthy, 2011). Outros fluidos
corporais (como sangue, lagrimas, secrecdes nasais, fezes e urina) e mordidas podem
também ser vias de transmissdo (Hardy et al., 1976; Pacitti, Jarrett, & Hay, 1986; Vobis et
al.,, 2003, 2003b). As pulgas foram também ja consideradas potenciais fontes de
transmissdo in vitro e possivelmente in vivo, quer através das fezes, quer através de
picadas, apesar de ndo existiram ainda estudos que comprovem que 0 virus mantém a sua
infecciosidade nestes vectores (Vobis et al., 2003, 2003b).

A via de transmissado natural do FIV mais comum é a parenteral, principalmente através de
mordidas ou arranhdes, por inoculacdo do proprio virus ou de células infectadas,
provenientes de saliva ou sangue de gatos com infec¢cdo activa (Dunham, 2006; Sellon &
Hartmann, 2006; Hosie et al., 2009). A transmissdo entre animais que habitem em conjunto
mas cuja hierarquia esta bem definida é pouco frequente, uma vez que raramente ocorrem
conflitos entre eles (Hosie et al., 2009).

Experimentalmente este virus pode também ser transmitido pelas vias endovenosa (IV),
subcutanea (SC), intramuscular (IM) ou intraperitoneal (IP) (Sellon & Hartmann, 2006). A
inoculagdo atravées das mucosas oral, rectal e vaginal foi também conseguida
experimentalmente, no entanto a quantidade de virus necesséria para provocar infeccédo &
muito superior a necesséria para as vias parenterais, pelo que esta ndo é considerada de
grande importéncia na transmissao natural do agente (Dunham, 2006; Sellon & Hartmann,
2006). A transmissédo por via sexual, o principal modo de transmiss&do do HIV em humanos,
parece ser pouco frequente no caso do FIV, apesar de o sémen de animais infectados
possuir com frequéncia particulas virais (Jordan et al., 1998).

Em ambos os retrovirus, pode ocorrer transmissdo vertical, apesar de esta via nao

desempenhar um papel epidemiol6gico muito importante (Cohn, 2007). A transmisséo pode
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ocorrer via transplacentaria, apés o parto quando a mae cuida e lambe as crias
(principalmente no caso do FelLV) (Hartmann, 2006; Cohn, 2007; Levy et al., 2008), ou
através do leite (Hardy et al., 1976; Vobis et al., 2003, 2003b; Colitz, 2005).

Isto pode acontecer em fémeas infectadas aguda ou cronicamente e pode ocorrer que
apenas parte da prole se torne infectada (Cohn, 2007). No FelLV, no caso da infec¢éo ser in
utero, € comum observar-se falha reprodutiva, reabsorcdo ou morte neonatal (Hartmann,
2006; Costa & Norsworthy, 2011), no entanto, cerca de 20% dos gatinhos infectados
verticalmente, sobrevivem a este periodo e tornam-se adultos persistentemente infectados
(Hartmann, 2006). Por tudo isto, caso exista uma fémea com crias em que ela ou uma das
crias seja positiva a um dos retrovirus, toda a familia deve ser considerada infectada e
mantida longe do contacto com outros felinos (Hartmann, 2006; Sellon & Hartmann, 2006).
Nenhum destes retrovirus sobrevive mais do que poucos segundos fora do hospedeiro e
ambos sdo facilmente destruidos por desinfectantes comuns, calor e desidratagéo
(Hartmann, 2006), no entanto, a transmissao iatrogénica (agulhas contaminadas, fomites ou
transfusdo sanguinea) apesar de pouco comum pode também ocorrer (Cohn, 2007; Hosie et
al., 2009; Lutz et al., 2009; Costa & Norsworthy, 2011).

2.2.3. Factores de risco

Os grupos de risco para a infecgcéo por FIV e por FeLV séo diferentes (Hartmann, 2006). A
infeccdo por FelLV estd associada a contactos sociais “amigaveis”, enquanto a infecgao por
FIV esta mais associada a comportamentos agressivos, principalmente mordidas
(Hartmann, 2006). A propor¢cdo de animais com FelLV esta distribuida mais ou menos
equitativamente por ambos o0s sexos (Lee et al, 2002; Cohn, 2007), com ligeira
superioridade do sexo masculino, provavelmente pelo facto de os machos desenvolverem
mais o comportamento do deambular no exterior.

Apesar da infeccdo por FelLV estar reportada em animais de todas as idades, a
susceptibilidade a infeccao é superior em animais mais jovens do que em animais adultos
(Hartmann, 2006; Cohn L. A., 2007; Ford, 2008), o que aparentemente pode ser explicado
pelo facto de os receptores necessarios para que o FelLV-A infecte as células alvo
diminuirem em gatos mais velhos, tornando a infecgdo nestes menos provavel (Hartmann,
2006). Esta resisténcia pode também estar relacionada com a maturagdo da fungédo dos
macréfagos em gatos mais velhos (Hartmann, 2006). De referir que a resisténcia a infeccao
em animais mais velhos ndo é absoluta e depende da presséo de infeccdo (Hartmann,
2006). Outros factores de risco para a infeccdo por FeLV incluem a elevada densidade
populacional e falta de higiene (Lutz et al., 2009).

O FIV é mais comum em animais adultos, machos, ndo esterilizados e com acesso ao

exterior, presumivelmente por ser esse grupo de animais que desenvolvem comportamentos



mais agressivos associados a conflitos territoriais (Lee et al., 2002; Little, 2005; Dunham,
2006; Levy et al., 2006; Cohn, 2007; Grace, 2011).

N&o existe predisposicdo por racas para a infeccdo por FeLV ou FIV, no entanto esta
infeccdo é menos comum em animais de raga pura pois estes normalmente ndo tém acesso

ao exterior (Hartmann, 2006; Sellon & Hartmann, 2006).

2.3. Patogenia

2.3.1. FeLV

A susceptibilidade a infeccdo por FeLV depende do sistema imunitério e idade do animal,
bem como da patogenecidade do virus, pressao de infec¢do e concentracdo viral com que o
animal é infectado (Hartmann, 2006).

A entrada do virus nas células-alvo estd dependente da presenca de um receptor de
superficie, especifico para cada subtipo viral, constituido por uma proteina transportadora de
baixo peso molecular (Cheng, Anderson, & Overbaugh, 2007). Apés a infeccgéo inicial, que
ocorre normalmente por via oronasal, o virus replica-se no tecido linféide local (area
orofarinfea) (Hartmann, 2006; Hofmann-Lehmann et al., 2006; Collado et al., 2007; Levy et
al., 2008). Alguns animais conseguem desenvolver uma resposta imunitaria celular capaz de
travar a replicacdo viral e eliminar completamente o virus do organismo, ficando imunes a
futuras re-infeccdes (Hartmann, 2006; Pinches et al., 2007). Nestes animais, ndo ha
replicacdo viral sistémica e ndo é possivel identificar infec¢cdo por deteccdo de antigénio,
sendo esta infecgdo denominada de infecgdo regressiva (Hartmann, 2006).

Nos animais incapazes de desenvolver uma resposta imunitaria adequada, o virus espalha-
se sistemicamente através das células mononucleares (linfécitos e mondcitos) e surge entédo
a fase de virémia inicial da infec¢do progressiva (Hartmann, 2006; Rojko et al., 1979 citado
por Levy et al., 2008). Nesta fase, que dura na maioria dos casos trés a seis semanas (16
no maximo), a proteina p27 é detectavel no plasma, o virus espalha-se pelos tecidos alvo
(timo, baco, linfonodos e glandulas salivares), e o animal é capaz de excretar o agente e de
o transmitir a outros (Hartmann, 2006). Ainda nesta altura, alguns animais sao capazes de
eliminar a virémia antes do envolvimento da medula 6ssea, conseguindo eliminar o agente
por completo do organismo, e desenvolvendo imunidade bastante eficiente contra uma re-
infeccdo (Vobis et al., 2003, 2003b; Gomes-Keller, et al., 2006; Hartmann, 2006; Pinches et
al., 2007). Caso isso ndo acontega, apos cerca de trés semanas de virémia, ocorre o
envolvimento da medula 0ssea e o0s precursores hematopoiéticos sdo afectados, e
comecam a ser produzidos granulécitos e megacariocitos infectados pelo agente. O periodo
de virémia termina, dando-se inicio a fase de infeccdo latente, em que as particulas virais
estdo sequestradas nas células da medula 6ssea (Cohn, 2007) e a partir deste momento o

animal ja ndo consegue eliminar o agente (Torres et al.,, 2005; Hartmann, 2006). Como
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nesta fase, apenas o ADN do provirus persiste, e ndo existe a producdo activa de virus
(Cohn, 2007; Hofmann-Lehmann et al., 2007), as técnicas de diagnostico serolégico que
detectem antigénio ndo identificam infeccao (Hartmann, 2006), podendo o diagnéstico de
doenca apenas ser realizado por cultura de medula 6ssea ou PCR. A infeccao latente pode
ser reactivada espontaneamente por resposta a uma imunossupressao provocada por
doenca, gravidez, stress ou administracdo de glucocorticéides e os animais tornam-se
novamente virémicos (Gomes-Keller et al., 2006; Hartmann, 2006). Nesta altura, se o animal
ndo desenvolve uma resposta imune adequada e permanece virémico por mais de 16
semanas, existe elevada probabilidade de se tornar persistentemente virémico, e excretar o
virus pelo resto da vida (condicdo designada de virémia persistente) (Hartmann, 2006).
Nestes animais 0s niveis de anticorpos neutralizantes sdo baixos e existe replicacdo viral
persistente na medula 6ssea, baco, linfonodos e glandulas salivares. Embora estes animais
possam permanecer sdos durante longos periodos de tempo, grande parte tende a
desenvolver patologias associadas ao FelLV pouco tempo apds infeccdo e a maioria morre
em cerca de um (Cohn, 2007b) a quatro anos (Vobis et al., 2003) ap0s infecgdo. Os animais
virémicos podem viver e disseminar o virus durante muitos anos (Gomes-Keller et al., 2006;
Pinches et al., 2007), tendo os animais mais jovens, imunodeprimidos ou que habitem em
ambientes de elevada densidade populacional, maior risco de vir a desenvolver virémia
persistente (de Mari et al., 2004; Hartmann, 2006; Cohn, 2007).

Em animais afectados, a linfopénia esta presente com frequéncia (por diminuicdo dos CD4+,
mas mais frequentemente por diminuicdo tanto dos CD4+ como dos CD8+) e neutropénia,
sendo que os neutréfilos presentes vao perdendo a sua funcdo quimiotactica e fagocitica,
estando a funcao imunitaria destes animais diminuida (Hartmann, 2011).

Apenas cerca de 30% dos animais expostos ao virus desenvolvem infec¢do progressiva, e

cerca de 60% desenvolvem infecgéo regressiva (Torres et al., 2005).

2.3.2. FIV

A forma como a infeccdo pelo FIV se desenvolve depende de diversos factores como a
idade do animal (animais mais jovens desenvolvem sinais clinicos mais rapidamente), as
propriedades do isolado viral e a via de infec¢do (Sellon & Hartmann, 2006). Este virus
apresenta tropismo para os linfécitos B e T (tanto CD4+ como CD8+), macréfagos (Bienzle
et al., 2004; Johnson, 2005), mondcitos (Bienzle et al., 2004) e células do sistema nervoso
central (SNC) (Johnson, 2005), no entanto os principais alvos da infec¢éo séo os linfécitos-T
CD4+ (Hosie, et al., 2009). A entrada nas células do hospedeiro é feita através de um
receptor, o CD134 (que € uma glicoproteina expressa principalmente por células T CD4+
activadas), e de um co-receptor, 0 CXCR4 (que é um receptor da quimiocina CXCI12, que €
expresso por um conjunto de células hematolinféides como as células progenitoras

hematopoiéticas, linfocitos T, linfécitos B e células dendriticas) (Freed & Ross, 2004;
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Johnson, 2005; Dunham, 2006). A glicoproteina gpl120 do envelope do FIV liga-se ao
receptor CD134 das células, e sofre uma alteragdo conformacional que permite a sua
posterior ligacdo, e ao co-receptor CXCR4, tornando possivel a entrada do virus nas células,
a sua multiplicacdo e a formacao de sincicios (Johnson, 2005; Hosie et al., 2009).

Uma vez que o FIV tenha sido transmitido a um hospedeiro susceptivel, o virus persiste
tanto no sangue como nos tecidos linfaticos, mesmo na presenca de uma resposta imune
antiviral intensa (Kolenda-Roberts et al., 2007). O curso da doenca € caracterizado pela
transicdo gradual através de trés fases clinicas: fase de infeccdo aguda, fase de infecgcéo
assintomética e a fase terminal de doenga (ou SIDA felina). A classificagcdo nas diferentes
fases é feita com base nos sinais clinicos apresentados, no grau de virémia, na eficacia da
resposta imunitaria desenvolvida e racio linfécitos-T CD4+/ linfcitos-T citotoxicos
(CD4:CD8) no sangue periférico. A fase de infecgdo aguda ocorre normalmente durante os
trés primeiros meses apos a exposic¢ao viral (Dunham, 2006; Kolenda-Roberts et al., 2007).
Este periodo estd associado a um pico inicial de virémia, existindo replicacdo e
disseminacao viral através dos mudltiplos 6rgéo linfoides, incluindo timo, bacgo, linfonodos,
tecido linfoide intestinal e medula 6ssea, e de tecidos néo-linfédes como o SNC (Dunham,
2006; Kolenda-Roberts et al., 2007). Durante esta fase inicial de virémia, tanto os linfécitos-T
CD4+ como os linfocitos-T CD8+ sofrem um declineo (Yamamoto et al.,, 2007 citado por
Levy et al., 2008). Por volta da terceira semana de virémia o virus é ja detectado em todos
os orgaos linféides, tecidos linféides associados & mucosa, e em varias secre¢fes corporais
nomeadamente saliva, leite/colostro e secrec¢des vaginais (Kolenda-Roberts et al., 2007). A
resposta imunolégica a virémia inicial caracteriza-se pela producdo de anticorpos
neutralizantes cerca 3-4 semanas poés-infeccdo, e por uma resposta mediada por células
entre a segunda e a sétima semana (Kolenda-Roberts et al., 2007). Os anticorpos formados
persistem durante toda a infeccao, a excepcao da fase terminal da doenca em que podem
nao estar presentes por o organismo ser incapaz de desenvolver uma resposta imunitaria
adequada (Sellon & Hartmann, 2006). A medida que o organismo vai desenvolvendo uma
resposta imunitaria adequada, a virémia vai diminuindo, definindo o final da fase aguda e o
inicio da fase assintomatica de infeccdo (Dunham, 2006; Kolenda-Roberts et al., 2007), que
pode prolongar-se durante anos ou durar o resto da vida do animal (Hosie et al., 2009).

A duracdo da fase assintomética € muito variavel e esté relacionada com a estirpe viral
infectante, com estado imunolégico do hospedeiro (Dunham, 2006; Kolenda-Roberts et al.,
2007), com a exposicdo a agentes secundarios e com a idade do animal na altura da
infecgdo (Hartmann, 2011). Durante esta fase, as cargas virais plasméticas mantém-se em
niveis muito baixos e 0s animais permanecem aparentemente saudaveis ou com
sintomatologia ligeira por muitos anos (Dunham, 2006; Kolenda-Roberts et al., 2007).
Contudo, apesar da auséncia de sinais clinicos, na fase assintomatica continua a haver um

declinio progressivo do sistema imunitario, sendo a imunidade mediada por células mais
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afectada que a imunidade humoral. Existe uma diminuicdo progressiva do numero de
linfocitos-T CD4+ (e consequentemente do racio CD4:CD8) e das respostas
proliferativas/proliferacdo por células-T (Dunham, 2006; Kolenda-Roberts et al., 2007; Levy
et al., 2008; Bienzle et al., 2004).

A terceira fase de infeccdo, classicamente definida como SIDA felina, pode ocorrer muitos
anos depois e € marcada por um aumento da carga viral plasmética e pela emergéncia de
multiplas doencas degenerarivas, neoplasias e infec¢des secundarias que podem conduzir a
morte do animal (Bienzle et al., 2004; Dunham, 2006; Kolenda-Roberts et al., 2007). Esta
fase coincide com re-ocurréncia de virémia, com a diminuigdo do nimero de linfocitos CD8+

e com a deficiéncia persistente de linfécitos CD4+ (Kolenda-Roberts et al., 2007).

2.4. Sinais clinicos
Tanto no FIV como no FelV, os sinais clinicos apresentados variam largamente (Cohn,
2007). Em ternos gerais, o FeLV estéa relacionado com alteragdes clinicas mais significativas
que o FIV, sendo considerada a causa de morte de origem infecciosa mais comum em
felinos (Ford, 2008).

2.4.1. Sinais Clinicos associados ao FelLV

Os animais FelLV positivos podem apresentar multiplos sinais clinicos que variam em parte
com o subgrupo infectante (por exemplo, o subgrupo B esta mais associado a doencas
neoplasicas e o subgrupo C a anemia ndo regenerativa) mas também com caracteristicas
intrinsecas do hospedeiro (como resposta imunitaria desenvolvida) (Hartmann, 2006; Cohn,
2007). Até agora ndo sao conhecidos quais 0s mecanismos exactos pelos quais se geram
as diferentes respostas clinicas em gatos persistentemente infectados (Hartmann, 2004).
Pode observar-se doenca moderada logo apés a infec¢do, no entanto, normalmente os
animais recuperam e mantém-se saudaveis durante um periodo variavel de tempo
(Hartmann, 2004; Cohn, 2007). As manifestacdes clinicas mais importantes ocorrem nos
gatos com virémia persistente meses a anos apos a infec¢do (Hartmann, 2004). Os sinais
clinicos associadas ao FelLV estdo tipicamente divididos em doengas proliferativas
neoplésicas e doencgas degenerativas ndo neoplasicas (Hartmann, 2004; Arjona et al., 2007,
Cohn, 2007).

Os animais com infecg&o persistente acabam por desenvolver imunossupressao (Hartmann,
2004; Cohn, 2007; Collado et al., 2007); mielossupressdo (Hartmann, 2004; de Mari et al.,
2004; Cohn, 2007; Collado et al., 2007); doencas imunomediadas (Hartmann, 2004), ou
doencas neoplasicas (Hartmann, 2004; Cohn, 2007), conforme representado na Tabela 1, e

desenvolvendo sinais clinicos de acordo com a doenca desenvolvida.
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Tabela 1 Infec¢des e neoplasias reportadas em animais com infeccdo persistente por FelLV.
(Tabela adaptada de Hartmann, 2004 & Lutz et al., 2009).

. Neoplasias
Neoplasias . p- . Outros tumores
. . . mieloproliferativas:
Linfoproliferativas: o (menos comuns):
. - Leucemia eritréide .
Sindromes .| - Fibrossarcomas
L . . - - Leucemia
Neoplasicos - Linfoma maligno (timico, . - Osteocondromas
. . U granulocitica
intestinal, multicéntrico) R - Neuroblastoma
o - Leucemia linf6ide -
- Leucemia linfatica L olfatério
- Leucemia mieléide
Sindromes de Citopénia de uma ou mais linhas celulares:
Supressédo da Medula | - Anemia n3o regenerativa - Neutropénia
Ossea - Trombocitopénia - Pancitopénia

InfeccBes viricas, bacterianas e parasitarias secundarias:

- PIF - estomatite/doenca periodontal
Imunossupresséo - Mycoplasma haemofelis, - feridas/abcessos crénicos
Cryptococcus - infeccdes cronicas do tracto
- toxoplasmose, respiratdrio superior
Doencas - Anemia hemolitica - Uveite
Imunomediadas - Glumerulonefrite - Poliartrite

- Altera¢des reprodutivas (aborto,

Outras Sindromes - Neuropatias infertilidade)

De uma forma geral, 0s sinais clinicos mais relatados em infec¢des por FeLV incluem a
dispneia, letargia, anorexia, perda de peso, febre, gengivite/estomatite e abcessos (Costa &
Norsworthy, 2011). No exame fisico encontram-se com frequéncia mucosas palidas,
alteracbes oculares e cutdneas e ainda massas intra-abdominais e organomegalia
(linfonodos, bacgo, figado, rins) (Costa & Norsworthy, 2011).

Em felinos a mortalidade por doengas imunossupressoras associadas ao FelLV € superior do
que por doengas proliferativas como o linfoma e a leucemia (Arjona et al., 2007). Num
estudo, realizado no North American Veterinary Teaching Hospitals, em 8642 animais FeLV
positivos, verificou-se que 15% dos animais demonstrava a presenca de co-infec¢des
(incluindo FIV, FIP, infeccBes do trato respiratério superior, micoplasmas hemotropicos e
estomatite), 6% linfoma, 5% leucopénia ou trombocitopénia e 4% leucemia ou doenca
mieloproliferativa (Hartmann, 2011). As doenc¢as imunomediadas podem estar presentes por

desenvolvimento de respostas imunitarias exageradas ou desreguladas (Hartmann, 2011).

2.4.2. Sinais Clinicos associados ao FIV

A maior parte dos sinais clinicos exibidos pelos animais afectados, ndo estao directamente
relacionados com a presenca do virus, mas sim com a condicdo imunossupressora que ele
induz, que predispbe ao aparecimento de infeccbes secundarias, neoplasias, alteracdes
neuroldgicas ou ainda doencas imunomediadas (Hosie et al., 2009; Hartmann, 2011).

A fase de doenca aguda pode ser clinicamente silenciosa ou manifestar-se através de sinais
clinicos ligeiros e inespecificos que podem passar despercebidos (Bendinelli et al., 1995;

Sellon & Hartmann, 2006) e que englobam normalmente a depressdo, anorexia,
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linfadenopatia generalizada e febre ligeira (Callanan et al., 1992; Bendinelli et al. 1995;
Dunham, 2006; Cohn, 2007; Levy et al., 2008; Yamamoto, 2008). Em animais mais
gravemente afectados pode ainda ocorrer diarreia aguda, alteracdes oculares, dermatite e
sinais respiratdrios superiores ligeiros (Bendinelli et al. 1995; Hartmann, 2006).

Na fase de doenca assintomdtica os sinais sdo normalmente minimos, mas podem incluir
linfadenopatia generalizada, gengivite/estomatite e neutropénia (Kolenda et al., 2007). Este
periodo pode prolongar-se por varios anos, no entanto em alguns animais prolonga-se pelo
resto da vida (Hosie et al., 2009).

A fase terminal de doenca caracteriza-se pela presenca de alteracbes neurologicas e
infeccdes secundarias multiplas e persistentes, resistentes a terapéutica convencional (Arai,
Earl & Yamamoto, 2002). Os achados clinicos mais comuns sdo a perda de peso,
linfadenopatia generalizada, febre recorrente, gengivite, estomatite e periodontite, rinite
cronica, traqueobronquite, abcessos e glomerulonefrite imunomediada (Conh, 2007
Kolenda et al., 2007; Hosie et al., 2009). Podem estar presentes infec¢bes cronicas, nao
responsivas ou recidivantes, da pele ou do ouvido externo provocadas por Demodex,
Notoedres (Hosie et al., 2009), Staphylococcus sp. ou outras bactérias, bem como
dermatofitoses de dificil resolugédo (Bendinelli et al., 1995). A nivel ocular, as altera¢cdes mais
frequentes sdo a uveite anterior, ligeira a moderada e caracterizada por inflamacao
linfoplasmocitica, o glaucoma, a luxacdo do cristalino e a conjuntivite, que podem ser
provocadas directamente pela accao viral sobre os tecidos oculares, pela imunossupressao
secundaria ou ainda pela ocorréncia de infecgbes oculares secundarias (Colitz, 2005; La
Croix, 2005). Infecgbes secundarias dos tractos respiratério, gastrointestinal ou urinario sao
também frequentes (Cohn, 2007; Hartmann, 2011). As neoplasias mais comuns s&o o
linfoma, leucemias (Grace, 2011; Hartmann, 2011) e carcinoma cutdneo das células
escamosas (Hartmann, 2011).

Por vezes, as manifestacbes neuroldgicas de FIV estdo presentes, mesmo na auséncia de
outras infeccbes ou neoplasias do sistema nervoso (Cohn, 2007). Foram ja descritas
alteracdes neurolégicas em animais natural e experimentalmente infectados com FIV: cerca
de 5% dos animais infectados tem alteracdes neuroldégicas como sinais clinicos
predominantes (Grace, 2011; Hartmann, 2011). As alteracdes neuroldgicas observadas
tendem a ser mais comportamentais do que motoras e incluem: movimentos espasmicos da
face e lingua, deméncia, perda de controlo da bexiga e esfincter anal e alteracdes do sono.
Outros sinais observados foram nistagmus, ataxia, convulsbes e tremores musculares
(Hartmann, 2011).

A condigdo clinica mais frequente é a presenca de estomatite crénica ulcero-proliferativa,
encontrada em cerca de 50% dos animais (Hartmann, 2011; Grace, 2011a). Esta condic&o
origina-se normalmente na area faringea e espalha-se rostralmente, especialmente ao longo

dos dentes maxilares (Hartmann, 2011). Por ser uma afec¢do extremamente dolorosa, por
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vezes com perda de dentes associada, pode levar a anorexia e emaciacdo do animal
(Hartmann, 2011). A causa deste sindrome ndo € ainda conhecida, no entanto os achados
histologicos sugerem que se trata de uma resposta imune a estimulagdo antigénica cronica

ou a uma desregulacdo imunoldgica (Hartmann, 2011).

2.5. Diaghdstico

Conhecer o estado retroviral de todos os animais é de extrema importancia, uma vez que 0s
retrovirus sdo capazes comprometer o estado de saude do animal e condicionar as
caracteristicas de maneio a que € sujeito. Além disso, falhas na identificacdo de animais
infectados podem perpetuar a exposicdo e transmissdo destes virus a animais nao
infectados (Crawford, 2007; Levy et al., 2008).

Todos os animais devem ser testados pelos meios de diagnostico apropriados, em
intervalos regulares de acordo com a sua situagdo de risco individual (Levy et al., 2008).
SituagBes em que os animais devem ser testados incluem (Cohn, 2007; Levy et al., 2008):

- Gatos e gatinhos na altura de aquisicdo ou de mudanca de residéncia e 60 dias depois,
mesmo que nédo seja de esperar que venham a conviver com outros felinos;

- Animais com acesso ao exterior sem supervisionamento, que apare¢cam com sinais de luta
ou que tenham possibilidade de contactar com felinos positivos ou de estatuto
desconhecido, 60 dias ap6s a potencial exposicao;

- Previamente a vacinagdo contra FelLV (ou FIV nos paises em que esta vacina esta
licenciada);

- Felinos com alteracbes do estado clinico (mesmo que possuam teste negativo no
passado);

- Felinos que vivam em ambientes com animais que se saibam ser portadores devem ser
testados anualmente (a menos que ndo mantenham contacto);

- Animais dadores de sangue ou tecidos (devem ter testes serolégicos negativos a FIV e

FeLV e confirmagé&o por PCR).

Uma vez que os sinais clinicos e alteragbes laboratoriais provocados por infecgbes
retrovirais em felinos sdo bastante inespecificos, é necessario proceder ao diagndstico

laboratorial para que a infec¢céo seja confirmada (Arjona et al., 2007).

2.5.1. Métodos seroldgicos

O diagnostico de FIV e/ou FeLV é normalmente realizado por serologia, sendo no caso do
FeLV feita pesquisa de antigénios (Arjona et al., 2007; Cohn, 2007), e no caso do FIV
pesquisa de anticorpos produzidos (Bienzle et al., 2004; Crawford & Levy, 2007).

Em circunsténcias normais, a presenca de anticorpos especificos contra FIV indicaria

apenas que houve exposicdo do animal ao agente, e ndo necessariamente a presenca de
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infeccdo ou doenca activa (Cohn, 2006). No entanto, uma vez que o FIV produz uma
infeccdo persistente e da qual os animais normalmente ndo conseguem recuperar, com
desenvolvimento de elevadas quantidades de anticorpos, a presenca de anticorpos
especificos em circulagédo é considerada sinénimo de infecgéo (Sellon & Hartmann, 2006).
Além disso, os animais FIV positivos possuem baixas cargas virais circulantes durante a
maior parte da vida (Cohn, 2006; Levy et al., 2008), pelo que é pouco provavel a deteccao
de antigénio em circulacéo (Arjona et al., 2007).

Para diagnéstico serologico pode ser utilizado plasma, soro ou sangue total periférico
(Arjona et al., 2007).

2.5.1.1. Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA)

Devido a sua simplicidade, esta € a técnica de diagndstico mais utilizada (Crawford & Levy,
2007; Bienzle et al., 2004) para a pesquisa de antigénio FelLV (proteina viral p27 livre
produzida em elevadas quantidade em animais virémicos) (Hartmann, 2004; Colitz, 2005;
Arjona et al., 2007; Cohn, 2007; Levy et al., 2008; Levy et al., 2009) e anticorpos especificos
contra FIV (normalmente contra a proteina viral p24 ou pl15) (Bienzle et al., 2004; Cohn,
2006; Arjona et al., 2007; Crawford & Levy, 2007). O diagnéstico de FeLV pode também ser
realizado em saliva ou em lagrimas, no entanto os resultados estdo associados a um
elevado numero de falsos positivos e falsos negativos, pelo que estas amostras nao
traduzem resultados fidveis (Cohn, 2006).

2.5.1.2. Imunoflurescéncia Indirecta (IFl)

O diagnostico seroldgico pode também ser realizado por IFI (Cohn, 2006; Tandon et al.,
2005), que no caso do FelLV detecta o antigénio (p27) incorporado nos glébulos brancos e
plaquetas (Hartmann, 2004; Cohn, 2006; Levy et al., 2008; Levy et al., 2009). Ao contrario
da ELISA, que detecta virémia transitéria ou persistente, a IFl detecta apenas virémias
persistentes apds o envolvimento da medula 6ssea (Hartmann, 2004; Cohn, 2006; Levy, et
al., 2008), sendo por isso menos sensivel mas mais especifica que o método anterior (Cohn,
2006; Levy et al., 2008).

A IFI ndo é muito utilizada no diagndstico de FIV, uma vez que os resultados obtidos sdo
muito subjectivos e dependentes do observador (Bienzle et al., 2004; Crawford & Levy,
2007).

2.5.1.3. Western Blot

O Western Blot é considerado gold standart na pesquisa de anticorpos especificos para FIV,
sendo mais sensivel e mais especifico que o ELISA (Crawford & Levy, 2007). Tem a
vantagem de detectar anticorpos reactivos contra mais do que uma proteina viral, sendo

apenas validado o resultado como positivo se houver reac¢do a mais de uma proteina viral e
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duvidoso se reagir apenas a uma (Crawford & Levy, 2007). E no entanto tecnicamente mais
exigente e dispendioso, e por isso menos utlilizado (Bienzle et al., 2004; Cohn, 2006;
Crawford & Levy, 2007).

2.5.1.4. Falsos positivos e falsos negativos em testes seroldgicos

Os resultados falsos positivos em testes serolégicos podem ocorrer no caso do FIV em
animais muito jovens, quando 0s anticorpos maternos estdo ainda presentes; em caso de
ocorréncia de reacg¢fes cruzadas inespecificas (Cohn, 2006, 2007; Arjona et al., 2007; Levy,
et al., 2008); ou por detec¢cdo de anticorpos vacinais em paises em que esteja licenciado o
uso de vacinas preventivas para FIV (Cohn, 2006, 2007). De referir que existe ja um teste
baseado em ELISA capaz de fazer distincdo entre anticorpos vacinais e infeccado verdadeira
por FIV, mas que para j4 esta disponivel apenas no Japéao (Levy et al., 2008; Grace, 2011).
No caso do FelLV, uma vez que os testes seroldgicos fazem pesquisa de antigénio, a
presencga de anticorpos maternos ou vacinais, ndo interfere a partida nos resultados obtidos
(Cohn, 2006; Levy et al., 2008). No entanto, quando o sangue é colhido imediatamente apds
a vacinagdo podem ser detectados antigénios FeLV vacinais, pelo que as amostras para
diagnostico devem sempre ser colhidas anteriormente a vacinacdo (Levy et al., 2008). O
ELISA pode estar associado a falsos positivos, uma vez que pode identificar a proteina viral
p27 ainda antes da incorporacdo do provirus no ADN do hospedeiro, em animais que
consigam eliminar a infecgéo e reverte-la para um estatuto de negativo (Cohn, 2007).

Na infeccdo por FIV, os resultados falsos negativos em serologia sdo raros, mas podem
ocorrer devido a niveis insuficientes de anticorpos na amostra testada. Isto que pode
acontecer em animais em que nao tenha ainda ocorrido seroconversdo (auséncia de
anticorpos em circulacdo no periodo que varia entre 2-4 semanas até um ano apds infeccao)
ou em fases terminais de infeccdo em que a resposta imunitaria é fraca (Bienzle et al., 2004;
Cohn, 2006; Arjona et al., 2007; Crawford & Levy, 2007; Levy et al., 2008).

No caso do FelV, os falsos negativos, podem estar associados ao facto de o animal se
encontrar em fase de infec¢do latente, em que ndo exista virémia e antigenémia em
circulacdo, mas apenas provirus integrado nas células da medula e de outros locais (Arjona
et al., 2007; Cohn, 2007).

Tanto no caso do FIV como no caso do FelLV, os resultados seroldgicos positivos devem ser
confirmados, principalmente em animais assintomaticos que possam ter contactado com o
agente (Pinches et al., 2007). Estima-se que até 20% dos resultados FIV positivos em
ELISA submetidos a testes confirmatérios por Western Blot sdo falsos positivos (Bienzle et
al., 2004), discrepancia que é atribuida a erros de operador, mais do que a erros de
laboratorio (Bienzle et al., 2004). N&o existe nenhum teste de detec¢do de anticorpos que
seja claramente superior aos restantes, no entanto, resultados discordantes entre os testes

requerem a realizagcdo de mais testes para que o verdadeiro estatuto do animal seja
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apurado (Crawford & Levy, 2007). A confirmacgdo pode ser feita utilizando um segundo teste
seroldgico (preferencialmente diferente do primeiro ou de um outro fabricante), por cultura
viral ou através de PCR (Levy et al., 2008). Caso se obtenham resultados discordantes entre
dois testes seroldgicos, o estatuto do animal poderd tornar-se claro repetindo ambos os
testes 60 dias depois, mas até |4 os animais nesta situacdo devem ser considerados como
potenciais fontes de infeccdo até que a sua situacdo seja esclarecida (Levy et al., 2008). Os
resultados discordantes entre testes serol6gicos podem estar relacionados com o estadio de
infeccdo, a variabilidade da resposta dos hospedeiros ou problemas técnicos relacionados
com os testes (Levy et al., 2008).

2.5.2. Métodos moleculares

O diagno6stico molecular através de PCR, tem-se mostrado uma técnica extremamente (til
na deteccdo destes virus, mostrando algumas vantagens relativamente as técnicas
seroldgicas (Arjona et al., 2007). O PCR permite a detecgédo de ARN viral ou ADN proviral a
partir de células monociticas de sangue periférico, medula déssea ou tecidos,
independentemente da presenca de anticorpos ou de virémia (Sellon & Hartmann, 2006;
Arjona et al.,, 2007; Levy et al., 2008). Teoricamente é capaz de detectar uma Unica
molécula de ADN proviral num conjunto de 10° células (Saiki et al., 1988), contudo, Varios
estudos tém mostrado que a sua sensibilidade e especificidade sao altamente variaveis,
podendo ir de 40% a 100% (Bienzle et al., 2004; Sellon & Hartmann, 2006; Grace, 2011).
Esta técnica permite o diagnéstico de infeccdes por FeLV em caso de infecgbes latentes
(Arjona et al., 2007) e de FIV mesmo em animais em que a seroconversdo ndo tenha
ocorrido ou em fases tardias em que a resposta imunitaria pode ser fraca, e previne ainda a
ocorréncia de falsos-positivos derivados da presenca de anticorpos maternos (Arjona et al.,
2007; Levy et al., 2008). Contudo, animais infectados por via materna podem nao obter
resultados positivos por semanas ou meses apds 0 nascimento pelo que o teste deve ser
repetido quando o animal tiver mais de seis meses (Levy et al., 2008).

Arjona et al. (2007) desenvolveram uma técnica de diagnostico com elevada sensibilidade e
especificidade, baseada em nested PCR que se mostrou eficaz na deteccdo conjunta de FIV
e FelV, permitindo através de um Unico PCR testar ambos os virus, ter um diagnéstico
seguro e reduzir os gastos em tempo e dinheiro.

O real time PCR demonstrou ter elevada sensibilidade e especificidade, relativamente a
deteccdo de antigénio, isolamento viral e técnicas de imunoflurescéncia (Tandon, et al.,
2005; Hofmann-Lehmann et al., 2008). Esta técnica permite ndo s6 a deteccdo, mas
também a quantificacé@o, avaliacdo dos isolados em questdo e monitorizacdo dos niveis de
provirus em gatos infectados (Bienzle et al., 2004; Pinches et al., 2007). Quando realizada
em condi¢des Optimas, € a metodologia mais sensivel no diagnéstico do FelLV, e permite

ainda resolver os casos em que os testes seroldgicos séo discordantes. O FIV é no entanto
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um agente dificil de amplificar por PCR uma vez que existem variacdes de até 20% entre
diferentes subtipos virais (Bienzle et al., 2004).

Os falsos negativos em PCR podem estar relacionados com qualidade ou quantidade de
amostra insuficiente, primers inadequados, problemas com os reagentes (Bienzle, et al.,
2004), ou nédo reconhecimento do subtipo viral pela técnica de PCR (Hosie, et al., 2009). Os
resultados falsos positivos estdo na maioria das vezes relacionados com contaminagdes que

possam ocorrer no laboratorio (Bienzle et al.; 2004).

2.5.3. Métodos de isolamento viral

O isolamento viral, apesar de ser uma técnica bastante confiavel, ndo é utilizado como rotina
uma vez que é tecnicamente mais exigente, mais demorado (cerca de duas semanas),
bastante mais dispendioso que os restantes métodos, para além de n&o estar disponivel em
todos os laboratérios (Bienzle et al., 2004; Crawford & Levy, 2007). Por poder ser utilizada
em qualquer fase de infeccdo, é considerada a técnica gold standard para confirmacédo de
resultados positivos ou suspeitos obtidos por outras técnicas (Hartmann, 2006; Crawford &
Levy, 2007).

2.5.4. Outros métodos auxiliares de diagndstico

As alteracdes no hemograma, perfil bioquimico e urianalise dependem da manifestacao das
doengas secundarias a infecgcdo viral, e ndo sdo especificas para a infeccdo por FelLV
(Cohn, 2007b). As alteracdes hematoldgicas, particularmente as citopénias associadas a
supressdo da medula 6ssea sdo achados comuns em FelV positivos (Hartmann, 2011). A
anemia macrocitica pode ser sugestiva da presenca de FelLV, no entanto a anemia pode
também ser normocitica, regenerativa (cerca de 10%) ou ndo (Cohn, 2007; Hartmann,
2011). Linfopénia e neutropénia persistentes, transientes ou ciclicas sdo achados comuns,
assim como alteracbes plaquetarias (trombocitopénia, diminuicdo do tempo de vida ou
alteracdes de fungdo) (Costa & Norsworthy, 2011; Hartmann, 2011). No perfil bioquimico
podem ocorrer azotémia, aumento das enzimas hepaticas ou da bilirrubina sérica (Costa &
Norsworthy, 2011).

A infec¢@o por FIV esta também associada a alteragfes ndo especificas como linfopénia,
neutropénia, anemia nao regenerativa e trombocitopénia, principalmente na fase aguda e
terminal de infec¢édo (Bendinelli et al., 1995; Dunham, 2006; Cohn, 2007; Grace, 2011) e tal
como no FelLV as possiveis anomalias no perfil bioquimico e urinrio sdo inespecificas e
associadas a doengas secundarias (Cohn, 2007).

Os animais FIV positivos tendem a ter hipergamaglobulinémia e hiperproteinémia, ao
contrario dos animais FelLV positivos (Grace, 2011; Hartmann, 2011). A azotémia pode
também estar presente, no entanto o papel do FIV como causador de doenca renal néo esta

ainda esclarecido (Grace, 2011).
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2.6. Tratamento

N&o existe cura para o FeLV nem para o FIV (Cohn, 2007). As infec¢des séo irreversiveis e
0 acompanhamento destes animais passa pela prevencdo e tratamento de infecgbes
secundérias e doengas associadas, assim com pela instituicho de uma terapia

imunomoduladora com o intuito de melhorar a resposta imunitaria do animal (Cohn, 2007).

2.6.1. Terapia antiviral

2.6.1.1. Zidovudina, AZT (3'-azido-2', 3'-didesoxitimidina)

E um anélogo glicosideo (derivado da timidina) que bloqueia a acc&o da trascriptase reversa
dos retrovirus (Sellon & Hartmann, 2006; Collado et al., 2007; Levy et al.,, 2008). Esta
molécula é integrada nas cadeias de ADN em desenvolvimento, inibindo a infec¢do de
novas células, mas nédo a replicagdo viral nas células ja infectadas (Sellon & Hartmann,
2006).

O objectivo da utilizagdo do AZT é diminuir a carga viral plasmatica, promover a melhoria do
estado clinico e imunoldgico e aumentar a qualidade e esperangca de vida do animal
infectado (Sellon & Hartmann, 2006). Contudo, existem estudos que indicam que, apesar de
promover uma melhoria transitéria dos sinais clinicos (nomeadamente a estomatite) e do
racio CD4:CD8 em animais FIV positivos (Arai, Darman, Lewis, & Yamamoto, 2000), o seu
uso ndo reduz a carga viral das células mononucleares periféricas, nem os titulos de
anticorpos anti-FIV em animais cronicamente infectados (Arai et al., 2002), e que além disso
ndo previne a disseminagdo viral a outros tecidos nem prolonga o tempo de vida dos
animais infectados (Kolenda-Roberts et al., 2007).

Em caso de felino infectados com FelLV, a eficacia da terapéutica com AZT parece ser
menos promissora que em animais infectados com FIV, e parece ter efeito apenas quando
0s animais iniciam o tratamento no inicio da infec¢édo (Hartmann, 2006).

Um dos efeitos secundérios do AZT é a indugdo de anemia ndo regenerativa, principalmente
em animais FelLV positivos em que exista ja supressdao da medula 6ssea, pelo que a
animais sujeitos a este tratamento deve ser feito o controlo regular através de hemograma
(Hartmann, 2006; Sellon & Hartmann, 2006). Esse controlo deve ser realizado
semanalmente durante o primeiro més, e se 0s valores se mantiverem estaveis deve passar
para avaliagdo mensal. Em alguns animais pode ocorrer uma diminuicdo do hematdcrito
(HCT) durante as trés primeiras semanas de tratamento que resolve por si mesmo se o
tratamento se mantiver. No entanto, se o HCT descer abaixo dos 20% o tratamento deve ser
descontinuado, e a anemia resolve em apenas alguns dias (Hartmann, 2006). Outros efeitos
secundarios descritos associados ao uso desta droga em felinos sdo a ocorréncia de

neutropénia, vomitos e anorexia, que pioram o prognostico (Hartmann, 2006).
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Os efeitos secundarios associados a esta terapéutica podem ser atenuados pela associacao
do AZT a factores de crescimento hematopoiético, como o factor estimulante das colénias
de macréfagos e granulécitos (GM-CSF) e a Eritropoietina (EPO) (Arai et al., 2000; Arai et
al., 2002).

2.6.1.2. Lamivudina, 3TC

E também um andlogo glicosideo que potencia o efeito do AZT, quando usado em
simultaneo (Arai et al., 2002). Ao contrario dos restantes analogos glicosideos, o 3TC induz
mutacdes rapidas capazes de reverter fenotipicamente as mutacdes causadas pelo AZT,
permitindo que a actividade antiviral do AZT permaneca no hospedeiro (Arai et al., 2002).
Quando utilizada em pacientes humanos com HIV, a combinacdo AZT/3TC reduziu a carga
viral plasmatica e aumentou a contagem e funcdo das células CD4+ (Arai et al., 2002).
Também em felinos, a utilizacdo desta combinagéo profilaticamente pouco tempo depois da
inoculagdo do virus, mostrou atraso no desenvolvimento da infeccdo, seroconversédo e
multiplicacdo viral, actuando em conjunto com o sistema imunitario de forma a limitar a
multiplicacdo do virus durante a infec¢@o primaria (Arai et al., 2002). No entanto, quando
usada terapeuticamente em animais cronicamente afectados, a combinacdo AZT/3TC nédo
mostrou ter grandes efeitos na diminuicdo da carga viral (Arai et al., 2002). Provavelmente
seriam necessarias doses superiores para que efeitos fossem observadas no entanto doses
elevadas destes farmacos podem promover o desenvolvimento de anemia (Arai et al.,
2002). Resumindo, a utilizagdo do AZT ou AZT/3TC parece ser mais vantajosa como
medida profilatica do que como adjuvante no tratamento de infec¢des crénicas (Arai et al.,
2002).

2.6.1.3. Outros antivirais

A accdo de outros agentes antiviricos utilizados em medicina humana (didanosina,
zalcitabina, ribavirina, foscarnet e suramina) foi ja testada, no entanto a sua eficacia in vitro
nao foi reproduzivel in vivo em animais FelLV positivos, ou demonstraram toxicidade em
felinos (Hartmann, 2006; Sellon & Hartmann, 2006).

2.6.2. Terapia imunomoduladora

2.6.2.1. Acemannan

E um polimero de um carbohidrato complexo de cadeia longa (mannan) derivado da planta
Aloé Vera (Hartmann, 2006). E conhecido pelas suas fungdes imunomoduladoras, pois
estimula a producdo de interleucina-1 (IL-1), factor de necrose tumoral alfa (TNF-a) e
prostaglandina E2 (PGE-2) por parte dos macrofagos;, e pela sua funcdo anti-viral,

demonstrada in vitro contra o VIH, Virus da Doenca de Newcastle e Virus Influenza (Yates
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et al., 1992). Num estudo realizado em 50 felinos FelLV positivos, tratados por via IP com
2mg/Kg de 24 em 24 horas durante seis semanas, verificou-se que 70% dos animais
permaneceram Vivos, sem que ocorressem alteracdes significativas nos sinais clinicos ou
parametros hematolégicos apresentados (Sheets, Unger, Giggleman, & Tizard, 1991). Um
estudo semelhante foi realizado com trés grupos de felinos FIV positivos, com sinais clinicos
de doenca, sendo que ap0s 12 semanas de tratamento 75% dos animais permaneciam
vivos, e com melhorias dos parametros sanguineos avaliados e diminui¢cdo da incidéncia de
sépsis. Uma vez que ambos os estudos utilizaram amostras pequenas e ndo utilizaram
grupo de controlo, torna-se dificil tirar conclusdes acerca da eficacia deste composto
(Hartmann, 2006)

2.6.2.2. Proteina A de Staphylococcus (SPA)

E uma proteina bacteriana (Hartmann, 2006; Cohn, 2007), que estimula a actividade dos
linfécitos-T citotéxicos e do interferdo-y (INF-y) (Liu, Good, Trang, Engelman, & Day, 1984).
Num estudo realizado em que foi administrado SPA (10mg/Kg duas vezes por semana
durante 10 semanas) em gatos FelLV positivos com sinais clinicos, os médicos veterinarios
gue efectuaram o exames fisico ap0s o tratamento n&o encontraram alteragfes significativas
nos sinais clinicos e hematolégicos dos animais, no entanto os donos diziam verificar

melhorias nos sinais apresentados pelos animais (McCaw et al., 2001).

2.6.2.3. Interferdes

Estes agentes possuem fungdo imunomoduladora por estimularem o sistema imunitario,
aumentando a sobrevivéncia dos linfocitos T CD4+ (Pedretti et al., 2006) e ainda um efeito
antiviral demonstrado, induzindo a sintese de outros interferbes e citoquinas (Hartmann,
2004). Estes agentes parecem ajudar os animais infectados a restaurar a sua funcéo
imunitaria comprometida, permitindo-lhes controlar a carga viral e recuperar do estado de
doenca (Hartmann, 2004).

Actualmente o Unico interferdo de uso veterinario registado na Europa é o interferao-w
recombinante de origem felina (INF-w felino) (Hartmann, 2004). Os interferdes séao
especificos de cada espécie, pelo que a eficacia do INF-w felino é claramente distinta da
eficacia do IFN-a-hu, ndo s6 no que respeita a sua antigenecidade, mas também no que
respeita a sua eficacia em células felinas (Hartmann, 2004). O INF-w felino inibe a
replicacdo viral do FeLV in vitro, e num estudo realizado por de Mari et al. (2004), foi
demonstrado que um ano apdés o inicio do tratamento, a taxa de mortalidade era
significativamente inferior nos animais tratados em relagcdo aos animais do grupo de
controlo. Em um estudo semelhante em animais infectados com FIV e com sinais clinicos

associados, verificou-se uma melhoria significativa nos sinais clinicos apresentados pelos
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animais tratados relativamente aos animais do grupo controlo (de Mari, Maynard & Lebreux,
2002 referenciado por Harmann, 2004b).

De todos os interferdes humanos, é o interferdo-a humano (IFN-a-hu), que possui maior
efeito antiviral e que tem sido mais utlizado em animais infectados por FeLV e FIV
(Hartmann, 2004, 2004b). Administrado por via parenteral produz efeito antiviral maior do
gue por administracéo oral (Schellekens, Geelen, Meritet, Maury, & Tovey, 2001), uma vez
gue administrado oralmente € destruido no tracto digestivo, ndo chegando a ser absorvido
(Hartmann, 2006). A administracdo em baixas doses por via oral tem no entanto a vantagem
de estimulacdo local do tecido linféide da cavidade oral. Parenteralmente, este interferdo
deve ser administrado em doses elevadas durante um periodo maximo de seis a sete
semanas, apoés o qual se desenvolvem anticorpos contra ele e se torna ineficaz (Hartmann,
2004).

2.6.3.Tratamento de Suporte

A presenca de infecgBes secundarias em animais infectados com retrovirus leva ao
desenvolvimento de sinais clinicos e influencia a progresséo da infeccdo viral (Sellon &
Hartmann, 2006). A maioria das infecgbes secundarias em animais FIV ou FelLV positivos
sdo tratadas da mesma forma que em animais FIV e FelLV negativos, no entanto os testes
de diagnéstico devem ser mais abrangentes e intensivos, e pode ser necessaria uma terapia
mais agressiva e prolongada no tempo (por exemplo no que respeita a antibioterapia)
(Hartmann, 2006; Levy et al.,, 2008; Hosie et al., 2009), que deve ser instituida
precocemente (Hosie, et al., 2009). A utilizacdo de glucocorticdides e outros farmacos
imunossupresssores em animais com retrovirus é ainda controversa devido aos seus efeitos
secundarios e nem todos os autores recomendam a sua utilizacdo (Hosie et al., 2009).
Segundo Levy et al. (2008), os glucocorticéides devem apenas ser administrados nos
animais em que 0 seu uso esteja claramente indicado. No caso de gengivo-estomatite
cronica, que ocorre com frequéncia em animais com infeccdo por retrovirus, deve ser
preferida a extracgéo total dos dentes relativamente ao uso prolongado de corticosteroides
(Levy et al., 2008; Sellon & Hartmann, 2006). Os glucocorticdides tépicos podem ser usados
por exemplo no tratamento de uveites anteriores (Colitz, 2005). Ja a griseofulvina ndo deve
ser usada pois provoca mielossupressdo com neutropénia grave em animais FIV positivos
(Shelton, Grant, Linenberger, & Abkowitz, 1990; Sellon & Hartmann, 2006; Hosie et al.,
2009).

As neoplasias associadas ao FelLV devem ser tratadas com a quimioterapia adequada para
o tipo de tumor (Cohn, 2007), e caso o animal apresente anemia, a infeccdo por M.
heamofelis deve ser descartada, assim como a presenca de anemia imunomediada. Se esta
Ultima estiver presente deve ser ponderado tratamento com supressao imunoldgica (Cohn,

2007) e por vezes é necessario utilizacdo de transfusdo sanguinea (Cohn, 2007).
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2.6.3.1. Eritropoietina recombinante humana (Rh-EPO)

E utilizada com alguma frequéncia em animais FIV e/ou FeLV positivos com anemia n&o
regenerativa secundéria ao proprio virus ou ao tratamento com AZT (Arai et al., 2000; Arai et
al., 2002). A maioria dos animais submetidos a esta terapéutica desenvolve anticorpos anti-
rh-EPO, limitando o seu uso prolongado (Arai et al., 2000). Estdo descritos efeitos
secundarios associados a este farmaco como vomitos, nauseas, febre e tonturas (Arai et al.,
2000).

2.6.3.2. Factor recombinante humano estimulante das col6nias de macrofagos e
granulécitos (rh-GM-CSF)

pode ser usado em animais FIV positivos com neutropénia profunda (Arai et al., 2000). Este
farmaco estd associado a um aumento significativo na carga viral nas células
mononucleares do sangue periférico, por aumento de infecgéo de linfocitos ou aumento de
expressao dos linfocitos infectados, devendo ser considerada a associagdo de um farmaco
antiviral (Arai et al., 2000).

Existem dados que sugerem que a superdxido dismutase é capaz de estimular o sistema

imunolégico de animais FIV positivos (Grace, 2011a).

2.7. Maneio e Prevengéao

Em muitos animais, a presenca de FIV e/ou FeLV nédo é a causa principal de doenca grave,
e com os cuidados apropriados, os animais portadores podem viver de forma saudavel
durante muitos anos e morrer com idade avancada por causas nao relacionadas com a
infecgdo por estes agentes (Hartmann, 2006; Sellon & Hartmann, 2006; Levy et al., 2008).
Tém sido feitas inimeras investiga¢des no tratamento dos retrovirus felinos, nomeadamente
o FIV, ndo s6 para ajudar no controlo dessa doenca felina, mas como modelo de tratamento
do HIV (Sellon & Hartmann, 2006).

A identificacdo e separacdo dos animais infectados s&o considerados os métodos mais
eficazes de prevencado de novas infecgfes por FIV e FeLV (Levy et al., 2008).

O maneio dos animais infectados deve ser realizado de forma diferenciada dos animais ndo
infectados (Sellon & Hartmann, 2006). Caso o animal positivo seja o Unico felino na casa,
deve ser mantido no interior de forma a evitar a exposi¢cdo dos gatos da vizinhanca ao virus
e a evitar o contacto do animal infectado com agentes imunossupressores potencialmente
transmitidos pelos outros animais e pelo ambiente exterior (Hartmann, 2006; Cohn, 2007;
Levy et al., 2008).

Em casas em que habitem um ou mais felinos infectado por FIV e/ou FelLV, o estado de
todos os animais deve ser conhecido, e o proprietario informado acerca do risco de infec¢ao

dos restantes elementos (Hartmann, 2006). Neste caso, a melhor forma de prevenir a

25



infeccdo, € o isolamento dos animais positivos em compartimentos diferentes da casa
(Hartmann, 2006; Sellon & Hartmann, 2006; Levy et al., 2008). No caso do FelLV, apesar de
protecgéo conferida pela vacina ndo ser de 100%, a vacinagéo dos animais negativos pode
ser ponderada (Hartmann, 2006; Lutz et al., 2009), principalmente se os donos escolherem
ndo fazer a separacdo de animais positivos e negativos (Levy et al., 2008). Caso a
separacao nao seja possivel, de modo a evitar lutas territoriais, ndo devem ser introduzidos
novos elementos na casa (Levy et al., 2008).

Dada a elevada susceptibilidade destes animais, deve ser fornecida uma alimentagéo de
elevada qualidade nutricional (Hartmann, 2006; Levy et al., 2008), devendo ser evitados
certos produtos como carne crua e produtos lacteos de forma a eliminar o risco de infeccéo
por bactérias e/ou parasitas potencialmente veiculados por esses alimentos (Levy et al.,
2008).

Mesmo que o animal se mantenha aparentemente saudavel, devem ser realizadas visitas
frequentes ao veterinario (no minimo semestralmente) para que o estado clinico do animal
possa ser controlado, nomeadamente no que respeita ao estado da cavidade oral,
linfonodos, condi¢cdo corporal e estado da pele e do pélo (Hartmann, 2006; Sellon &
Hartmann, 2006; Levy et al., 2008; Hosie et al., 2009). O hemograma deve ser realizado em
cada visita e a avaliagdo dos perfis bioquimico e urinario devem ser feitos anualmente
(Hartmann, 2006; Levy et al., 2008; Sellon & Hartmann, 2006; Hosie et al., 2009). Os
animais devem ser sujeitos a um programa de desparasitacdo interna e externa adequados
e devem ser esterilizados de forma a reduzir o stress associado ao estro, 0 comportamento
de acasalamento e/ou o desejo de ir para o exterior (Hartmann, 2006; Sellon & Hartmann,
2006; Levy et al., 2008). A cirurgia € normalmente bem tolerada em animais FIV e FelLV
positivos, no entanto devem ser realizados um exame fisico cuidado e andlises pré-
cirurgicas, bem como instituida uma antibioterapia adequada ao estado de imunossupresséo
do animal (Hartmann, 2006; Sellon & Hartmann, 2006; Levy et al., 2008).

No caso de instituicdes de abrigo devem ser adoptados 0s mesmos principios que em casas
particulares com mais de um animal, ou seja, deve ser conhecido o estado retroviral de
todos os animais. Aquando da chegada de um novo animal, este deve ser negativo a ambos
0s virus em pelo menos dois testes com 60 dias de intervalo antes de ser introduzido
juntamente com os restantes animais (Levy et al., 2008). Esta situacao aplica-se também a
gatinhos bebés dos quais ndo se conheca a origem ou estado retroviral da mae, bem com
aos animais que retornam ao abrigo apés uma adopcédo falhada (Levy et al., 2008). Os
animais devem ainda ser testados aquando do acto de adopc&o, antes de contactar com
outros felinos (Levy et al., 2008).

Uma vez que tanto o FIV como o FelV, sdo virus muito frageis que sobrevivem apenas
alguns segundos fora do hospedeiro e que sao susceptiveis a quase todos o0s

desinfectantes (incluindo o sabdo comum), bastam medidas basicas de higiene pessoal
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(lavagem das maos e vestuario) e de equipamentos (instrumentos cirdrgicos, comedouros,
bebedouros, jaulas, etc.) para que a transmissédo a outros animais ndo ocorra (Hartmann,
2006; Levy et al., 2008). Assim, em clinicas e hospitais veterinarios, desde que alojados
individualmente e sejam tomadas medidas béasicas para a prevencdo da transmissdo da
doenca, os animais portadores de retrovirus hospitalizados, ndo devem ser mantidos na ala
das doencas infecto-contagiosas de modo a evitar 0 contacto com outros agentes
infecciosos que possam agravar o seu estado clinico (Hartmann, 2006; Levy, et al., 2008).
Os animais utilizados como dadores de sangue para transfusdo deverdo ser devidamente
testados (Levy et al., 2008).

2.8. Vacinacéao

2.8.1. Vacinacao Geral

Idealmente os animais FIV e/ou FelLV positivos devem estar isolados e mantidos no interior
de forma a evitar o contacto com agentes infecciosos (Day, Horzinek, & Schultz, 2010),
contudo, quando necessario, as vacinas consideradas principais (calicivirus felino, herpes
virus felino tipo-1 e parvovirus felino) podem ou devem ser administradas, ao contrario das
vacinas facultativas, cuja administracdo deve ser ponderada individualmente para cada
animal (Richards et al., 2006). Os animais FelLV positivos podem ndo ser capazes de
desenvolver uma resposta imunitaria adequada a vacinacao, pelo que a proteccdo induzida
pelas vacinas pode néo ser tao eficaz como a protecgdo induzida em animais ndo infectados
(Richards et al., 2006). Relativamente aos animais com FIV, as opinides dividem-se.
Animais FIV positivos parecem ser capazes de desenvolver resposta imunitaria aos
antigénios administrados através da vacina (excepto em fases terminais de infeccao),
apesar de essa resposta poder ser retardada ou diminuida (Richards et al., 2006). Contudo,
tém-se levantado problemas de seguranca, baseados no facto de a estimulagdo imunitaria
induzida pela vacina poder levar a progressao da infeccdo por FIV, alterando o equilibrio
entre o sistema imunolégico e o virus (Hosie et al., 2009).

Quando utilizadas, estas vacinas devem ser inactivadas (Day et al., 2010), pois tratando-se
de animais imunossuprimidos, o risco de vacinas vivas atenuadas recuperarem o seu poder
patogénico deve ser eliminado (Sellon & Hartmann, 2006; Levy, et al., 2008; Hosie et al.,
2009). Vacinas contra FIV e FeLV ndo devem ser utilizadas em animais que possuam um

dos retrovirus, nem em animais clinicamente doentes (Day et al., 2010).

2.8.2. Vacinacao FelLV
A primeira vacina preventiva para FelLV, entrou ho mercado em 1984 nos EUA (Hosie et al.,
2009). Actualmente estas vacinas existem ja por todo o mundo, podendo ser inactivadas ou

recombinantes (Richards et al., 2006).
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Uma vez que apenas o FelLV-A é transmitido horizontalmente na natureza, e que a infeccéo
pelos subgrupos B, C e T ndo ocorrem isoladamente, € amplamente aceite que as vacinas
direccionadas contra o FelLV-A sdo protectoras contra a infeccdo por FeLV em geral
(Hofmann-Lehmann et al., 2007).

A eficicia das vacinas é variavel e ndo parece estar relacionada com o tipo de vacina
(inactivada ou recombinante) (Richards et al., 2006; Cohn, 2007). Estudos recentes que
procuraram investigar os efeitos das vacinas mostraram que a eficicia das vacinas para o
FeLV, conhecidas por proteger os gatos de antigenémia e das doencas associadas ao
FeLV, é insuficiente para prevenir a integracdo do provirus e uma replicacdo viral minima
(Torres et al., 2005; Hofmann-Lehmann et al., 2007). A relevancia da integracao proviral ndo
foi ainda clarificada, no entanto, nos animais em que isto ocorre, ndo ha desenvolvimento de
virémia persistente nem de doencas associadas ao FelLV, sobrevivendo durante mais tempo
(Hofmann-Lehmann et al., 2007). O facto de a vacinagdo ndo ser um método 100% eficaz
na prevencgdo da infeccdo, € importante ndo descurar os métodos preventivos mesmo em
animais vacinados (Gomes-Keller, et al., 2006; Richards, et al., 2006; Levy et al., 2008)

A vacinacdo ndo € benéfica em animais positivos e deve ser administrada anualmente
apenas em animais negativos, pelo que se o animal nunca foi testado ou o seu estatuto é
desconhecido, devem ser realizados testes de diagndstico antes da vacinagéo (Richards, et
al., 2006; Cohn, 2007; Levy, et al., 2008; Hosie et al., 2009).

2.8.3. Vacinacéo FIV

Esté disponivel desde 2002 nos Estados Unidos, desde 2003 no Canada e desde 2004 na
Australia e na Nova Zelandia uma vacina preventiva contra o FIV, formulada a partir de virus
total inactivado (Kusuhara et al., 2005; Pu et al., 2005; Cohn, 2007; Hosie et al., 2009). Esta
vacina € composta pelos subtipos A e D, mas que apresenta também eficacia contra o
subtipo B (Kusuhara et al., 2005; Pu, et al., 2005; Grace, 2011).

A vacina preventiva contra o FIV, ndo esta disponivel na Europa (Hosie et al., 2009) e nao
esta provado que conceda protecgdo contra os isolados virais europeus (Hosie et al., 2009).
Assim, os felinos importados que estejam vacinados, podem ndo estar protegidos contra 0s
isolados europeus de FIV (Hosie et al., 2009).

Por todas estas razdes, ndo é recomendada a vacinagdo dos animais pertencentes a paises
europeus com vacinas formuladas a partir de isolados virais de outro continente (Hosie et
al., 2009). Uma vez que € de esperar que animais vacinados obtenham resultados positivos
em testes de diagnostico que pesquisem anticorpos, estes animais devem ser marcados
através de microchip ou tatuagem (Cohn, 2007; Levy et al., 2008).

A vacinacéo para FeLV e FIV n&o sao consideradas essenciais (Levy, et al., 2008), pelo que
a decisdo de vacinar ou ndo um animal deve ser baseada no risco desse animal ser exposto

aos agentes (Richards et al., 2006; Levy et al., 2008; Hosie et al., 2009; Levy et al., 2009),
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devendo apenas ser vacinados animais com acesso ao exterior e que contactem com outros
felinos positivos ou de estatuto desconhecido (Richards, et al., 2006; Levy, et al., 2008;
Levy, et al., 2009). Estas vacinas ndo sdo de principal importancia em felinos com baixo
risco de exposicdo ao agente (Cohn, 2007) e tal como todas as vacinas, tem riscos
associados (nomeadamente os sarcomas no local de inoculagdo no caso do FelLV), pelo
que o racio risco/beneficio deve ser bem ponderado (Cohn, 2007).

2.9. Prognoéstico

A taxa de mortalidade em animais infectados com FelLV que desenvolvam virémia
persistente é de cerca de 50% em dois anos e de 80% em trés anos em locais onde habitem
mais de um animal, mas inferior em caso de animais infectados que habitem sozinhos
exclusivamente no interior (Hartmann, 2011). Um estudo realizado nos EUA, indica que em
média um felino infectado por FeLV tem uma taxa de sobrevivéncia de 2,4 anos, comparado
com os animais do grupo controlo em que essa taxa é de 6 anos (Levy, 2006).

Num estudo realizado em animais infectados por FIV por via natural, a progressao da
doenca foi muito variavel, ocorrendo a morte em aproximadamente 18% dos animais nos
primeiros dois anos apos observacgdo (estima-se que cerca de cinco anos apoés a infecgéo).
Adicionalmente, também 18% dos animais desenvolveram doenga grave, mas mais de 50%
sobreviveram durante pelo menos um periodo de dois anos (Hartmann, 2011) a seis anos
apos a infeccédo (Grace, 2011).

Resumidamente, a maioria dos sinais clinicos associados a presenca de FIV sao reflexo de
infeccbes secundarias ou neoplasias aos quais estes animais sdo mais susceptiveis. No
entanto, com os cuidados apropriados, animais FIV positivos podem viver muitos anos e
morrer por causas ndo relacionadas com o virus. Embora o FelLV esteja associado a
manifestacdes clinicas mais graves e a uma reducdo da esperanca de vida mais marcada,
animais sujeitos a terapia adequada podem viver por muito anos, com elevada qualidade de
vida (Hartmann, 2011).

3. Ehrlichia spp. e Anaplasma spp.

3.1. Etiologia, Epidemiologia e Ciclo de Vida

A erliquiose e anaplasmose sdo doencas transmitidas por vectores artropodes que estao
descritas principalmente em medicina canina (Harrus et al., 2005; Vita et al., 2005).

Sao infeccbes provocadas por pequenas bactérias gram negativas, pleomoérficas, mas
quase sempre de forma cocoide, intracelulares obrigatorias, que se encontram em vacuolos
de células eucaribticas (Harrus et al., 2005; Heikkila, Bondarenko, Mihalkov, Pfister, &

Spillmann, 2010). Desde 2001, em que foi feita uma reestruturacdo taxonomica estas
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bactérias pertencem a ordem Rickettsiales, familia Anaplasmataceae, e aos géneros
Ehrlichia e Anaplasma, respectivamente (Dumler et al., 2001; Harrus et al., 2005).

As espécies Ehrlichia spp. que infectam animais estdo mundialmente distribuidas, apesar de
para algumas zonas a distribuicdo geogréfica ndo estar ainda totalmente esclarecida (Neer
et al., 2002). Nao estd4 bem claro quais as espécies de Ehrlichia spp. capazes de infectar
felinos em ambiente natural (Lappin & Breitschwedt, 2006). No entanto, mérulas compativeis
com infeccdo por este agente foram ja observadas em leucocitos de felinos domésticos e
selvagens seropositivos a E. canis, e o ADN deste agente foi ja também detectado em
felinos (Harrus et al., 2005; Lappin & Breitschwedt, 2006). Tudo isto leva a crer que a
erliquiose monocitica felina seja causada principalmente por E. canis, apesar de a sua
prevaléncia ndo ser conhecida.

A anaplasmose granulocitotrépica felina é causada pela espécie Anaplasma
phagocytophilum, anteriormente conhecida como Ehrlichia equi, em cavalos, E.
phagocytophila em ruminantes e “agente da erliquiose granulocitica humana”, em humanos
(Lappin & Breitschwedt, 2006). A susceptibilidade dos felinos domésticos a infecgéo foi
documentada pela primeira vez apés inoculacdo experimental. A presenca de moérulas
compativeis com infecgcdo por este agente e o seu ADN foram ja reportados nos EUA,
Suécia, Brasil, Quénia, ltadlia e Finlandia (Bjoersdorff, Svendenius, Owens, & Massung,
1999; Magnarelli, Bushmich, 1Jdo, & Fikrig, 2005; Lappin & Breitschwedt, 2006; Billeter et al.,
2007; Schaarschmidt-Kiener, Graf, Von Loewenich, & Miiller, 2009; Heikkila et al., 2010).

A forma como é feita a transmissdo natural de Ehrlichia spp. entre felinos é ainda
desconhecida, no entanto, suspeita-se que seja feita de forma similar a dos canideos, ou
seja, através de vectores ixodideos (Lappin & Breitschwedt, 2006).

Em caes, o principal vector de E. canis é o ixodideo Rhipicephalus sanguineus (Dryden &
Payne, 2004; Harrus et al.,, 2005; Stich, Schaefer, Bremer, Needham, & Jittapalapong,
2008). Apesar de este ixodideo raramente utilizar o gato como hospedeiro, felinos que
habitem em casas onde uma populacdo de R. sanguineus ja esteja estabelecida, podem
estar em risco de infestacdo por este vector e desenvolvimento de erliquiose (Dryden &
Payne, 2004). O R. sanguineus é mais abundante no tempo quente, pelo que a maioria dos
casos ocorre no Verdo. Uma vez que o vector tem distribuicdo mundial, também a doenca
ocorre um pouco por todo o mundo (Asia, Europa, Africa e América) (Harrus et al., 2005). O
Dermacentor variabilis, € também um dos vectores de E. canis em canideos, e o facto de se
alimentar com frequéncia em felinos, torna-o um potencial agente transmissor de erliquiose
a felideos demésticos (Johnson, Ewing, Barker, Fox, Crow, & Kocan, 1998; Dryden & Payne,
2004; Harrus et al., 2005).
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A. phagocytophilum é transmitido por varios ixodideos do género Ixodes (Lappin &
Breitschwedt, 2006), sendo que na Europa a espécie mais comum € I. ricinus (Harrus et al.,
2005; Beugnet & Marie, 2009; Stuen, 2007).

Aparentemente, tanto a erliquiose como a anaplasmose podem ser transmitidas de forma
iatrogénica através do sangue (nomeadamente por transfusdo), pelo que se devem
despistar os animais dadores (Lappin & Breitschwedt, 2006).

A transmisséo através de ixodideos € realizada por co-feeding e transestadialmente, sendo
gue as formas jovens (larvas e ninfas) se infectam aquando da ingestdo de sangue de um
hospedeiro vertebrado infectado (Shaw, Day, Birtles & Breitschwerdt, 2001; Harrus et al.,
2005; Stich et al., 2008).

Aquando da alimentacéo os ixodideos portadores injectam o agente, em conjunto com as
secregOes salivares, no local da picada (Davoust et al., 2003).

Os principais hospedeiros vertebrados de E. canis sdo o cdo doméstico e outros membros
da familia Canidae (Harrus et al., 2005). Contudo, o seu ADN foi também ja identificado no
sangue de felinos domésticos (Harrus et al., 2005).

Apesar de A. phagocytophilum poder afectar uma série de mamiferos (caes, cavalos, burros,
gatos, cervideos, raposas, roedores, entre outros) (Heikkila et al., 2010), os seus
hospedeiros naturais no continente Europeu s@o os ovinos e o cor¢o (Capreolus capreolus)
(Stuen, 2007; Beugnet & Marie, 2009). No entanto, varias espécies de roedores séo
frequentemente infectadas apesar de o seu papel como reservatorios ou como agentes de
transmissdo ndo estar ainda bem esclarecido (Lappin & Breitschwedt, 2006; Beugnet &
Marie, 2009). As aves, em especial as migratorias, parecem ter também papel como
reservatorio do agente contribuindo para a sua distribuicdo e disseminacdo geogréfica
(Stuen, 2007; Heikkila et al., 2010).

N&o se sabe ainda se os felinos podem servir como hospedeiros reservatério de Ehrlichia
spp. € Anaplasma spp. ou se sdo apenas hospedeiros acidentais que se tornam infectados
gquando picados por carracas infectadas (Little, 2010).

Um estudo de seroprevaléncia realizado nos Estados Unidos revela que a frequéncia com
que os gatos séo infectados por A. phagocytophilum nao é relevante o suficiente para que
possam ser considerados hospedeiros de manutencdo para este agente (Billeter et al.,
2007).

3.3. Patogenia

Apesar de descrita em gatos, a doenga causada por Ehrlichia spp. e Anaplasma spp., ndo é
ainda bem compreendida e parece ser bastante mais rara que em canideos (Little, 2010).
Com base em evidéncias clinicas, laboratoriais e radiologicas, a patogenia destas infeccdes

em felinos parece ser muito similar a da infeccdo por E. canis e A. phagocytophilum nos
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canideos domésticos (Lappin & Breitschwedt, 2006), pelo que vai ser descrita com base no

que acontece em canideos.

3.3.1. Patogenia de Ehrlichia canis

No caso dos elementos da espécie E. canis, uma vez no organismo dos canideos, segue-se
um periodo de incubacdo de 8 a 20 dias, durante o qual o agente entra nas correntes
sanguinea e linfatica e se aloja no interior dos macrofagos, principalmente do figado, baco,
linfonodos e medula 6ssea, onde replica por divisdo binaria, formando no interior das células
agregados caracteristicos denominados por mérulas (Harrus et al., 2005). A partir dai a
células infectadas disseminam a infeccao por todo o organismo (Harrus et al., 2005). As
morulas de Ehrlichia spp., podem também ser vistas em linfGcitos e mondcitos periféricos
(Lappin & Breitschwedt, 2006). A forma como este agente sobrevive e se multiplica nas
células infectadas, est4 provavelmente relacionada com a: (1) inibicdo da fusdo entre
lisossoma e fagossomas; (2) inibicdo da apoptose nas células hospedeiras (Harrus et al.,
2005; Neer & Harrus, 2006).

Ao periodo de incubagéo seguem-se as fases aguda, subclinica e cronica da doenca. A fase
aguda pode durar 1-4 semanas (Harrus et al., 2005). Apesar de ainda ndo completamente
esclarecidos, varios aspectos imunopatologicos desta fase da doenca (Castro, Machado,
Aquino, Alessi, & Costa, 2004), parece haver uma desregulacdo do sistema imunitario e
desenvolvimento por parte do agente de mecanismos de evasado as defesas do hospedeiro
(Castro et al., 2004). Os animais imunocompetentes eliminam o agente por completo, pelo
contrario, 0s animais que ndo o conseguem fazer e que nao sao tratados ou sao tratados de
forma inadequada entram na fase de doenca subclinica, tornando-se portadores
persistentes da doenca por meses ou anos. Tem sido proposto que a infec¢do persistente
seja facilitada por sucessivas recombinacbes dos genes das proteinas de membrana
externas do organismo, 0 que permite a evasao ao sistema imune. O baco desempenha um
papel chave na patogenia e persisténcia da doenca, havendo estudos que sugerem que é
nele que é feito o sequestro das células infectadas durante a fase de portador assintomatico
(Harrus et al., 2005; Shaw et al., 2001).

Alguns animais persistentemente infectados recuperam espontaneamente da infec¢éo, no
entanto outros evoluem para a forma cronica e grave da doencga (Harrus et al., 2005). Nem
todos os animais desenvolvem esta fase e os factores que levam ao seu desenvolvimento
permanece desconhecido (Harrus et al., 2005). Ao contrario das restantes fases de doenca,
0 prognostico desta fase € grave, podendo ocorrer a morte como consequéncia de

hemorragia e/ou infec¢do secundaria (Harrus et al., 2005).

32



3.3.2. Patogenia de A. phagocytophilum

Mesmo em canideos a patogenia da infeccdo por A. phagocytophilum, ndo é bem
conhecida. Apds entrada no organismo, segue-se um periodo de incubacao de uma a duas
semanas (Neer & Harrus, 2006) e o agente é disseminado por via sanguinea e/ou linfatica,
alojando-se principalmente nos neutrofilos e eosindfilos, apesar de ndo estar ainda claro se
os organismos infectam as células maduras ou os precursores mieléides (Harrus et al.,
2005). Pensa-se que a entrada nas células € efectuada gracas a p-selectina, uma molécula
membranar da superficie dos neutréfilos que actua como receptor do agente (Harrus et al.,
2005; Neer & Harrus, 2006). Apos endocitose, esta bactéria multiplica-se por divisdo binaria
nos fagossomas das células alvo, produzindo vinte ou mais organismos, formando as
caracteristicas morulas (Harrus et al., 2005; Neer & Harrus, 2006). Gragas a sua capacidade
de impedir a ligacdo do fagossoma e lisossoma o0 organismo impede a sua degradagéo
(Harrus et al., 2005; Neer & Harrus, 2006). A infecgdo estende-se depois ao tecidos dos
orgdos do sistema mononuclear fagocitario (baco, figado, e medula 6ssea) (Neer & Harrus,
2006).

Nao se sabe exactamente como € que este agente provoca doencga, no entanto, em gatos
experimentalmente infectados, foram desenvolvidos anticorpos antinucleares e um aumento
da expressao do ARNm do IFN-y, sugerindo que uma componente imunoldgica pode
contribuir para os sinais clinicos manifestados (Foley, Leutenegger, Stephen-Dumler,
Pedersen, & Madigan, 2003).

3.4. Sinais clinicos

A gravidade da doencga clinica, além de variar de individuo para individuo, estd também
relacionada com a estirpe de Ehrlichia spp. ou Anaplasma spp. infectante, e com a presenca
ou nhdao de imunodeficiéncia ou doencas concomitantes (nomeadamente as transmitidas por
ixodideos). A maioria dos felinos domésticos diagnosticados tem acesso ao exterior, idade
superior a um ano e pelagem curta (Lappin et al., 2004; Lappin & Breitschwedt, 2006). Nao
se verificou predisposicdo de sexo ou de raga (Lappin & Breitschwedt, 2006), mas a
infestacdo por ixodideos parece ser um factor predisponente (Lappin, et al., 2004).

A maioria dos animais afectados tanto por Ehrlichia spp., como por A. phagocytophilum,
apresentam sinais clinicos inespecificos como febre, letargia, anorexia e perda de peso
(Lappin & Breitschwedt, 2006; Sherding, 2006; Bjoersdorff, Svendenius, Owens, & Massung,
1999; Little, 2010). Nas infeccdes por A. phagocytophilum, a sintomatologia apresentada
ndo vai muito além da atrds referida e € normalmente menos exuberante e mais facil de
reverter. Os animais em que elementos do género Ehrlichia sdo os agentes etiologicos (e
mais raramente, em alguns casos de infeccdo por Anaplasma spp.), podem apresentar

hiperstesia, claudicacdo, dores musculares, rigidez do pescoco e/ou articulares (poliartrite
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neutrofilica). As alteragdes neuromusculares sdo provavelmente resultantes de meningite ou
meningoencefalite, por inflamag¢do e/ou hemorragia, enquanto as artropatias parecem estar
relacionadas com hemartrose ou deposi¢cdo de complexos imunes (Lappin & Breitschwedt,
2006; Billeter, Spencer, Griffin, Dykstra, & Blagburn, 2007; Heikkilda, Bondarenko, Mihalkov,
Pfister, & Spillmann, 2010). Alguns animais apresentam ainda aumento da irritabilidade,
vomito, diarreia, dispneia, petéquias, membranas pélidas, taquipneia e ruidos respitatorios
(Lappin & Breitschwedt, 2006).

Sinais oculares, tal como acontece em canideos, foram j& descritos em gatos com erliquiose
ou anaplasmose, nomeadamente conjuntivite (Little, 2010; Heikkild, Bondarenko, Mihalkov,
Pfister, & Spillmann, 2010), corrimento ocular (Billeter et al., 2007), hemorragias do vitreo
(Lappin & Breitschwedt, 2006) e descolamento de retina (Heikkila et al., 2010). Estas
alteracdes devem-se a infiltrados inflamatérios linfociticos, monociticos e plasmociticos,
hemorragias e vasculite (Komnenou et al., 2007).

Ao exame fisico, esplenomegalia, linfademomegalia, dispneia (por pneumonia intersticial),
petéquias, mucosas palidas sdo as anormalidades mais frequentes nas infec¢des por
Ehrlichia spp., enquanto que o achado mais frequente em animais com Anaplasma spp. é
apenas a presencga de ixodideos (Lappin & Breitschwedt, 2006; Bjoersdorff, Svendenius,
Owens, & Massung, 1999; Heikkila et al., 2010).

Alguns animais apresentam ainda sinais clinicos relacionados com doengas concomitantes,
sendo as mais frequentes a infeccdo por Mycoplasma haemofelis, Candidatus M.
haemominutum, Cryptococcus neoformans, FIV e FeLV (Lappin & Breitschwedt, 2006).

3.5. Diagnd@stico

O diagndstico de erliquiose e anaplasmose felinas comeca normalmente com a avaliagédo da
anamnese (histéria de exposicdo a carracgas), historia clinica (presenca e duragéo do sinais
clinicos) e do perfil sanguineo (hemograma) do paciente (Little, 2010). A confirmagéo
laboratorial pode ser feita por serologia ou por Polymerase Chain Reaction (PCR), apesar de
outros métodos como a observacdo microscopica de moérulas no esfregaco sanguineo e a
cultura celular serem também utilizados. Idealmente, de forma a maximizar a sensibilidade
do diagnoéstico, as técnicas seroldgicas e o PCR devem ser usadas em simultdneo em

gualquer animal suspeito de erliquiose ou anaplasmose (Little, 2010).

3.5.1. Serologico

Os testes seroldgicos para a deteccdo de anticorpos contra espécies de Ehrlichia spp. e
Anaplasma spp. em felinos, nomeadamente a IFl e o Western Blot, ndo estdo ainda
padronizados (Lappin & Breitschwedt, 2006; Neer, Breitschwerdt, Greene, & Lappin, 2002).
Além disso, foi verificada a presenca de reactividade seroldgica cruzada entre elementos

gue pertencem aos géneros Ehrlichia, Anaplasma e Neorickettsia, pelo que uma serologia

34



positiva pode indicar a presenca de um ou mais destes agentes sem que se consiga
identificd-los individualmente (Neer et al., 2002; Lappin & Breitschwedt, 2006; Heikkila,
Bondarenko, Mihalkov, Pfister, & Spillmann, 2010). Aparentemente, tal como na erliquiose
canina, também nos felinos a doenca clinica pode desenvolver-se anteriormente a
seroconconversdo, pelo que, um unico resultado de anticorpos negativos num gato com
doencga aguda ndo permite excluir a infecgao (Lappin & Breitschwedt, 2006).

O diagnostico definitivo ndo deve ser feito baseado unicamente nos testes seroldgicos,
devendo-se recorrer a realizacdo de PCR, utilizando primers especificos para a espécie ou
posterior sequenciacéo dos produtos obtidos (Lappin & Breitschwedt, 2006).

3.5.2. Molecular

O PCR é uma técnica sensivel no diagnéstico de casos agudos de ehrliquiose e
anaplasmose, uma vez que detecta o0 ADN do agente em circulagdo, mesmo em pequenas
gquantidades (Neer et al., 2002). Em canideos infectados experimentalmente este método
permite obter resultados positivos a partir de 4-10 dias ap6s o contacto com 0 agente no
caso de E. canis e 7-11 dias no caso de A. phagocytophilum (Neer et al., 2002).

Pode ser realizado a partir de sangue periférico, tecido esplénico ou medula 6ssea (Heikkila
et al., 2010) utilizando primers que amplifiquem todas as sequéncias de Ehrlichia spp. e
Anaplasma spp. ou primers especificos para determinadas espécies (Neer et al., 2002).

As limitacdes do diagnostico por PCR estéo principalmente relacionados com a utilizacéo de
guantidades inadequadas de controlo podendo resultar em resultados falso-positivos e falso-
negativos (Neer et al., 2002). Resultados de PCR negativos sao dificeis de interpretar e,
guando estdo presentes sinais clinicos compativeis com a infec¢ao, ndo devem ser usados
como critério Unico de exclusdao. Podem ocorrer quando a quantidade de organismos em
circulacdo estdo abaixo do nivel de deteccdo, em infec¢Bes cronicas, apds o inicio do

tratamento com antibiético, ou por erros inerentes a propria técnica (Little, 2010).

3.5.3. Métodos de exame directo

A observacgédo directa das moérulas em células infectadas € indicativa de que se trate de uma
infecgdo por Ehrlichia spp. ou Anaplasma spp. (Lappin & Breitschwedt, 2006; Little, 2010).
N&o existem dados em felinos, porém, em canideos, a observa¢gdo de morulas ndo é muito
comum, mesmo em animais em que a sintomatologia é exuberante (Little, 2010). Segundo
Harrus et al. (2005), em apenas 4% dos casos de canideos infectados com E. canis, &
possivel observar morulas ao microscépio. Aparentemente, em felinos, a probabilidade de
serem observadas células infectadas é maior se o sangue for colhido a partir de veias
auriculares relativamente a vasos de maiores dimensotes (Beaufils & Jumelle, 1995 citado

por Lappin & Breitschwedt, 2006).
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A observacao directa por si s6 ndo serve entdo para estabelecer o diagndstico etioldgico,
uma vez que esti associada a elevados numeros de falsos positivos e negativos e que,
mesmo na presenca de morulas, ndo € possivel diferenciar os géneros e identificar as
espécies (Lappin & Breitschwedt, 2006).

3.5.4. Cultura celular

A cultura de mondcitos obtidos a partir de sangue total de gatos afectados, pode ser usada
para confirmar a infec¢éo por elementos do género Ehrlichia (Lappin & Breitschwedt, 2006),
no entanto, esta técnica ndo esta ainda bem documentada para utilizacdo em felinos e
mesmo para canideos, por ser bastante dispendiosa, demorada, e n&o disponivel
rotineiramente. Actualmente apenas é utilizada como ferramenta na area de investigacado
(Neer et al., 2002).

3.5.5. Alteragfes hematoldgicas e biogquimicas

A anemia ndo regenerativa € a alteracdo mais consistente, apesar de estar descrito 0 caso
de um animal, co-infectado com micoplasma, que apresentava anemia regenerativa (Lappin
& Breitschwedt, 2006). Na linha branca podem ocorrer pancitopénia ou
leucopenia/leucocitose, neutropénia/neutrofilia, linfocitose, monocitose e trombocitopénia
(Lappin & Breitschwedt, 2006; Sherding, 2006). Em felinos com erliquiose que apresentem
citopénias, deve ser feita avaliacdo da medula 6éssea para a linha celular afectada, pois esta
ja descrita hipoplasia primaria em animais afectados (Lappin & Breitschwedt, 2006).
Raramente ocorrem altera¢des do perfil bioquimico, sendo a hiperglobulinémia (gamopatia
mono, mas principalmente policlonal) as alteragdes encontradas com maior consisténcia
(Lappin & Breitschwedt, 2006; Sherding, 2006). Em animais com erliquiose em que a histoéria
ou exame clinico € compativel com doenca respiratoria, observa-se radiologicamente

padréo intersticial a nivel pulmonar (Lappin & Breitschwedt, 2006).

3.6. Tratamento

Em canideos, os farmacos com maior sucesso no tratamento de erliquiose sdo as
tetraciclinas, cloranfenicol e dipropionato de imidocarb (Neer & Harrus, 2006). Em felinos, a
tendéncia foi para utilizar os mesmos farmacos descritos para caes. A maioria dos estudos
apontam o tratamento com doxiciclina (5-10 mg/Kg BID, PO, 21-28 dias) como sendo o mais
eficaz contra todas as espécies de Ehrlichia spp. e Anaplasma spp. em felinos (Neer et al.,
2002; Lappin et al., 2004; Heikkila et al., 2010). The Infectious Disease Study Group of the
American College of Veterinary Internal Medicine recomenda que seja utilizada doxiciclina
na dose de 10 mg/Kg durante no minimo 28 dias em animais suspeitos de doenca clinica
causada por erliquiose (Lappin & Breitschwedt, 2006). O tratamento da anaplasmose por A.
phagocytophilum deve também ser feito com doxiciclina, no entanto a duragdo do mesmo

nao esta ainda bem definida. O periodo de tempo normalmente recomendado é de 14 dias,
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mas por causa de infec¢des persistentes, este periodo € muitas vezes alargado por muitos
clinicos para quatro semanas (Little, 2010). Apesar de resolver os sinais clinicos sem que
haja recorréncia (Lappin & Breitschwedt, 2006; Lappin et al., 2004; Bjoersdorff, Svendenius,
Owens, & Massung, 1999; Heikkila et al., 2010), este antibiético, a semelhanca do que
acontece nos cées, pode ndo levar a seronegatividade, podendo estar presentes pelo resto
da vida do animal titulos elevados e persistentes (Lappin & Breitschwedt, 2006).

A tetraciclina (22 mg/Kg, PO, TRID, 21 dias) e o dipropionato de imidocarb (2 doses de 5
Mg/Kg, IM, com suas semanas de intervalo) levam também a remisséo dos sinais clinicos
da erliquiose e anaplasmose em gatos (Lappin & Breitschwedt, 2006; Sherding, 2006). As
fluorquinolonas, incluindo a enrofloxacina ndo sdo eficazes no tratamento de Ehrlichia spp.,
mas podem ter ac¢do contra A. phagocytophilum (Little, 2010).

A. phagocytophilum ¢é resistente a varios antibiéticos, nomeadamente 0s compostos
betalactacmicos, macrdlidos, sulfonamidas, lincosamidas e aminoglicosideos (Branger,
Rolain, & Raoult, 2004; Horowitz et al., 2001; Klein, Nelson, & Goodman, 1997; Maurin,
Bakken, & Dumler, 2003), e a sensibilidade do cloranfenicol para estes é fraca (Klein et al.,
1997; Horowitz et al., 2001).

Similarmente ao que acontece nas infec¢des por E. canis e por A. phagocytophilum em cées
e humanos, também nos gatos, a duracdo inadequada do tempo de tratamento e a falha na
escolha do antibiético pode resultar na recorréncia da doenca e na incompleta resposta ao
tratamento (Lappin et al., 2004).

3.7. Importancia em Salde Publica

Com a excepcédo de A. platys (que afecta apenas o cdo), todos os elementos pertencentes
aos geéneros Ehrlichia spp. e Anaplasma spp. sdo considerados agentes zoonéticos
(Nicholson et al., 2010). Em humanos, E. chaffensis é o agente etiolégico da forma mais
grave de erliquiose, provocando a chamada Erliquiose Monocitica Humana (ou EMH). No
entanto, também as espécies E. canis e A. phagocytophilum sdo considerados agentes
zoonoticos (Harrus et al., 2005; Little, 2010). Tal como nos animais domésticos, a doenca
em humanos é transmitida através de picada de carracas, ndo havendo até entéo
evidéncias de que possa correr transmissao directa de espécies de erliquia de caes e gatos
para pessoas (Little, 2010). Contudo, a transmisséo por contacto sanguineo directo (por
feridas, etc.) entre humanos e animais infectados pode levar a transmisséo da doenca pelo

gue esse tipo de contacto deve ser evitado (Little, 2010).
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4. Rickettsia spp.

4.1. Etiologia

Os elementos do género Rickettsia, pertencem a familia Rickettsiaceae, ordem Rickettsiales
(Sousa, Noébrega, Bacellar, & Torgal, 2003; Parola, Paddock, & Raoult, 2005; Renvoisé &
Raoult, 2009), e sdo bactérias gram negativas, pleomoérficas, intracelulares obrigatorias
(Greene, 2006; Hawley, Shaw, & Lappin, 2007). As espécies conhecidas dividem-se em dois
grandes grupos: 0 grupo exantematico ou das febres enxantémicas (spotted fever group) e o
grupo do tifo (typhus group) (Raoult & Roux, 1997; Hawley, Shaw & Lappin, 2007; Hsu et al.,
2011). No grupo enxantematico as espécies com maior importancia sdo R. conorii, R.
rickettsii, R. japonica, R. akari, e R. felis (Hawley, Shawn& Lappin, 2007), e no grupo do tifo

as espécies R. prowazeckii e R. typhi sdo as de maior importancia (Greene 2006).

4.2. Epidemiologia

Os elementos do género Rickettsia possuem distribuicdo cosmopolita (Raoult & Roux, 1997;
Parola et al., 2005;) e sdo capazes de infectar o Homem e varios mamiferos domésticos e
selvagens como canideos, felideos e roedores (Greene, 2006).

Estas bactérias sdo transmitidas por vectores artrépodes (Raoult & Roux, 1997). As
pertencentes ao grupo enxantematico sao transmitidas por ixodideos, com a excepc¢édo das
espécies R. akari (transmitida por piolhos) e R. felis (transmitida por pulgas) (Hawley et al.,
2007), enquanto as pertencentes ao grupo do tifo sdo transmitidas por pulgas e piolhos
(Greene, 2006).

A maioria das infec¢des por Rickettsia spp. sdo zoonoses (Hsu et al., 2011). Nos felinos
domésticos foram ja detectados anticorpos reactivos contra R. conorii (Matthewman et al.,
1997; Solano-Gallego, Hegarty, Espada, Llull, & Breitschwerdt, 2006; Alves et al., 2009), R.
tythi (Sorvillo et al., 1993; Azad et al.,1997; Matthewman et al., 1997; Breitschwerdt et al.,
2005; Case et al., 2006) e R. felis (Breitschwerdt et al., 2005; Case et al., 2006; Kamrani,
Parreira, Greenwood, & Prescott, 2008), apesar de infec¢do activa ndo ter sido detectada
em nenhum dos casos.

R. conorii é 0 agente etiolégico da febre botonosa (FB) ou Mediterranean Spotted Fever
(MSF), que € uma doenca urbana e peri-urbana endémica na periferia do mar Mediterraneo,
mas que pode ocorrer também na Europa Central, Africa Central e América do Sul (Parola et
al., 2005; Renvoisé & Raoult, 2009). O seu principal vector é o ixodideo Rhipicephalus
sanguineus, pertencente a familia Ixodidae (Sousa et al., 2003; Renvoisé & Raoult, 2009),
gue na Europa tem maior actividade na Primavera e Verdo, altura em que é mais provavel
gue a infeccdo por este agente se desenvolva (Parola et al., 2005). Embora R. sanguineus

esteja bem adaptado ao ambiente urbano, o seu hospedeiro € relativamente fixo e

38



raramente se alimenta em felinos e humanos, a menos que o seu hospedeiro favorito (cédo
doméstico) ndo esteja disponivel (Parola et al., 2005).

A MSF é uma doenga endémica em Portugal (Sousa et al., 2003). Os principais hospedeiros
e reservatorios sdo o céo e os roedores (Greene & Breitschwerdt, 2006; Parola et al., 2005).
No entanto, também os felinos mostraram poder ser infectados por este agente
(Matthewman et al., 1997).

R. typhi € o agente etioldgico do tifo murino e € um dos principais agentes de riquetsiose no
mundo. Os roedores sdo 0s principais hospedeiros mamiferos, apesar de ocasionalmente
outros hospedeiros, como gatos que vivam ou contactem frequentemente com zonas
habitadas por roedores, estarem envolvidos na infec¢do (Azad & Beard, 1998). O principal
vector artropode € a pulga Xenopsylla cheopis (Bitam et al., 2006), no entanto outras
espécies de pulgas como C. felis, foram ja descritas como podendo estar envolvidas no ciclo
epidemioldgico do agente (Sousa et al., 2006).

R. typhi esté distribuida por todo o mundo, apesar de ser mais comum em zonas costeiras
guentes onde grandes populagbes de ratos e seus ectoparasitas (pulgas da ordem
Siphonaptera) sdo mais prevalentes (Azad & Beard, 1998). O facto de a infec¢do provocada
ser normalmente ligeira e inespecifica, sugere que a sua incidéncia seja, provavelmente
muito subestimada, principalmente em paises tropicais. Esta doenca € prevalente no Texas,
Estados Unidos, varios paises mediterraneos (Grécia, Espanha, Portugal, Croé&cia, Chipre e
Israel), na Asia (Tailandia, Vietnam, Jap&o, Indonésia e China) e em Africa (Letaief et al.,
2005).

R. felis, antigamente designada de agente do ELB, e actualmente reconhecida como agente
etioldgico da febre maculosa foi detectada pela primeira vez no Texas em 1990 através de
microscopia electrénica, quando tecidos de pulgas provenientes de felinos (Ctenocephalides
felis) estavam a ser examinados como possiveis vectores de R. typhi (Marquez, Muniain,
Pérez & Pérez, 2002; Gratz, 2006). Nesta altura, este agente foi integrado no grupo do tifo,
dada a inducéo de anticorpos por reaccao cruzada com R. typhi (Azad et al., 1992). Estudos
realizados posteriormente, com base em sequenciagdo genética e técnicas bacterioldgicas
mostraram que na realidade este agente pertence ao grupo das febres exantematicas
(Higgins, Radulovic, Schriefer, & Azad, 1996).

A espécie R. felis ja foi encontrada em pulgas de todos os continentes, e apesar de as da
espécie C. felis, serem consideradas os vectores e reservatorios primarios (Breitschwerdt et
al., 2005; Gilles et al., 2008; Little, 2010), foi j& isolada em outras espécies como C. canis,
Pulex irritans, Archeopsylla erinacei (Bitam et al., 2006), e ainda em Xenopsylla cheopis
(Beugnet & Marie, 2009). Uma vez que a espécie C. felis tem distribuicdo mundial e que a
infestacdo com estas pulgas € muito comum, pode assumir-se que R. felis ocorre também
mundialmente (Rolain, Franc, Davoust, & Raoult, 2003), inclusivé em Portugal, onde pulgas

infectadas com R. felis foram ja identificadas (Alves et al., 2009).
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Uma vez que o principal vector de R. conorii raramente utiliza o gato doméstico como
hospedeiro (Parola et al., 2005), a presente dissertacdo ira focar-se essencialmente nas
espécies R. felis e R. typhi como agentes de riquetsioses em felinos.

4.3. Patogenia e Ciclo de Vida

A patogenia da infecgcdo por R. felis e R. typhi tem ainda muitos aspectos desconhecidos
(Parola et al., 2005; Breitschwerdt et al., 2005).

As células dos vectores artrépodes tém-se mostrado ideais para a multiplicacdo dos
elementos do género Rickettsia (Raoult & Roux, 1997). Os vectores podem infectar-se por
duas vias: transmissdo das fémeas adultas para 0s ovos (trasovaricamente) ou por ingestao
de sangue infectado (transestadialmente) (Azad et al., 1997; Wedincamp & Foil, 2002;
Parola et al., 2005; Greene & Brreitschwerdt, 2006). A transmissao vertical pode ser mantida
durante 12 geragbes, sem que as pulgas se alimentem de sangue de hospedeiros
infectados (Wedincamp & Foil, 2002), pelo que é considerada a principal via de transmisséo
(McElroy, Blagburn, Breitschwerdt, Mead & McQuiston, 2010).

A infeccdo de C. felis por R. felis e R. typhi por via sanguinea parece ocorrer de forma
semelhante (Azad et al., 1997). A infec¢do da pulga ocorre quando ao efectuar uma refeigéo
sanguinea, as células do hospedeiro vertebrado infectado que albergam o agente sdo
ingeridas e alojadas no intestino do vector. Estas células sédo rapidamente destruidas (em
cerca de 6 horas), ocorrendo a libertacdo do agente que vai integrar e multiplicar-se
exponencialmente nas células epiteliais intestinais do vector durante os dias que se seguem
(Azad et al., 1997). S@o necessarios pelo menos dez dias para que uma pulga infectada
possa transmitir a infec¢éo a outro hospedeiro através das fezes infectadas.

Nem todos os aspectos da interaccao riquétsia-vector estao ainda esclarecidos (Azad et al.,
1997), no entanto, pensa-se que aquando de uma nova alimentacdo de um vector com
capacidade infectante, as riquétsia sofrem uma série alteracdes fisioldégicas e voltam a
multiplicar-se intensamente, como se estivessem a passar de um estadio latente nao-
virulento, para um estadio patogénico (Parola et al., 2005).

Os hospedeiros vertebrados sao infectados através da picada dos vectores artrGpodes,
nomeadamente C. felis no caso de R. felis e R. typhi (Parola et al., 2005; Greene &
Breitschwerdt, 2006; Renvoisé & Raoult, 2009) ou pela inoculacdo cutanea de saliva
infectada (Azad et al., 1997; Renvoisé & Raoult, 2009). Contudo, a transmisséo por inalagédo
ou inoculacdo através da mucosa de fezes ou macerados dos vectores parece também ser
possivel (Azad et al., 1997; Sousa et al., 2003; Renvoisé & Raoult, 2009). A infeccéo inicia-
se no local de inoculagdo, no entanto ndo sdo ainda conhecidas quais as células alvo na
fase inicial de infeccdo. Apds fagocitose e interiorizacdo, os vacuolos fagociticos séo

rapidamente destruidos e as riquétsias escapam a digestao fagocitica, multiplicando-se
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livremente no citoplasma das células infectadas (Raoult & Roux, 1997). Posteriormente, as
bactérias entram em circulagdo e vao ligar-se as suas células alvo (as células endoteliais do
hospedeiro), seguindo-se uma vasculite, responsavel pelas alteracbes clinicas e
laboratoriais tipicas da doenca (Renvoisé & Raoult, 2009).

Apesar de estar descrito que os felinos desenvolvem anticorpos contra Rickettsia spp., a
evolugdo clinica associada a essa infeccdo estd pouco documentada (Azad et al., 1997;
Wedincamp & Foil, 2000; Bayliss, et al., 2009).

4.4, Sinais clinicos

Apesar destes agentes (R. felis e R. typhi ) serem patogénicos para humanos (Azad et al.,
1997; Raoult & Roux, 1997; Parola et al., 2005), ndo estdo descritos casos de infeccéo
clinica provocada por Rickettsia spp. em felinos. Estudos realizados em felinos infectados
por R. felis natural e experimentalmente, documentam o desenvolvimento de anticorpos,
sugerindo que pelo menos ocorre uma infeccdo transitoria (Wedincamp & Foil, 2000;
Breitschwerdt et al., 2005; Case, Chomel, Nicholson & Foley, 2006; Beugnet & Marie, 2009),
apesar de a bacteriémia resultante dessa infec¢éo ser de curta duracdo (Wedincamp & Foil,
2000).

Num estudo realizado por Breitschwerdt et al. (2005) nos gatos seroreactivos a Rickettsia
(93/436),0s achados mais frequentes foram a linfadenopatia, histéria de convulsdes e outras
alteracdes neuroldgicas. Os animais que possuiam anticorpos contra Rickettisa eram
também mais propensos a ter temperatura corporal baixa (<38,3°C) e laboratorialmente
tinham tendéncia para apresentar policitémia (HCT e a concentracdo de hemoglobila
elevados) e aumento da Gama-glutamil transferase (GGT) (Breitschwerdt et al., 2005).
Neste estudo, ndo se encontrou relacdo entre a presenca de FIV, FeLV e Bartonella
henselae e a seroreactividade com Rickettsia (Breitschwerdt et al., 2005).

4.5. Diagnoéstico

Uma vez que em felinos a infec¢do por riquétsias ndo é normalmente acompanhada de
sinais clinicos ou apenas de sinais bastante inespecificos, o seu diagndstico ocorre
habitualmente como um achado, e é mais frequente em estudos de rastreio.

O diagnostico de riquetsioses felinas pode ser efectuado por técnicas serolégicas,
nomeadamente microimunofluorescéncia (Shaw, 2008), IFI (Breitschwerdt et al., 2005),
Western Blot (Parola et al., 2005; Renvoisé & Raoult, 2009), ELISA e Definitive Epitope-
Blocking Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (DEB-ELISA) (Breitschwerdt et al., 2005).
Apesar de a serologia ndo ser muito sensivel e especifica, continuam a ser muito utilizada
em todo o mundo (Parola et al., 2005). A principal limitacdo dos testes serolégicos é a
elevada frequéncia de reaccdes cruzadas entre diferentes espécies do género Rickettsia
(Azad et al., 1997; Shaw, 2008; Renvoisé & Raoult, 2009), pelo que os resultados obtidos
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por esta técnica devem ser complementados com PCR e/ou isolamento directo a partir de
cultura (Azad et al., 1997; Parola et al., 2005).

O teste com maior sensibilidade € a amplificagdo de ADN por PCR e eventual sequenciacédo
(Oliveira et al.,, 2002; Shaw, 2008). Tem a vantagem de permitir a identificacdo das
riquétsias ainda antes da seroconversao (Kidd et al., 2008), no entanto, pode estar
associado a falsos negativos caso a quantidade de riquétsias na amostra seja muito
reduzida (Breitschwerdt et al., 2005).

A cultura pode também ser realizada, mas uma vez que as riquétsias possuem pouca
viabilidade para isolamento, as amostras devem ser colhidas antes da realizagdo de
gualquer tratamento com antibidtico e ser submetidas ao procedimento 0 mais rapidamente
possivel. Esta técnica tem o inconveniente de ser uma técnica demorada (cerca de 15 dias)
e trabalhosa, pelo que nado € usada rotineiramente (Galvao et al., 2006). Pode ser realizada

a partir de sangue, biopsia de tecidos ou dos vectores (Renvoisé & Raoult, 2009).

4.6. Tratamento
Em felinos, o tratamento ndo é aplicado uma vez que a infec¢do por elementos do género
Rickettsia ndo é muito frequente, e por norma, apesar do desenvolvimento de anticorpos,

nao provoca sinais clinicos (Bayliss et al., 2009).

4.7. Importancia em Saude Publica

R. typhi € uma zoonose de distribuicdo mundial que é transmitida aos humanos
principalmente pelo contacto com as fezes dos vectores, particularmente pulgas da espécie
C. felis (Bitam et al., 2010). A maioria dos sintomas apresentados por pessoas infectadas
(febres altas, cefaleias, calafrios, mialgia, fraqgueza e nauseas) sdo semelhantes aos de
muitas outras doencgas infecciosas, pelo que a confirmagéo da infeccao tem de ser realizada
laboratorialmente (Bitam et al., 2010). As erupc¢fes cutaneas sao patognomonicas e podem
apresentar-se como maculares (49%), macropapulares (29%), papulares (6%) e
morbiliformes (3%). Aparecem normalmente no tronco, mas podem ocorrer também nas
extremidades (Bitam et al., 2010). A infeccdo por elementos da espécie R. felis, apesar de
também possuir distribuicAo mundial, € mais comum em paises mais quentes e esta
associada a menos casos de infeccdo em humanos que a espécie R. typhi (Gratz, 2006;
Bitam et al., 2010). Quando presente, 0s sintomas sdo similares aos manifestados em
infeccdes por outras riquetsioses: febre, cefaleias e escaras no local de picada da pulga.
Outros sinais presentes com frequéncia sdo fadiga, mialgias, fotofobia, conjuntivite, dor

abdominal, vomitos e diarreia (Beugnet & Marie, 2009; Bitam et al., 2010).
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5. Mycoplasma haemofelis

5.1. Etiologia

M. haemofelis é, juntamente com Candidatus M. haemominutum e Candidatus M.
turicensis, um dos trés micoplasmas hemotropicos com maior importancia em medicina
felina (Harvey, 2006; Willi et al., 2007).

Originalmente os micoplasmas hemotrépicos eram classificados como riquétsias (ordem
Rickettsiales, familia Anaplasmataceae) e incluidos nos géneros Haemobartonella e
Eperythrozoon. Estudos recentes realizados com base na sequenciacdo do gene 16S do
ARNI, aliados a outros factores (auséncia de parasitismo intracelular, tamanho reduzido dos
organismos e seu genoma, auséncia de flagelo e de parede celular, resisténcia as
penicilinas e a sensibilidade as tetraciclinas), permitiram a sua reclassificacdo e inclusdo na
classe Mollicutes, familia Mycoplasmataceae, género Mycoplasma (Neimark et al., 2001,
Messick, 2004; Willi et al., 2007). Apesar da sua relagéo filogenética com os membros do
género Mycoplasma, a nhomenclatura destes agentes deve incluir o prefixo haemo-, por se
tratarem dos Unicos Mycoplasma sp. que atacam os glébulos vermelhos (Harvey, 2006).

A maioria dos estudos realizados referem a infecgdo por Candidatus M. haemominutum
como a mundialmente mais prevalente, contudo é a infecgdo por M. haemofelis a que
apresenta maior importancia clinica por ser consideravelmente mais patogénico que 0s
restantes (Willi et al., 2007a; Sykes, 2010; Tasker, 2010; Grace & Norsworthy, 2011). Por
essa razao, a presente dissertacao ira focar-se apenas no agente M. haemofelis.

M. haemofelis € uma bactéria, gram negativa, sem parede celular, pleomodrfica. Com
coloracdo de Romanowsky, apresenta-se usualmente como pequenas formas cocoides
localizados epicelularmente aos eritrocitos (Harvey, 2006), individualmente ou em cadeia
(Macieira et al., 2008). Trata-se de um parasita simples, que se replica por divisdo binaria,
mas que até ao momento ndo se conseguiu cultivar fora do seu hospedeiro natural, o que

limita o seu conhecimento mais profundo (Harvey, 2006; Willi et al., 2007; Sykes, 2010).

5.2. Epidemiologia

Os micoplasmas hemotropicos, também designados de hemoplasmas provocam anemias
infecciosas em numerosas espécies de mamiferos domésticos e selvagens em todo o
mundo (Willi et al., 2007a; Willi et al., 2007b; Sykes, 2010).

A prevaléncia deste agente em felinos domésticos nos EUA varia de 7,6% a 8,3% (Luria et
al., 2004; Lappin et al., 2006) e na Europa de 1,5% a 5,9% (Willy el al., 2006; Willy et al.,
2007a; Gentilini et al., 2009). E comum ocorrerem co-infecgdes por dois ou mesmo trés
hemoplasmas em felinos domésticos e selvagens (Jensen et al., 2001; Luria et al., 2004

Tasker et al., 2003; Willi et al.,, 2007a, b). A distribuicdo geografica dos micoplasmas
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hemotrépicos parece estar relacionada com a distribuicdo dos seus vectores artrépodes
(Willi et al. 2007a).

5.3. Transmisséo

A via de infeccdo natural deste agente ndo esta ainda bem determinada (Willi et al., 2007;
Sykes, 2010). Em ambiente natural, pensa-se que certos vectores, principalmente pulgas
(Ctenocephalides felis) e carragas, pela sua actividade hamatéfaga, possuem um papel
determinante na propagacao da infeccéo entre felinos (Woods, Brewer, Hawley, Wisnewski
& Lappin, 2005; Harvey, 2006; Lappin, et al., 2006; Willi et al., 2007; Willi, et al., 2007c;
Grace & Norsworthy, 2011). Esta suspeita € suportada pelo facto de o ADN de
hemoplasmas ter ja sido detectado em ovos e fezes de pulgas (C. felis) (Shaw et al., 2004;
Woods et al.,, 2005; Lappin et al.,, 2006; Kamrani et al., 2008), bem como em varios
ixodideos, nomeadamente Ixodes sp. e Rhipicephalus sp. (Schabereiter-Gurtner, Lubitz, &
Rolleke, 2003; Taroura et al., 2005; Willi et al., 2007c).

O facto de se verificar a transmissao do agente mesmo em regides onde 0s vectores estdo
ausentes ou sdo pouco frequentes, sugere que este ndo € o Unico modo de transmissao
(Jensen et al., 2001; Tasker 2010).

A transmissao horizontal através de mordidas e arranhfes comecga a ser considerada uma
hipotese cada vez mais vélida, isto porque estudos realizados permitiram ja o isolamento de
hemoplamas a partir de amostras de saliva e fezes e conteddo da base das unhas de
animais infectados. O facto de esta ser uma doenca mais associada a machos e a
portadores de FIV vem fortalecer esta hipétese (Willi et al., 2007; Sykes, 2008, 2010: Luria
et al., 2004; Tasker, 2010). Sabe-se ja que a transmissao iatrogénica através de transfuséo
sanguinea é possivel (Harvey, 2006; Willi, et al., 2006; Grace & Norsworthy, 2011), assim
como a transmissdo de maes para os filhos (apesar de ndo se saber o mecanismo exacto)
(Harvey, 2006; Willi et al., 2006; Grace & Norsworthy, 2011).

5.4. Patogenia

Dada a falta de métodos que permitam estudar M. Haemofelis fora do seu hospedeiro
natural (impossibilidade de cultura in vitro), muitos aspectos da sua patogenia ndo sdo ainda
conhecidos (Willi et al., 2007a; Sykes, 2010). A infecgdo provocada por este agente pode
resultar apenas numa anemia ligeira sem manifestacdes clinicas ou nhuma anemia grave,
com depressdo grave que pode levar a morte do animal (Harvey, 2006). Os animais
infectados experimentalmente com M. haemofelis desenvolvem, uma a trés semanas
depois, uma infec¢do aguda com duracdo de semanas ou meses, que é caracterizada pelo
aparecimento ciclico de episodios de bacteriémia (bactérias ligadas a superficie dos
eritrécitos), acompanhados por declinios ciclicos do HCT (Harvey, 2006; Willi, et al., 2006).

O decréscimo do HCT abaixo dos 20% (e frequentemente abaixo dos 10%) imediatamente
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apos um periodo de bacteriémia parece estar relacionado com sequestro essencialmente
esplénico dos eritrocitos afectados (Harvey, 2006) contudo, mecanismos imuno-mediados
parecem ser também de grande importancia (Harvey, 2006; Sykes, 2010). Os episddios de
bacteriémia consecutivos conduzem a danos eritrocitarios preogressivos e diminuicdo do
tempo de vida dos globulos vermelhos. Apesar de ocorrer uma hemolise intravascular
minima, a hemdlise resultante da infeccdo por este hemoplasma é essencialmente
extravascular, realizada pelos macrofagos no baco, figado, pulmdes e medula Ossea
(Harvey, 2006; Willi, et al., 2007a; Grace & Norsworthy, 2011).

Cerca de 1/3 dos gatos com infec¢do aguda por M. haemofelis ndo-complicada por outros
agentes morrem secundariamente a anemia grave se nao forem tratados adequadamente.
Por outro lado, os animais que desenvolvem uma resposta imune eficaz e a actividade
responsiva da medula 6ssea compensa a destruicdo eritrQcitaria, recuperam da doenca.
Esses animais, tornam-se entdo portadores cronicos por um periodo de tempo variavel que
pode durar meses, anos ou prolongar-se pelo resto da vida (Tasker & Lappin, 2006; Harvey,
2006; Willi et al., 2007a). Apesar de ainda poderem ser fonte de infec¢do para outros felinos
(Willi et al., 2007a), clinicamente ndo manifestam qualquer sintoma de doenga e possuem
um HCT com valores normais ou indicativos de anemia ligeira (Harvey, 2006; Tasker &
Lappin, 2006). Estes animais ndo estéo livres de uma possivel reactivacéo da infeccao (por
exemplo em caso de stress ou intervencao cirdrgica), no entanto parecem estar num estado
de equilibrio imunolégico em que a replicacdo do agente € compensada pela simultanea
fagocitose e remocao de circulagéo de eritrocitos afectados (Jensen et al., 2001; Harvey,
2006; Tasker & Lappin, 2006; Sykes, 2010).

5.5. Sinais Clinicos

A gravidade da doenca é variavel, havendo individuos que apresentam apenas anemia
ligeira e auséncia de sinais clinicos e outros que desenvolvem uma anemia grave com
sintomatologia exuberante que pode levar a morte (Harvey, 2006; Willi, et al., 2007a). A
forma como a doencga evolui depende da sensibilidade do hospedeiro, da presenga ou ndo
de factores imunossupressores (Willi et al., 2007; Messik, 2004), da fase da infec¢do (Grace
& Norsworthy, 2011), do grau da anemia e da velocidade com que esta se desenvolve
(Tasker & Lappin, 2006; Grace & Norsworthy, 2011).

Os sinais mais comuns em animais doentes sédo depressdo, anorexia, letargia, desidratagcéo
e em alguns casos perda de peso ou mesmo morte subita (Willi et al., 2007a; Sykes, 2010).
A anemia manifesta-se por fraqueza, taquipneia, taquicardia, mucosas palidas e, em casos
mais raros sincope e alteragdes neuroldgicas (Tasker & Lappin, 2006; Sykes, 2010). Por
vezes pode ocorrer ictericia devido a hemolise (Harvey, 2006; Tasker e Lappin, 2006; Grace
& Norsworthy, 2011) e esplenomegalia e/ou linfadenomegédlia como reflexo de

hematopoiese extramedular (Tasker e Lappin, 2006). A temperatura rectal esta
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habitualmente normal, excepto na fase de doenca aguda em que pode estar aumentada
(Alleman et al., 1999), ou em animais cronicamente afectados em que pode haver um
aumento de forma intermitente (Jensen, Lappin, Kamkar, & Reagan, 2001). Se a anemia se
desenvolve gradualmente, o gato pode exibir apenas perda de peso, mas manter-se alerta e
com o pelo brilhante (Messick, 2004; Grace & Norsworthy, 2011).

Os animais infectados cronicamente, podem ndo apresentar sinais clinicos (Harvey, 2006;
Willi et al., 2007a).

5.6. Factores de risco para a infec¢cdo por M. haemofelis

Animais do sexo masculino, ndo vacinados, que sejam errantes ou que tenham acesso ao
exterior sdo mais susceptiveis a infeccdo por M. Haemofelis (Grindem, Corbett & Tomkins,
1990; Jensen et al. 2001; Luria et al., 2004; Harvey, 2006; Kamrani, Parreira, Greenwood, &
Prescott, 2008; Grace & Norsworthy, 2011). Isto pode ser explicado pelo facto estes estarem
mais susceptiveis a infestagdes por pulgas e a envolvimento em lutas (Kamrani et al., 2008).
Relativamente a idade, alguns autores mostraram ser 0S animais mais jovens 0s que
apresentam maior risco (Grindem et al, 1990; Sykes, Terry & Lindsay, 2008) enguanto
outros mostram que sdo os mais velhos (Tasker et al., 2003). Doengas concorrentes,
esplenectomia ou presenca de factores imunossupressores sdo também, considerados
factores de risco (Messick, 2004).

Varios estudos observaram que gatos infectados com retrovirus (FIV e/ou FelLV) sdo mais
susceptiveis a infeccdo por M. haemofelis (George et al., 2002; Harrus et al.,2002; Luria et
al., 2004; Harvey, 2006; Macieira et al.,, 2007; Sykes et al., 2008; Grace & Norsworthy,
2011). Além disso, gatos infectados com apenas uma espécie de hemoplasma possui maior

risco de co-infec¢cdo com um outro (Luria et al., 2004).

5.7. Diagnhd@stico

5.7.1. Observacdao do parasita em esfregaco sanguineo

Até h& algum tempo o diagnoéstico de hemoplasmoses era feito apenas por avaliagdo dos
sinais clinicos juntamente com a identificacdo citologica dos organismos em esfregagos
sanguineos (Woods et al., 2005; Willi, et al., 2007a).

Esta técnica mostrou no entanto ter baixas sensibilidade e especificidade. A sensibilidade foi
descrita como inferior a 50% por Lappin (2006), e inferior a 20% por Tasker, Helps, Day,
Gruffydd-Jones, & Harbour (2003a). A baixa sensibilidade é justificada pelo caréacter ciclico
da parasitémia e pelo facto de ndo existir consisténcia entre a presenca de sinais clinicos e
a presenca de parasitémia (Lapin, 2006; Sykes 2010). Além disso, se o sangue for
armazenado durante longos periodos de tempo ou em elevadas quantidades de acido

etilenodiamino tetra-acético (EDTA), pode ocorrer o desprendimento dos organismos da
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superficie dos eritrocitos, aumentando o niumero de falsos negativos (Sykes, 2010; Grace &
Norsworthy, 2011). Caso se suspeite de hemoplasmose, a observagéo de varias laminas ao
longo de um ou vérios dias pode aumentar a probabilidade de obter resultados positivos
(Tasker & Lappin, 2002), no entanto, a auséncia de organismos nos esfregacos nao permite
excluir a presenca de infeccao (Alleman et al.,1999; Tasker & Lappin, 2002).

Quanto realizada por observadores pouco experientes, a especificidade da técnica é
dificultada pois inclusdes eritrocitarias (como os corpos de Howell-Jolly) ou artefactos (como
manchas de precipitagcdo ou causadas por secagem/fixacdo inadequada), podem ser
confundidos com o organismo (Tasker & Lappin 2002; Grace & Norsworthy, 2011).

Esta técnica tem ainda o inconveniente de ndo permitir diferenciar entre os trés

hemoplasmas descritos em felinos (Willi et al., 2007a).

5.7.2. Molecular

O PCR é o método de eleicdo para o diagnéstico de M. haemofelis (Willi et al., 2007a;
(Grace & Norsworthy, 2011), uma vez que possui uma sensibilidade e especificidade
bastante superiores ao exame citolégico (Woods et al., 2005). Esta técnica é baseada na
amplificacdo de uma zona especifica do gene 16S do ARNr dos hemoplasmas a partir de
sangue ou amostras de tecidos do animal infectado (Willi et al., 2007a). O PCR
convencional (PCRc) ndo permite fazer a distingdo entre M. haemofelis e Candidatus M.
turicensis (Willi et al.,2007a), contudo, o real-time PCR, por utilizar uma sonda especifica,
permite diferenciar os trés hemoplasmas felinos (Tasker et al., 2003; Willi et al., 2006) e tem
ainda a vantagem de permitir a quantificagdo do ADN presente, dando uma ideia do estado
da infecgéo e/ou da resposta ao tratamento (Willi el al. 2007).

De referir no entanto, que o resultado positivo do PCR néo implica infec¢do activa, pois os
animais podem permanecer portadores do agente para o resto da vida sem manifestarem
alteracdes clinicas de infec¢éo (Willi et al., 2007a). Assim, os resultados obtidos em cPCR
ou real-time PCR devem ser interpretados no contexto dos sinais clinicos exibidos pelo
animal (Tasker & Lappin, 2006). Esta técnica esta associada a falsos negativos caso o
agente se encontre abaixo do limiar de detec¢do ou a antibioteratia ja tenha sido iniciada
(Barker et al., 2010).

5.7.3. Outros métodos de diagnéstico:

5.7.3.1. Teste de Coomb’s

Este teste identifica anticorpos ou complementos das hemacias e é normalmente positivo
em infeccdes por hemoplasmas. Este teste ndo é sensivel nem especifico para anemias
hemoliticas imunomediadas. Contudo, as anemias hemoliticas auto-imunes (primarias) sédo

raras em gatos, pelo que se o teste de Coomb’s for positivo num gato com anemia
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regenerativa, esta € mais provavelmente secundaria a hemoplasmas do que a outra doenca
que afecte a superficie dos glébulos vermelhos (FelLV, linfoma...) (Grace & Norsworthy,
2011).

5.7.3.2. Teste de retrovirus

Todos os felinos com suspeita ou infeccdo confirmada por hemoplasmas devem ser
testados para infec¢@o por retrovirus. Nos anos 80, foi descrito que cerca de metade dos
felinos com hemoplasmose, eram FelLV positivos. Esse valor é provavelmente menor agora,

pois a incidéncia de FeLV diminuiu (Grace & Norsworthy, 2011).

5.7.3.3. Altera¢cbes hematoldgicas e bioguimicas

A alteracdo hematologica mais frequente é a anemia regenerativa macrocitica e
normocrémica, acompanhada de anisocitose, reticulocitose, policromasia, corpos de Howell-
Jolly, e por vezes presenca de globulos vermelhos nucleados (Willi et al., 2007a; Tasker &
Lappin, 2006; Sykes, 2010). Caso ainda nao tenha decorrido tempo suficiente para que se
desenvolva uma resposta regenerativa ou por exemplo co-infeccdo por FelLV, pode também
ocorrer anemia nao regenerativa (Willi et al., 2007a; Grace & Norsworthy, 2011). No
esfregaco sanguineo pode ser notada auto-aglutinacdo e a contagem de reticuldcitos e
eritrécitos nucleados é significativamente maior em gatos positivos para M. haemofelis do
gue em gatos negativos para todos os hemoplasmas (Sykes et al., 2008).

A contagem de glébulos brancos nao tem grande valor no diagnostico pois pode estar
normal, elevada ou baixa (Harrus et al., 2002; Sykes, 2010).

O perfil bioquimico pode revelar hiperbilirrubinémia (hemolise) e hiperproteinémia e aumento
das enzimas hepaticas (como alanina transaminase, ALT e fosfatase alcalina, ALP),
decorrentes de hipdxia hepética secundaria a anemia e de lipidose hepéatica secundaria a
anorexia (Harvey, 2006; Sykes 2010; Grace & Norsworthy, 2011). A azotémia pré-renal
(secundaria a desidratacao) (Harvey, 2006; Sykes 2010) pode também estar presente e

animais moribundos podem apresentar hipoglicémia (Harvey, 2006).

5.8. Tratamento

5.8.1. Antibidticos

Nao est4d descrito até agora nenhum regime de antibioterapia capaz de eliminar
consistentemente a infeccdo (Willi, et al., 2007a), no entanto o tratamento padréo da doenca
passa pela administracdo de tetraciclinas, nomeadamente a doxiciclina, de enrofloxacina e
de marbofloxacina (Willi et al., 2007a; Dowers, Tasker, Radecki, & Lappin, 2009)

A doxiciclina é o antibiético de primeira escolha (Willi et al., 2007a). E eficaz no tratamento

de M. haemofelis, tanto na reducédo de sinais clinicos como na reducdo do numero de
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organismos em circulacdo (Tasker, 2006). A dose recomendada é de 5mg/Kg BID, PO ou 10
mg/Kg SID, PO (Tasker 2006; Grace & Norsworthy, 2011) mas a duragéo do tratamento
para eliminar por completo a infeccdo ndo é conhecida. Estudos realizados mostram que
duas semanas de tratamento ndo sédo suficientes para eliminar definitivamente a infecgéo
mas sdo suficientes para resolver todos os sinais clinicos (Tasker, 2006). Grace &
Norsworthy (2011) aconselham um tratamento com duragdo de 21 dias, no entanto, Tasker
(2006) considera que deve ser efectuado um tratamento de pelo menos seis semanas para
aumentar a probabilidade de a infeccdo se debelada por completo.

O uso de enrofloxacina € uma alternativa eficaz ao uso doxiciclina. A sua administracado na
dose de 5 a 10 mg/Kg/dia PO durante duas semanas mostrou ser eficaz na resolucédo de
sinais clinicos e na reducao significativa da quantidade de organismos encontrados em
circulacdo (Willi et al., 2007a). Os tratamentos com enrofloxacina, estdo associados a casos
de degeneracdo difusa da retina e cegueira subita e estudos realizados mostraram o
prolongamento do tratamento por mais de duas semanas nao é aconselhado (Tasker,
2006Db).

A marbofloxacina é eficaz na resolucéo de sinais clinicos e na reducdo da carga sanguinea,
no entanto ndo se obtém resultados negativos em PCR mesmo ap6s quatro semanas de
tratamento. Em estudos experimentais, a pradofloxacina na dose 5 mg/Kg SID mostrou ser
eficaz na resolucao dos sinais clinicos e na eliminacdo do estado de portador (Dowers et al.,
2009).

A resposta do animal ao tratamento deve ser feita através da avaliagcdo dos sinais clinicos,
mas deve ser sempre confirmada por real time PCR (Tasker, 2006). Normalmente o animal
permanece portador da infeccdo apés o tratamento, no entanto, raramente ocorrem

recidivas (Grace & Norsworthy, 2011).

5.8.2. Glucocorticoides

S&o considerados um adjuvante no tratamento de hemplasmas felinos dado que a anemia
que se desenvolve é, em parte, imunomediada. S&o utilizados com o objectivo de reduzir a
eritrofagocitose, estimular a medula 6ssea e aumentar o apetite (Grace & Norsworthy,
2011). Contudo o seu efeito benéfico no tratamento nao foi ainda provado, uma vez que
infecgBes concorrentes (como retrovirus, herpesvirus e calicivirus) podem ser exacerbadas

pelo uso de corticosteroides (Willi et al., 2007a).
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6. Leishmaniose Felina

6.1. Etiologia

A leishmaniose é uma doenca zoonoética causada por protozodrios do género Leishmania,
ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, género Leishmania, que é transmitida
através da picada de fleb6tomos e que afecta pessoas e mamiferos domésticos e selvagens
em todo o mundo (Leishdomus, 2005; Baneth, 2006; Gramiccia, 2011). Os elementos do
género Leishmania séo divididos em dois subgéneros (Leishmania e Viannia) (Baneth,
2006), sendo apenas o subgénero Leishmania importante para a presente dissertagao.

Os elementos do género Leishmania sdo protozoarios pleomoérficos que apresentam duas
formas distintas: forma promastigota e forma amastigota.

A forma promastigota é a forma infectante do hospedeiro invertebrado. E extracelular, de
forma fusiforme, com cerca de 15-30x3um e é constituida por um nucleo, um cinetoplasto
(area mitocondrial onde se encontra o material genético) e flagelo livre na extremidade
anterior (que pode atingir 20um de comprimento) (Leishdomus, 2005; Baneth, 2006;
Gramiccia, 2011).

A forma amastigota tem 2,5 a 6,8um, forma redonda a oval e é intracelular (macrofagos e
células do sistema mononuclear fagocitario do hospedeiro mamifero). Tal como a forma
promastigota, possui um Unico ndcleo, um cinetoplasto e um flagelo, mas este ultimo, é

nesta forma rudimentar (Leishdomus, 2005; Gramiccia, 2011).

6.2. Epidemiologia

A leishmaniose tem elevada prevaléncia nas zonas intertropicais da América e Africa,
estendendo-se pelas regifes temperadas da América Latina, Europa e Asia (Gramiccia,
2011). A Leishmania infantum é o principal agente etiol6gico da leishmaniose canina (LCan),
felina (LFel) e humana (LVH), na regido sudoeste da Europa (nomeadamente Portugal)
(Campino, et al., 2006). Em Portugal, a Area Metropolitana de Lisboa (AML) é uma éarea
endémica de leishmaniose tanto humana como canina (Maia et al., 2010).

A infeccdo por Leishmania spp. em gatos domésticos foi j& reportada em vérios paises da
bacia mediterranea (Pennisi, 2002; Poli et al., 2002; Martin-Sanchez et al., 2007; Solano-
Gallego et al., 2007) e no Brasil (Savani, et al., 2004; Costa et al., 2010), onde esta zoonose
€ endémica. Em Portugal, o primeiro caso de LFel foi descrito descrito no ano de 1994
(Costa-Duréo, et al., 1994).
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Nos ultimos anos varios estudos efectuados levantam a hipétese de que os felinos, tal como
a maioria da populacdo canina que habita em areas endémicas, sdo susceptiveis a infeccéo
por Leishmania (Maia et al., 2010). No entanto a sua real susceptibilidade/resisténcia e o
seu papel como reservatério e na epidemiologia da doenca nédo é ainda conhecido (Maia et
al., 2010). Alguns autores consideram que os felinos tém um certo grau de resisténcia
natural a infeccdo por Leishmania (Poli et al., 2002; Diakou, Papadopoulos, & Lazarides,
2009). No entanto, apesar de as seropreveléncias de felinos comparativamente as de
canideos de uma mesma regido terem valores mais baixos (Diakou et al., 2009), existem ja
estudos que demonstram que os felinos sdo susceptiveis a essa infec¢do (Maia et al.,
2010), variando as seroprevaléncias na Europa de 0,9 a 68% (Poli et al., 2002; Vita et al.,
2005; Marioli et al., 2007; Martin-Sanchez et al., 2007; Solano-Gallego, et al., 2007; Diakou
et al., 2009; Cardoso et al., 2010; Duarte et al., 2010).

Em 2007, foi demonstrado pela primeira vez que um gato cronicamente infectado com L.
infantum (titulo 1/160, IFl) é capaz de infectar o vector, tendo sido obtidas taxas de
alimentacdo e infeccdo do vector semelhantes as conseguidas utilizando canideos
assintomaticos submetidos as mesmas condi¢bes (Maroli et al., 2007). Além disso, foi ja
demonstrado que Phlebotomus perniciosus, principal vector da L. infantum em Portugal
(Cortes, Afonso, Alves-Pires, & Campino, 2007), se alimenta com frequéncia em felinos

domésticos (Maia et al., 2010).

6.3. Zimodemes de Leishmania

Desde que foi criado por Ross (1903), o género Leishmania tem vindo a aumentar o nimero
de espécies que inclui. Uma vez que sdao morfologicamente indistinguiveis, Lumsden (1974),
passou a classifica-las com base em caracteristicas extrinsecas (tais como sinais clinicos
gue provocam, distribuicdo geografica e comportamento em cultura, vectores ou animais de
laborat6rio) e extrinsecas (tais como caracteristicas imunolégicas, bioquimicas e
moleculares) (Leishdomus, 2005).

Actualmente existem varios métodos usados para a identificacdo e classificacdo das
espécies de Leishmania, no entanto, a caracterizagdo izoenzimatica por electroforese
enzimatica multilocular € o método de eleicdo (Campino et al., 2006). Nos paises do
Mediterraneo, o zimodeme MON-1 de L. infantum é o principal agente etiolégico de
leishmaniose (Pratlong et al., 2004). Em Portugal, Cardoso et al. (2002), isolaram o
zimodeme MON-28 de L. infantum a partir de um canideo e Campino et al. (2006)
identificaram quatro zimodemes de L. infantum a partir de 213 amostras recolhidas de
humanos (adultos e criangas), canideos e flebétomos infectados: MON-1, MON-24, MON-29
e MON-80. O zimodeme mais prevalente em Portugal, tal como acontece em outros paises
da Europa é o MON-1, que foi identificado em 96,7% dos isolados de Leishmania a partir de

humanos, canideos e vectores (Campino et al., 2006).
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6.4. Ciclo de vida

Leishmania spp. € um parasita heteroxeno, pelo que necessita de dois hospedeiros para
que o seu ciclo de vida se complete: um vertebrado (humanos ou animais mamiferos
domésticos e selvagens) e um invertebrado (fleb6tomo) (Diniz et al., 2008).

Os vectores de Leishmania pertencem essencialmente a dois géneros da familia
Psycodidae: o género Lutzomya no Novo Mundo e Phlebotomus no Velho Mundo (Maia &
Campino, 2011). Phlebotomus perniciosus e P. ariasi Sdo as espécies mais importantes na
Europa Ocidental, nomeadamente em Portugal (Campino & Maia, 2010). Os fleb6tomos s&o
pequenos insectos, com o corpo revestido de pélo (Sharma & Singh, 2008), cujo
comprimento raramente supera 0s 3 mm, mas com patas e pecas bucais compridas
(Baneth, 2006). Possuem maior actividade crepuscular e nocturna (Baneth, 2006) e
encontram-se frequentemente nas imediagfes de habitacdes humanas ou de locais com
condigcbes favoraveis ao seu desenvolvimento (abundéancia de residuos orgéanicos,
humidade e temperaturas amenas e elevadas) (Sharma & Singh, 2008). Em Portugal, séo
mais activos nos meses de verdo (Maio a Outubro, com pico de actividade nos meses de
Julho e Agosto) (Maia et al., 2010; Onleish, 2011). Estes insectos, por ndo terem grandes
habilidades de voo e ndo percorrem distancias superiores a um quilémetro em torno do seu
local de alimentagé&o e reproducéo (Baneth, 2006).

O ciclo completo no hospedeiro invertebrado dura cerca de vinte dias (Leishdomus, 2005).
Assim, aquando da picada de um mamifero infectado, os fleb6tomos ingerem formas
amastigotas de Leishmania, que se alojam na por¢éo posterior do seu intestino médio e se
diferenciam, a medida que migram ao longo do intestino no sentido anterior, sendo cada
fase de diferenciacdo é caracterizada por alteracdes morfolégicas e funcionais que
visam garantir a sua sobrevivéncia no vector (Kamhawi, 2006). No interior do vector o
protozoario evolui sucessivamente da forma amastigota para as fases promastigotas
prociclicas (Bates & Rogers, 2004), nectomonadas ou nectomonas, leptomonas (Bates,
2007), haptomonas e, por fim, promastigotas metaciclicas (Kamhawi, 2006).

Apenas os fleb6tomos do género feminino s&o responsaveis pela transmissdo da doenga
entre hospedeiros vertebrados, uma vez que apenas estes sdo hematofagos necessitando
de efectuar refeicbes sanguineas para obter proteinas para o desenvolvimento dos ovos
(Sharma & Singh, 2008).

O céo doméstico (Canis familiaris) é considerado o principal hospedeiro e reservatorio
doméstico/peridoméstico do género Leishmania (Navarro et al., 2010; Gramiccia, 2011). No
entanto, diferentes espécies do género Leishmania foram j& descritas em animais de
diferentes ordens de mamiferos, nomeadamente em roedores e felinos (Bettini, Pozio, &

Gradoni, 1980; Gramiccia et al., 1982), ovelhas, cabras e cavalos (Ashford, 1996).
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Nos ultimos tempos, nimeros consideraveis de casos de leishmaniose felina em gatos
domésticos (Felis catus domesticus) tém sido descritos, levantando questfes acerca da sua

importancia como reservatoério da doencga, em alternativa ao cdo (Maia & Campino, 2011).

6.5. Outras formas de transmisséao

Apesar de menos importantes, foram j& descritas outras formas de transmissdo do agente
para além da picada de fleb6tomos. Em canideos, Owens et al. (2001) e Freitas, Melo, &
Costa-Val (2006) observaram que Leishmania spp. pode ser experimentalmete transmitida
através de transfusdo de sangue total ou fraccGes de células mononucleares de caes
infectados. A transmisséo venérea (Silva, 2007) e vertical (Silva et al., 2009) foram também
ja descritas em cées. Em humanos foi ja reportado um caso de transmissao vertical (Filho,
Uehara & Senefonte, 2005).

Pulgas Ctenocephalides felis (Ferreira, Fattori, Souza, & Lima, 2009) e ixodideos
Rhipicephalus sanguineus (Coutinho et al., 2005) sdo susceptiveis a infecgdo por
Leishmania, no entanto o seu papel na transmissdo da doengca ndo pOde ainda ser
comprovado.

Em felinos ndo estdo ainda descritas de transmisséo independentes do vector, contudo, em

zonas endémicas devem testar-se todos os potenciais reprodutores ou dadores de sangue.

6.6. Patogenia

As formas promastigotas metaciclicas, sdo as formas infectantes (Kamhawi, 2006). Estas
formas s&do depositadas, juntamente com a saliva do vector infectado, aquando da
alimentacdo, na pele do novo hospedeiro mamifero (Bates, 2007; Dantas-Torres et al.,
2006). Uma vez no hospedeiro vertebrado, as formas promastigotas metaciclicas séo
fagocitadas na epiderme, inicialmente por neutréfilos e eosindéfilos e depois por macrofagos
e células dendriticas, acumulando-se no interior dos fagolisossomas, onde perdem o flagelo
e se diferenciam em formas amastigostas (Poli et al., 2002; Baneth, 2006). O progresso da
infeccdo depende da efichcia da resposta imunitdria do hospedeiro. Se as formas
amastigotas conseguem vencer as resisténcias oferecidas pelo organismo, multiplicam-se
intensamente por divisdo binaria, sendo libertadas por exocitose ou ruptura do macréfago,
indo depois parasitar novas células e assim disseminar-se para além do local de picada
(Beneth, 2006). As formas amastigotas acabam por parasitar todo o organismo do
hospedeiro, mas inicialmente séo os 6rgdos do sistema hemolinfatico e determinadas zonas
da derme as mais afectadas (Poli et al., 2002; Baneth, 2006).

Em canideos, quando ocorre imunidade mediada por células CD4+ com libertacdo de IFN-y,
IL-2 e TNF-a, ha indugdo da actividade anti-Leishmania pelos macr6fagos (Baneth,
Koutinas, Solano-Gallego, & Ferrer, 2008) e a infeccdo pode ser subclinica (animais sem

sinais clinicos nem alteracGes clinicopatoldgicas) (Solano-Gallego et al., 2009). Pelo
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contrario, em animais em que se desenvolve uma forte resposta humoral n&o-protectora
associada a uma fraca imunidade mediada por células (Baneth, Koutinas, Solano-Gallego, &
Ferrer, 2008), desenvolve-se uma infeccdo clinica (animais com sinais clinicos e/ou
alteracgdes clinico-patologicas).

Em felinos foi realizado apenas um estudo acerca de resposta imunitéria local desenvolvida
contra a infec¢do por Leishmania spp. Nesse estudo foi realizada uma caracterizacdo da
imunohistoquimica do infiltrado celular e das citoquinas associadas a infeccdo por
Leishmania sp., em lesdes cutaneas, oculares e orais de um felino co-infectado por FIV
(Rodriguez et al., 2002). As lesbes granulomatosas cutédneas e oculares mostraram
numerosos linfécitos CD4+, células plasmaticas IgG+, macrdgafos e células gigantes
multinucleadas, com formas amastigotas de Leishmania no interior. Alguns linfécitos e a
maioria dos macréfagos e das células gigantes multinucleadas estavam associados a
expressao de antigénios-MHC classe Il, demonstrando uma boa resposta imunitaria local
(tipo 1V), que podera ser a responsavel pelo controlo da infec¢do por Leishmania em felinos
e por impedir a sua disseminacao sistémica (Rodriguez et al., 2002). Pensa-se entdo que
nos felinos a resposta imune mediada por células, na auséncia de agentes
imunossupressores, € suficiente para controlar a infecgdo, conferindo um certo grau de
resisténcia natural (Solano-Gallego et al., 2007). Existem ainda autores que referem que a
resisténcia natural aparentemente demonstrada pelos felinos pode ainda estar relacionada
com factores genéticos (Mancianti, 2004; Vita et al., 2005; Pennisi, 2002).

6.7. Factores de risco em felinos/Susceptibilidade a infecgéo

Apesar de a maioria dos estudos indicarem que ndo existe predisposicdo de sexo (Solano-
Gallego, et al., 2007; Diakou, Papadopoulos, & Lazarides, 2009; Cardoso, Lopes, Sherry,
Schallig, & Solano-Gallego 2010), um estudo realizado por Pennisi (2002) mostra existir
predisposicdo do sexo feminino (p<0,05). Cardoso et al. (2010) observaram ainda que existe
uma seroprevaléncia maior em gatos com mais de 24 meses (p<0,05).

De uma forma geral, os animais sem sinais clinicos, raga Europeu Comum, e que habitam
em meios rurais (por permanecerem mais tempo no exterior das casas e de estarem mais
susceptiveis a picada de insectos) sdo os mais afectados (Pennisi et al., 2002; Vita et al.,
2005).

Foi sugerido por alguns autores que a presenca de factores imunossupressores como
infeccbes por FIV, FelLV, e peritonite infecciosa felina (PIF), doencas auto-imunes ou
tumores pudessem estar associados a presenca de doenca causada pela Leishmania (Poli
et al., 2002; Pennisi, 2002). No entanto, a maioria dos estudos serologicos e moleculares
ndo encontra relagédo entre a infecgdo por Leishmania e a presenca concomitante de virus
imunossupressores como o0 FIV e o FeLV e PIF (Vita et al., 2005; Martin-Sanchez et al.,
2007; Solano-Gallego et al., 2007; Maia et al., 2010).
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6.8. Sinais Clinicos

A maioria dos felinos positivos para Leishmania spp., na auséncia de infeccdes
concomitantes, ndo apresenta qualquer sintomatologia da doenca (Campino, 2002; Maia &
Campino, 2011; Martin-Sanchez et al., 2007; Solano-Gallego et al., 2007). Quando
presentes, 0s sinais clinicos podem apresentar-se segundo um padrdo cutédneo ou sistémico
(Maroli et al., 2007), sendo os sinais cutaneos sempre mais evidentes, mesmo que co-exista
disseminacdao sistémica (Pennisi, 2002).

A forma cuténea € a mais frequente na LFel (Pennisi, 2002; Poli, et al., 2002; Mancianti,
2004; Gramiccia, 2011) e os sinais mais comuns sdo alopécias difusas ou localizadas e
dermatites nodulares ou ulcerativas, pustulares ou papulares. Também foram descritos em
alguns animais eritemas, descamacdo e seborreia (Pennisi, 2002; Solano-Gallego et al.,
2007; Navarro et al., 2010). As lesdes cutaneas aparecem com mais frequéncia na zona da
cabeca, nomeadamente pavilhdo auricular, face e em torno dos olhos e nariz, mas
distribuem-se também no pescocgo, térax e abdoémen (Hervas, de Lara, Pellicer, & Carrasco,
1999; Pennisi, 2002). Estes sinais ndo sdo patognomonicos da infeccdo, podendo ser
confundidos com outras etiologias (Martin-Sanchez et al., 2007).

Quando presente, o quadro clinico sistémico é normalmente inespecifico, sendo os sinais
como a febre, anorexia, desidratacdo, perda de peso, corrimento ocular, estomatite, vomitos,
otites, ictericia e diarreia, os mais comuns (Ozon et al., 1998; Pennisi, 2002; Mancianti et al.,
2004). Sao também descritos com relativa frequéncia sinais oculares como panoftalmite,
conjuntivite, blefarite, queratite e uveite (Pennisi, 2002; Navarro et al., 2010; Gramiccia,
2011), assim como linfadenomegdlia e presenca de nodulos no baco, figado e rins estdo
também descritos (Pennisi, 2002; Poli et al., 2002; Mancianti, 2004; Navarro et al., 2010;
Gramiccia, 2011). Em felideos com leishmaniose foram ja identificadas insuficiéncia renal e
doencas do foro respiratério (Pennisi, 2002; Beneth, 2006; Navarro et al., 2010), no entanto

nao esta provado que estejam directamente relacionados com a infeccao.

6.9. Diagnostico
Para o diagnéstico de LFel podem ser utilizados métodos parasitolégicos, serologicos e
moleculares. Por vezes é necessario recorrer a mais do que uma metodologia para que o

diagndstico seja estabelecido.

6.9.1. Métodos parasitologicos

Estes sdo exames citoldgicos ou histolégicos em que as formas amastigotas de Leishmania
sdo observadas através do microscopio, livremente ou no interior dos macréfagos (mas
também de mondcitos e neutrofilos), a partir de amostras colhidas a partir de linfonodos,
baco, medula 6ssea ou sangue periférico (Ozon et al., 1998; Pennisi et al., 2002; Baneth,

2006; Maia & Campino, 2008; Gramiccia 2011) ou de lesdes cutaneas (Leishdomus, 2005;
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Gramiccia, 2011). Os linfonodos popliteos parecem ser os 6rgdos que apresentaram
positividade em um maior nimero de animais, mesmo comparado com a punc¢ao de medula
0ssea, sugerindo que deva ser a primeira op¢ao quando se escolhe o local onde realizar a
puncdo aspirativa ou biopsia (Costa et al, 2010). A aplicagdo da técnica de
imunohistoquimica em biopsia de pele, esfregacos e/ou cortes histologicos, aumentam a
sensibilidade deste tipo de diagndstico etioldgico (Leishdomus, 2005; Navarro et al., 2010).

O diagnoéstico directo pode também ser feito por cultura in vivo ou in vitro dos parasitas a
partir dos tecidos infectados (Baneth, 2006). A cultura in vitro tem a vantagem em relacao a
in vivo de ser menos demorada (crescimento das formas promastigotas em trés a cinco dias,
em vez dos meses necessarios para o aparecimento de sinais clinicos num animal), no
entanto, ndo existe ainda um meio de cultura “universal” no qual todos os isolados de
Leishmania cresgcam, sendo impossivel de prever qual o meio adequado para o isolado
especifico que se pretende cultivar (OIE, 2008). A leishmania é um organismo bastante
dificil de cultivar, e por vezes, quando subcultivados 0s parasitas morrem, mesmo se o
isolamento inicial € bem sucedido (OIE, 2008). Ndo € uma técnica usada rotineiramente pelo

tempo, complexidade e material exigido.

6.9.2. Métodos seroldgicos

O diagnostico seroldgico para deteccdo de anticorpos circulantes anti-Leishmania, apesar
de nao tao padronizado como para a LCan, pode ser usado no diagnostico de LFel (Maia et
al., 2010; Gramiccia, 2011).

Em canideos, titulos elevados de anticorpos indicam a presenca de doenca activa e
potencial transmissao dos protozodrios aos vectores (Quinnell et al., 2003), no entanto, em
felinos os titulos de anticorpos detectados sdo normalmente inferiores aos detectados na
LCan (Poli et al., 2002; Gramiccia & Gradoni, 2005; Maia & Campino, 2011). Esse baixo
nivel ou auséncia de anticorpos, pode estar relacionado com o facto de nos felinos nao
ocorrer diminuicdo do estatuto imunitario, ndo levando a uma sobreproducao de anticorpos
como acontece nos canideos (Maia et al., 2010; Maia & Campino, 2011).

Costa et al. (2010) mostraram que apesar de a IFI ter uma especificidade semelhante para
felinos a mostrada para canideos (89%), a sensibilidade na deteccdo de anticorpos nesta
espécie é bastante baixa (25%), uma vez que apenas 2/8 animais com exame parasitolégico
positivo foram serologicamente positivos. Martin-Sanchez et al. (2007) avaliaram amostras
de soro de 183 gatos por IFlI (1:10 e 1:40) e PCR verificando que a maior proporcdo de
animais positivos por PCR ocorreu nos animais com baixos titulos de anticorpos, mostrando
que o titulo de anticorpos nédo esta associado a presenca de infec¢do activa. Os resultados
de ambos os estudos referidos sugere entdo que a resposta imune, a infeccdo por
Leishmania sp. em gatos, difere da observada em caes (0 que explica o pequeno nimero de

animais infectados e sintomaticos), e que por isso as técnicas seroldgicas convencionais
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ndo sao eficazes na deteccdo de infeccdo activa em felinos (Martin-Sanchez et al., 2007;
Costa et al., 2010; Maia et al., 2010). Simbes-Mattos et al. (2005) haviam ja chegado a
conclusdes semelhantes, quando apdés infectarem experimentalmente 13 felinos errantes
com L. braziliensis, ndo obtiveram relacéo entre a presenca de lesdes activas e a obtencéo
de serologias positivas. Pelo contrario, s6 obtiveram serologias positivas quando as lesdes
estavam ja em fase de resolucdo, vindo reforcar a ideia de que as técnicas serolégicas por
si s6 ndo sédo suficientes para efectuar o diagnéstico de LFel, e podem levar a falhas no
diagnostico, contribuindo para a disseminacdo da doenca para o0s vectores e restantes
hospedeiros vertebrados (Simdes-Mattos et al., 2005).

Apesar de tudo isto, as técnicas seroldgicas continuam a ser utilizadas no diagnéstico de
LFel (IFI, ELISA, Teste de Aglutinacdo Directa (DAT) e Western Blot (Cardoso et al., 2010;
Gramiccia, 2011), no entanto, os resultados devem ser confirmados por métodos

parasitolégicos ou moleculares (Gramiccia, 2011).

6.9.3. Métodos moleculares

As técnicas moleculares baseadas em PCR tém sido cada vez mais usadas sozinhas ou
em combinacdo com testes seroldgicos e parasitologicos (Cardoso et al., 2010; Gramiccia et
al., 2011). Esta é uma técnica bastante sensivel na deteccao/identificacdo de Leishmania
spp. (Beneth, 2006; Maia & Campino, 2008) e pode ser realizada a partir de sangue, puncao
de linfonodos, medula éssea e bidpsia de pele (Leishdomus, 2005).

Em felinos o PCR parece ter vantagens em relacdo as técnicas serolégicas. Num estudo
realizado na Italia por Boari et al. (2005, citado por Venet, 2007), 11 de 203 felinos errantes
testaram positivo a presenca de anticorpos por IFl. Esses animais foram testados
novamente dois a seis meses depois, e apenas cinco deles permaneceram seropositivos.
Contudo, através de PCR, foi amplificado ADN do agente nos linfonodos de todos os 11
animais, mostrando que esta técnica, mesmo na auséncia de anticorpos circulantes é capaz
de detectar ADN do parasita. O PCR aplicado em sangue, amplificou ADN de apenas cinco
animais, mostrando que, tal como acontece nos canideos, o sangue ndo é o melhor local de
pesquisa, pois as formas amastigotas dificilmente se encontram em circulacdo (Maia &
Campino, 2011), e que a medula 6ssea e linfonodos sdo o melhor local de pesquisa do
agente (Vita et al., 2005). De forma a aumentar a sensibilidade e/ou especificidade pode ser
utilizados o nested PCR, o PCR-RFLP (restriction fragment length polymorphism) ou o real-
time PCR (Gramiccia, 2011).

As técnicas moleculares tém ainda a vantagem de poderem ser utilizadas como forma de
controlo durante e ap0s o tratamento, ja que a “cicatriz’ imunoldgica (sorologia positiva)
permanece durante varios anos sem que 0 paciente apresente doenca activa (Maia &
Campino, 2008; Leishdomus, 2005).
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6.9.4. Alteracdes laboratoriais

As alteragcfes dos perfis hematolégico e bioquimico podem n&o ocorrer (Schubach et al.,
2004). A nivel hematoldgico o que se observa mais comummente é leucocitose, neutrofilia,
anemia e trombocitopénia (Ozon, et al., 1998; Pennisi, 2002; Poli et al., 2002; Schubach et
al., 2004, Souza, Barros, Ishikawa, Ilha, Marin & Nunes, 2005; Souza, Nunes, Borralho &
Ishikawa, 2009), e com menor frequéncia eosinofilia e leucopénia (Ozon et al., 1998; Hervas
et al., 1999; Pennisi, 2002; Schubach et al., 2004).

Pode ainda observar-se o aumento das globulinas séricas (Ozon et al., 1998; Pennisi, 2002;
Poli et al., 2002; Hervas et al., 1999), das proteinas totais (Ozon et al., 1998; Hervas et al.,

1999) e da ureia e creatitina (Pennisi, 2002).

6.10. Tratamento

Dado o reduzido numero de casos de LFel reportados, ndo existe ainda um tratamento
padronizado (Goodfellow & Shaw, 2005; Maia & Campino, 2011). Além dos poucos casos
descritos, existem felinos diagnosticados com Leishmania spp. que nao receberam qualquer
tipo de tratamento ou aos quais nao se conseguiu fazer o devido acompanhamento (Navarro
et al.,, 2010; Pennisi, 2002; Grevot et al., 2005). Os farmacos utilizados ao tratamento da
LCan tém sido utilizados em gatos afectados, com resultados positivos, nomeadamente o
alopurinol (Pennisi et al.,2002; Savani et al., 2004; Souza et al., 2005; Navarro et al., 2010;
Sanches et al.,, 2011), o antimoniato de meglumina e/ou ketoconazol (Pennisi, 2002;
Bonfante-Garrido et al., 1996).

6.11. Importancia em Saude Publica

Existem aproximadamente trinta espécies de Leishmania em todo o mundo, das quais
apenas cerca de vinte sdo capazes de provocar doenca no Homem. A maior parte dessas
espécies sdo zoonoticas, existindo no entanto um pequeno nimero que sao antroponoticas
(transmisséo ocorre de pessoa para pessoa através da picada de insecto) (Beneth, 2006). A
leishmaniose humana (LVH) tem diferentes manifestagfes clinicas (visceral, cutanea e
muco-cutanea) sendo a leishmaniose visceral, provocada por Leishmania donovani no Velho
Mundo e Leishmania infantum (ou Leishmania chagasi) tanto no Velho como no Novo
Mundo, a forma mais grave da doenca, podendo levar a morte na auséncia de tratamento
(Gramiccia, 2011). As leishamnioses cutadnea e muco-cutanea sdo provocadas por varias
outras espécies de Leishmania tanto no Novo (Ameérica), como no Velho Mundo (Europa,
Africa e Asia), e apesar de ndo fatais, causam elevada morbilidade em zonas de focos
endémicos (Beneth, 2006; Gramiccia, 2011).

Apesar de o primeiro relato de LFel datar de 1912, os felinos sdo ainda vistos como
hospedeiros incomuns de Leishmania spp. (Pennisi, 2002). O papel do gato doméstico como

hospedeiro reservatorio da leishmaniose € ainda controverso, no entanto varios autores

58



referem que estes possuem caracteristicas que mostram que podem desempenhar um
papel importante na epidemiologia da doencga (Gramiccia & Gradoni, 2005; Marioli et al.,
2007; Martin-Sanchez et al., 2007; Maia e Campino, 2011). Assim, 0s animais possuem
susceptibilidade a infeccdo por L. infantum, sem que normalmente manifestem sinais
clinicos (ndo recebendo por isso terapia adequada); existe uma elevada percentagem de
felinos parasitémicos e seropositivos nos diferentes paises da Europa; felinos infectados séo
capazes de transmitir a infeccao ao vector flebétomo; estédo entre os animais de estimacao
mais populares, habitando normalmente perto de humanos.

Todos estes dados sugerem que 0s gatos podem entdo actuar como hospedeiros
reservatorios do agente em alternativa ao cdo, no entanto mais estudos devem ser

realizados para que tal possa ser confirmado (Gramiccia & Gradoni, 2005).

7. Controlo de Doencas Transmitidas por Vectores

As doengas transmitidas por vectores tém tido uma importancia crescente tanto em
medicina veterinaria como em medicina humana (Harrus et al., 2005; Parola et al., 2005;
Little, 2007; Alves et al., 2009). Os vectores artopodes (como as pulgas, carragas e
fleb6étomos) tém um papel chave na transmissdo e manutenc@o de agentes etiologicos de
doencas importantes em animais domésticos e em humanos (Little, 2007; ESCCAP, 2010a),
nomeadamente Ehrlichia spp., Anaplasma spp., Rickettsia spp., e Leishmania infantum
(Shaw et al., 2001; Parola et al., 2005; Beugnet & Marie, 2009; Bitam, Dittmar, Parola,
Whiting & Raoult, 2010). Dos agentes abordados, apenas M. haemofelis ndo é um agente
zoondtico.

Nos dultimos anos tem-se verificado na Europa um aumento de algumas doencas
transmitidas por vectores, 0 que pode dever-se em parte a factores humanos como o
aumento da facilidade de transporte de animais entre diferentes paises, criacao de parques
e jardins nas imediacbes das habitacbes (favorecendo a permanéncia de vectores
artropodes) e o aumento das actividades ao ar livre (aumentando a probabilidade de picada
por vectores); contudo, também questdes relacionadas com alteracdes climaticas como o
aquecimento global e as variagfes de temperatura e humidade que se tém vindo a sentir,
afectam largamente a densidade dos vectores, sua distribuicdo geogréfica e sua capacidade
vectorial (Beugnet & Marie, 2009).

Assim, a prevencédo da transmissdo dos agentes e da doenca, bem como a reducéo do risco
de infec¢Bes zoonoticas passa pela implementagdo de programas seguros e eficientes no

controlo dos vectores nos animais domeésticos (Little, 2007, 2010, 2011).
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7.1. Controlo de infeccdo por pulgas
O tratamento e controlo de infestagbes por pulgas passa por trés pontos principais (Payne,
Dryden & Carter, 2005):

1. Eliminagao das pulgas no animal/animais

2. Eliminacdo da infestacdo ambiental existente

3. Prevencéo de reinfestacdo dos animais e ambiente

Antigamente, o controlo de pulgas era realizado através da aplicagdo repetida nos animais
de estimacdo de produtos direccionados as instalacdes (insecticidas e reguladores do
crescimento de insectos) (Payne et al., 2005). Contudo, o recente desenvolvimento de
adulticidas e reguladores do crescimento de insectos altamente eficazes, com doses
especificas para animais de estimagédo e com um efeito residual prolongado, tem facilitado e
tornado mais eficaz o controlo de pulgas nos animais e no ambiente (Payne et al., 2005). Os
produtos licenciados e utilizados em Portugal para o controlo de pulgas em felinos estédo
resumidos na Tabela 2.

Tabela 2 Lista de produtos antiparasitarios externos com ac¢do em pulgas e ixodideos
disponiveis em Portugal. Tabela adaptada de ESCCAP, 2010b.

Nome Principio Posologia Via de Pulgas Ixodideos
Comercial Activo 9 administracéo 9
Advantage® . . .
(Bayer) Imidacloprid 10 mg/kg Spot-on Sim -
Advocate® Imidacloprid/ 10 mg/kg/ .
(Bayer) moxidectina 1,0 mg/kg Spot-on Sim
Capstar® . .
(Novartis) Nitempyran 1 mg/kg Oral Sim -
Effipro . . Spot on/ . .
(Virbac) Fipronilo i Pulverizagdo Sim Sim
Frontline : .
combo® mIthhrgn:ge zr:;g//ig/ Spot-on Sim Sim
(Merial) P 9Kg
Frontline® . . Spot on/ . .
(Merial) Fipronilo 7,5 mg/kg Spray Sim Sim
Program® . 10 mg/kg S .
. Lufenuron cada 6 Injectavel Sim* -
(Novartis)
meses
Program® . 30 _—
(Novartis) Lufenurén mg/kg/mes Oral Sim -
Promeris® . 40 .
(Pfizer) Metaflumizona mg/kg/mes Spot-on Sim -
Stronghold® . .
(Pfizer) Selamectina | 6 mg/kg/mes Spot-on Sim -

Legenda: (*)Preventivo, ndo adulticida
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Estes produtos devem ser administrados nas doses e intervalos aconselhados pelos
fabricantes, conforme indicado na bula.

Em caso de infestacbes mais graves, € necessario efectuar o controlo ambiental,
concorrentemente ao controlo topico ou oral instituido no animal (ESCCAP, 2010a). Esse
controlo passa pela aplicagédo repetida de insecticidas nas instalacbes (Payne et al., 2005).
Existem produtos desenhados para aplicagdo no ambiente (pulverizadores, nebulizadores,
etc.) que podem ser adulticidas e/ou reguladores de crescimento de insectos. O tratamento
ambiental deve concentrar-se nos locais onde o animal passa mais tempo (na sua cama, por
exemplo) e nos locais de dificil acesso (por exemplo parte de tras dos tapetes) onde as
pupas tendem e concentrar-se (ESCCAP, 2010a). Outras medidas que podem ser tomadas
no controlo ambiental de forma a reduzir as formas juvenis sdo a aspiracdo frequente dos
tapetes, a lavagem frequente das camas (Payne et al.,, 2005; ESCCAP, 2010a) e a
substituicdo de carpetes por pisos mais duros e faceis de limpar como azulejos e madeira
(Little, 2007).

Em zonas onde a re-infestagdo é provavel (zonas de clima temperado, casas com varios
animais, etc.), os proprietarios devem optar por realizar profilaxia regular a todos os animais
com um produto registado, tal como apresentado na Tabela 2. As infestagbes por pulgas
possuem um pico no Verdo e Outono, no entanto podem ocorrer durante todo o ano, pelo

que deve ser realizado um controlo permanente.

7.2. Controlo de infecgcédo por ixodideos

O controlo de ixodideos e de doencas por eles transmitidas é dificil uma vez que estes
possuem elevada capacidade reprodutiva, inUmeros hospedeiros domésticos e silvaticos, e
que existem mudltiplas espécies com diferentes ciclos de vida (Dryden & Payne, 2004). A
base de um controlo eficaz de ixodideos passa pelo uso apropriado de ectoparasiticidas
(Blagburn, 2007).

Se uma infestacao por ixodideos esta ja estabelecida, deve ser feita a remocéo de todos os
elementos agarrados a pele do animal na altura da detecgdo (controlo mecénico), seguida
da aplicacdo do controlo quimico adequado (ESCCAP, 2010a). O controlo mecéanico deve
ser realizado com luvas, de forma a minimizar o contacto com fluidos do ixodideo (ESCCAP,
2010a). O controlo quimico deve ser efectuado produtos licenciados para o efeito, e deve
estender-se a todos os animais da habitacdo, durante todo o periodo de actividade dos
ixodideos (ESCCAP, 2010a). Os acaricidas tépicos com maior eficicia contra ixodideos séo
0 amitraz (colar empregnado), as permetrinas (spray ou férmulas spot-on) e fipronil (spray e
férmulas spot-on). No entanto, destes trés, apenas o fipronil pode ser usado com seguranca
em felinos (Dryden & Payne, 2004). Na Tabela 2 encontram-se os produtos licenciados em

Portugal, que devem ser utilizados de acordo com as indicagbes do fabricante
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(nomeadamente no que respeita as doses e aos intervalos de administracdo) (ESCCAP,
2010a).

7.3. Falhas no controlo de pulgas e ixodideos:

Falhas no controlo destes agentes devem-se muitas vezes a (ESCCAP, 2010a; Little 2011):
- Elevada carga ambiental de fases imaturas de pulgas que continuardo a emergir durante
meses;

- Incapacidade de deteccéo dos locais do meio ambiente em que a concentracéo de fases
imaturas é superior;

- Nao tratamento de todos os animais de uma habitacdo em simultaneo;

- Convivio com outros animais ndo desparasitados ou exposicdo dos animais a locais
infestados (como jardins publicos e casas de amigos ou familia...);

- Produtos aplicados inadequadamente ou na dose e intervalos incorrectos ;

- N&o aplicacdo de desparasitante na auséncia de ectoparasitas visiveis.

7.4. Controlo de picada de fleb6tomos

Os canideos séo considerados o principal reservatério leishmaniose visceral zoonética, pelo
gue as estratégias de prevencdo da doenca em humanos passam pela prevengédo da
doenca em caes domésticos (Strauss-Ayali & Baneth, 2001).

O fleb6tomos sdo parasitas externos intermitentes, pelo que ndo podem ser incluidos num
programa de desparasitacdo externa como os aplicados para ao controlo de pulgas e
ixodideos. Assim, todos os esfor¢cos visam minimizar a interac¢do entre o fleb6tomo e o
hospedeiro (ESCCAP, 2010a).

No cdo, as medidas preventivas incluem a utilizacdo de insecticidas e repelentes tdpicos e
em coleiras no animal (principalmente piretroides de origem sintética) e nas habitacdes, e a
manutencdo dos animais no interior uma hora antes do nascer do Sol e uma hora apos o por
do Sol durante a fase de actividade do vector (Strauss-Ayali & Baneth, 2001; Gramiccia,
2011; Onleish, 2011). Recentemente em Portugal foi também lancada no mercado uma
vacina protectora contra a leishmaniose (Onleish, 2011), cujo objectivo ndo é evitar o
contacto do felb6tomo com o animal mas sim evitar que a infeccdo se estabeleca
(Gramiccia, 2011).

Para os felinos, ndo estdo descritas vacinas nem produtos de aplicacdo tépica capazes de
repelir os fleb6tomos, pelo que a prevengdo nestes animais deve passar por evitar 0 acesso

ao exterior nas alturas de maior actividade do vector.
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CAPITULO lllI- ESTUDO EXPERIMENTAL:
DETECCAO DE EHRLICHIA SPP./ANAPLASMA SPP., RICKETTSIA SPP., MYCOPLASMA HAEMOFELIS
E LEISHMANIA INFANTUM EM FELINOS ERRANTES E SUA RELACAO COM A PRESENCA
DE RETROVIRUS E COM A SINTOMATOLOGIA MANIFESTADA

1. Desenho Experimental

1.1. Objectivos

O presente trabalho teve como proposito a realizagdo um estudo epidemioldgico acerca dos
agentes infecciosos, nomeadamente virus imuossupressoes (FIV e FeLV) e hemoparasitas,
que afectam a populacdo felina de uma associacdo particular localizada na Moita, Setubal.
Os objectivos passaram também por perceber se efectivamente a presenca desses agentes
infecciosos tém relacdo com as alteragdes clinicas apresentadas pelos animais e por avaliar

a forma como esses agentes influenciam entre si.
1.2. Material e Métodos

1.2.1. Populagdo em estudo e instalagdes

A populacdo em estudo foi constituida por 50 felinos domésticos (Felis catus) de uma
associacdo particular da Moita (Setubal), a Associacdo dos Amigos dos Animais
Abandonados da Moita (AAAAMoita). Os animais estavam distribuidos por trés gatis, cada
um albergando cerca de 20 animais. Cada gatil € constituido por duas zonas cobertas, uma
interior (3 x 4 metros) e uma exterior (3 x 4 metros) (Figura 2). A histéria pregressa de cada
animal foi efectuada, através do inquérito disponivel no ANEXO V, a pessoa responsavel

pelo maneio dos animais.

Figura 2 Instalag6es de um dos trés gatis da AAAAMoita (Original).
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A AAAAMoita, além de alojar felinos, alberga também aproximadamente 90 céaes

distribuidos por cerca de 26 canis (Figura 3).

Figura 3 Canis em que estdo alojados os canideos da AAAAMoita (Original).

0 on, ¥

A escolha dos animais a incluir no estudo foi feita de forma aleatéria, independentemente da
idade, sexo, raca, origem e estado clinico do animal. O estado de vacinacdo e
desparasitacdo dos animais até a entrada na AAAAMoita € desconhecido, e na associagao
é feita apenas a desparasitacdo externa sem que 0s intervalos entre administracdes sejam

cumpridos com rigor.

1.2.2. Caracterizacdo da amostra populacional

1.2.2.1. Sexo

Da totalidade dos 50 felinos testados 26 (52%) eram do sexo masculino e 24 (48%) do sexo
feminino (Gréafico 3). Todos animais do sexo masculino que integraram o estudo estavam
esterilizados, & excepcdo de trés, que foram levados para o Hospital Veterinario SosVet
para serem submetidos a esterilizacdo. Em relacdo aos animais de sexo feminino, ndo nos
foi possivel aferir acerca da percentagem de fémeas esterilizadas, uma vez que nao se
conhece a origem e intervencgdes cirlrgicas prévias da maioria das fémeas da associacao e
gue a pratica do gatil para controlo populacional passa principalmente pela esterilizacdo dos
machos.

Grafico 3 Distribuicdo dos animais da amostra por sexo.

H Masculino
4 Feminino
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1.2.2.2. Idade
De forma a facilitar o tratamento dos dados, os animais foram agrupados por classes de

idades, consoante a Tabela 3.

Tabela 3 Distribuicdo dos animais da amostra por idades.

Frequéncia Frequéncia
Idade (anos) _

Absoluta Relativa (%)

1-3 17 34

4-5 19 38

6-7 3 6

>8 5 10

Desconhecida 6 12

1.2.2.3. Origem
Apesar de alguns dos felinos que habitam o gatil terem nascido na AAAAMoita, a maioria
foram recolhidos da rua ou abandonados na associagdo. N&o foi possivel recolher qual a

proveniéncia real de cada animal utilizado no estudo.

1.2.2.4. Raga
Todos felinos que integraram o estudo ndo apresentavam racga definida.

1.2.3. Exame clinico e Colheita de Amostras

A recolha de amostras decorreu nas proprias instalacbes da AAAAMoita e no Hospital
Veterinario SosVet entre os dias 3 e 13 de Maio de 2011.

Previamente a colheita de amostras, todos os animais foram submetidos a um exame de
estado geral acompanhado do preenchimento de uma ficha clinica (disponivel no ANEXO
VI). A classificacdo da gengivite foi efectuada de acordo com a tabela apresentada no
ANEXO VII, adaptada Gorrel (2004). A temperatura rectal ndo foi determinada, uma vez que
os valores obtidos ndo corresponderiam ao valor real, dadas as elevadas temperaturas
ambientais nos dias de colheita e o stress induzido aos animais, pouco habituados a
manipulacao.

Por dificuldade de contenc@o de alguns animais, foi necesséario recorrer a uma sedacdo
ligeira de seis dos animais (associacao de ketamina e dexmedetomidina nas doses 5ug/Kg e
40ug/Kg, respectivamente, por via IM), para avaliacdo adequada do estado geral e colheita
de amostras.

A cada animal foram recolhidos cerca de 4mL de sangue total periférico a partir da veia
jugular, para um tubo com EDTA que, apoés realizacdo do hemograma, foi mantido em

refrigeracéo a cerca de 4°C até processamento.
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1.2.4. Processamento das amostras

Todas as amostras foram processadas no dia de recolha no Laboratério de Virologia da
Faculdade de Medicina Veterinaria (FMV), Universidade Técnica de Lisboa (UTL). Do tubo
de EDTA foram retirados 100 pL de sangue total dos quais foi feita extraccdo de ADN para
pesquisa de hemoparasitas utilizando o DNeasy Blood & Tissue Kit® (Qiagen), segundo as
instrucdes do fabricante. Apés extraccdo, o ADN das amostras foi quantificado no Nanodrop
2000c Spectrophotometer® (Thermo Fisher Scientific), e todas as amostras foram
conservadas a temperatura de -80°C até utilizac&o.

O restante sangue foi centrifugado durante 10 minutos a 1500G para fazer a separacao do
plasma e células sanguineas que foram depois conservados separadamente a temperatura
de -80°C.

1.2.5. Hemograma
O hemograma foi realizado cerca de 30 minutos apds cada colheita no aparelho Hemavet
950FS (Drew Scientific).

1.2.6. Métodos seroldgicos
A pesquisa de anticorpos de FIV e antigénio de FelLV foi realizada a partir do sangue total,
imediatamente ap6s a colheita, utilizando o teste comercial Speed® Duo FelLV/FIV da

Virbac, segundo as instru¢des do fabricante.

1.2.7. Métodos moleculares (PCRc e real-time PCR)

O ADN extraido do sangue total foi descongelado em gelo, homogeneizado e mantido em
refrigeragéo durante todo o procedimento.

A deteccao de ADN de Ehrlichia spp./Anaplasma spp. e Rickettsia spp. foi efectuada através
de PCRc segundo os protocolos implementados no Laboratério de Virologia, FMV-UTL, que
tém como referéncia o protocolo utilizado por Gal, Loeb, Yisaschar-Mekuzas & Baneth
(2007) (no caso de Ehlichia spp./Anaplasma spp.) e Kidd, Maggi, Diniz, Tucker &
Breitschwerdt (2008) (no caso de Rickettsia spp.). A amplificacdo de ADN de M. haemofelis
foi realizada por real-time PCR (Tagman®) segundo o protocolo utilizado no Laboratério de
Virologia, FMV, UTL, adaptado de Tasker et al. (2003).

O ADN de Leishmania infantum foi amplificado por real time PCR (Tagman®), utilizando
primers escolhidos no Laboratério de Virologia FMV-UTL, com base na sequéncia completa
(805bp) do &cido nucleico (minicirculos de cinetoplasto de ADN) de Leishmania infantum
através do programa de primers Primer Express® (Applied Biosystems), cuja referéncia de
acesso é AF169140.1. O primer forward utilizado foi 5-AGGTGTCGTAAATTCTGGAA-3' e 0
primer reverse 3-CGGGATTTCTGCACCCATT-5'. A sonda utilizada foi a Fam 5'-
AATTCCAAACTTTTCTGGTCCTCCGGGTAG Tamra-3'.

66



Depois de amplificados, todos os produtos de PCR foram corridos por electroforese em gel
de agarose 2,5%, visualizados no Image Master® VDS (Pharmacia Biotech) e fotografados
através do software Liscap Image Capture, versdo 1.0 (Pharmacia Biotech).

Na realizagdo de todos os PCR's foram utilizados controlos positivos previamente
sequenciados (Laboratorio StabVida, Portugal) e especificos para o agente que se pretendia
detectar. Em todos os PCR’s realizados durante o estudo, houve amplificacdo dos controlos
positivos que obtiveram o peso molecular que seria de esperar. Nao houve amplificacdo de
nenhum dos controlos negativos, o que nos permite validar os PCR’s efectuados. O
fragmento de Leishmania amplificado foi enviado para sequenciagdo no laboratério StabVida
(Portugal).

1.2.8. Analise estatistica

O tratamento estatistico dos dados foi efectuado utilizando o programa R, e as prevaléncias
aparentes e reais foram calculadas utilizando o pacote epi.R para o programa R, segundo o
método de Willson (Sergeant, 2009). Segundo este método, as prevaléncias sdo ajustadas a
sensibilidade e especificidade dos métodos de diagndstico. No caso do método seroldgico
de deteccdo de FIV e FelLV, a sensibilidade e especificidade consideradas foram as
fornecidas pelo fabricante, ou seja, 96,3% e 98,9% no caso do FIV e 94,7% e 99,2% no
caso do FelLV (Hartmann et al., 2007). Para os PCR's, foi considerada uma sensibilidade e
especificidade de 100%.

Para a realizacdo das associagdes estatisticas, foi utilizado o pacote Rcmdr para o
programa R, empregando o Teste Exacto de Fisher, que foi escolhido por a amostra em
causa ter uma dimensao pequena (n=50). Para estas associacfes o nivel de significancia

assumido foi p<0,05, para um intervalo de confianga (IC) de 95%.
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2. Resultados

2.1. Frequéncia absoluta, prevaléncia aparente e prevaléncia real dos agentes
testados na amostra populacional

Os resultados obtidos para os agentes testados pelos testes de diagndéstico a que as 50
amostras foram submetidas estéo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 Frequéncia absoluta, prevaléncia aparente e prevaléncia real dos agentes testados

na amostra populacional.

Frequéncia Prevaléncia Prevaléncia
Agente IC de 95% IC de 95%
Absoluta  Aparente (%) Real (%)
FIvV 11 22,0 12,8 - 35,2 21,9 12,2 -35,9
FeLV 5 10,0 43-214 9,8 3,8-219
Ehrlichia spp./
1 2,0 1,0-10,5 2,0 1,0-10,5
Anaplasma spp.
Rickettsia spp. 8 16,0 8,0-29,0 16,0 8,0-29,0
M. haemofelis 2 4,0 1,0-13,0 4,0 1,0-13,0
L. infantum 1 2,0 0,1-10,5 4,0 0,1-10,5

Dos 50 animais testados para FIV e FelLV atraves de técnicas seroldgicas, 21,9% (n=11) e

9,8% (n=5) foram diagnosticados como positivos para FIV e FeLV, respectivamente.

Figura 4 Teste rapido Speed® Duo FeLV/FIV da Virbac com resultado positivo para FIV
(Original).
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A realizacdo do PCRc permitiu detectar 2% (n=1) dos animais com Ehrlichia spp./Anaplasma
spp. e 16% (n=8) dos animais com bandas compativeis com a presenca de Rickettsia spp.
(Figura 5).

Figura 5 Resultados do PCRc de Rickettsia spp. onde se observam o controlo negativo (C-),
o marcador (M), o controlo positivo (C+), seis amostras negativas (A-) e trés amostras
compativeis com a presenga do agente (As) (original).

Através de real-time PCR foi possivel detectar 4% (n=2) dos animais portadores de M.
haemofelis (Figura 6) e 2% (n=1) com L. infantum (Figura 7). A banda amplificada
correspondente a nossa amostra foi enviada para sequenciacdo e a sequéncia obtida
mostra uma identidade de 99% com a espécie L. infantum.

Figura 6 Resultados do real time PCR de M. haemofelis, onde estdo representadas as
curvas de amplificagcdo de trés controlos positivos (C+), das duas amostras positivas (A+) e
a auséncia de amplificacdo de trés controlos negativos e de trés amostras negativas (B),

(Original).
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Figura 7 Resultados do real time PCR de L. infantum, onde est&o representadas as curvas
de amplificacdo de trés controlos positivos (A, B e C), da amostra positiva (D) e a auséncia

de amplificagdo de trés controlos negativos e de duas amostras negativas (E), (Original).

1.06+001

1.0e+000 D

1.0e-001

1.0e-002

Delta Rn

W ibe-0003 \

1
10e-004 %

0005
1 2 3 & 5 85 T B 9 10 1 12 13 1 15 16 17 B 19 2 M 32 33 M IS5 6 I7 JB 20 I 31 I 33 34 35 36 37 39 30 40 41 47 43 &4 45 45 47 4B 40 SO

2.2. Caracterizacdo dos individuos quanto aos agentes pesquisados

2.2.1. FIV e FeLV

2.2.1.1. Alterac@es clinicas

Uma vez que nao foi possivel saber através da historia pregressa se houve ou néo perda de
peso, foi avaliada a condig&o corporal (C. corporal) de cada animal durante o exame clinico.
Foi considerada a presenca de linfadenomegalia em todos os animais que apresentem um
ou mais grupos de linfonodos aumentados. A classificacdo da gengivite foi feita do grau 0 ao
grau 3, no entanto s a partir do grau 2 foi considerada alteracao patolégica. As alteracdes
referentes a estes sinais clinicos apresentadas pelos animais estdo representadas nas
Tabelas 5 e 6.

Tabela 5 Associacdo entre infecgdo por FIV e FeLV e os sinais clinicos mais comuns

(frequéncia absoluta).

Estomatite Gengivite C. corporal Linfadenomegalia
Agente " N3o  Sim 01 2-3 Magro Boa/Obeso  N&o Sim
(n=33) (n=17) (n=38) (n=12) (n=5) (n=45) (n=34) (n=16)
FIV -
(n=39) 28 11 30 9 4 35 26 13
FIV+
n=11) 4 7 8 3 1 10 8 3
(p=0,04) (p=1,00) (p=1,00) (p=1,00)
FeLV—- 3 13 35 10 4 41 31 14
(n=45)
YT 1 4 3 2 1 4 3 2
(p=0,04) (p=0,58) (p=0,42) (p=0,65)

Legenda: (-): ndo infectado; (+): infectado
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Tabela 6 Associacdo entre infecgdo por FIV e FeLV e os sinais clinicos mais comuns

(frequéncia relativa, %).

Estomatite Gengivite C. corporal Linfadenomegalia

Agente  ""NFo Sim  0-1 2-3 Magro Boa/Obeso  N&o Sim

(n=33) (n=17) (n=38) (n=12) (n=5) (n=45) (n=34) (n=16)

EI:\;;) 71,8 282 769 231 10,3 89,7 66,7 33,3

oy 364 636 727 273 91 90,9 727 213
(p=0,04) (p=1,00) (p=1,00) (p=1,00)

Moo 7Ll 289 778 222 89 91,1 689 31,1

eyt 200 800 600 400 200 80,0 60,0 40,0
(p=0,04) (p=0,58) (p=0,42) (p=0,65)

Legenda: (-): ndo infectado; (+): infectado

Tal como se verifica nas tabelas anteriores, existe associacdo estatistica (p=0,04) entre a
presenca da infeccdo por FIV ou FeLV e a presenca de estomatite: 63,6% (7/11) dos
animais FIV positivos e 80% dos animais FeLV positivos possuem estomatite. Em trés dos
quatro dos animais positivos a FeLV, a estomatite era grave.

No caso da gengivite, apesar de 27,3% (3/11) dos animais FIV positivos e de 40% (2/5) dos
animais FelV positivos apresentarem gengivite de grau igual ou superior a 2, essas
alteracdes ndo sdo estatisticamente significativas na amostra em estudo. No que respeita a
condicdo corporal, a maioria dos 50 animais da amostra tinham condi¢do corporal
“Boa/Obeso”, existindo apenas 10% (5/50) com condigdo corporal “Magro”. Dos animais
infectados, por pelo menos um virus imunossupressor, apenas um animal com FIV (9,1%) e
um animal com FeLV (20%) possuiam condigédo corporal “Magro”. Em relagao a presenca de
linfadenomegalia ndo houve também associacdo estatistica entre a presenca de linfonodos
aumentados e a infec¢cdo por virus imunossupressores. A propor¢do de animais com
condigdo corporal baixa e com linfadenomegalia € semelhante entre animais com e sem
virus imunossupressores.

Outros sinais apresentados pelos animais FelLV positivos foram Ulceras linguais (n=2),
corrimento ocular (n=1) e corrimento nasal (n=1). O animal n°47 era o animal que se
apresentava em piores condigbes no exame clinico, ostentando mau estado de condicdo
corporal (magro), com desidratacdo de cerca de 7%, linfadenomegalia generalizada
(incluindo linfonodos mesentéricos avaliados ecograficamente) e estomatite grave.

Em animais com FIV além dos sinais j& referidos nas Tabelas 4 e 5, encontraram-se ainda
Ulceras linguais (n=5), corrimento ocular (n=4), corrimento nasal (n=2), desidratacdo 5%

(n=1), arranhdes (n=2), conjuntivite bilateral (n=1) e ruido respirtério superior (n=2).
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2.2.1.2. AlteracBes hematoldgicas

Dos animais com FIV, apenas um apresentava alteragcbes do hemograma, revelando
leucocitose, neutrofilia, linfocitose e monocitose.

As alteracbes do hemograma dos animais com FelLV estdo apresentadas na Tabela 7.

Tabela 7 Alteracbes de hemograma apresentadas pelos animais FeLV positivos.

N° dos Animais

Parametros Valor(Aes d_e 5 9 11 35 47
Referéncia

Células Vermelhas 5.11 ) ) ) 11,2 4.8
(M/uL) 1) ()

Concentracao 16,7 7,8
hemoglobina (g/dL) 8,0-15,0 ) 16.0(1) ) M 1)
HCT (%) 24,0-45,0 458 (1) 52,5(1) - 52,8 (1) -

VMC (fL) 39,0-52,0 - - - - 5(?’)9
HCM (pg) 12,5-17,5 - - - - -

28,6

CHCM (g/dL) 30,0-37,0 - - - - ()
Linfécitos (K/uL) 20,0-55,0 - 72 ) - - -

Legenda : (*)- desidratagdo de 7%; HCT- hematocrito; VMC- volume corpuscular médio; hemoglobina
corpuscular média; CHCM- concentracdo de hemoglobina corpuscular média

2.2.1.3. Influéncia dos factores: idade e sexo

Relativamente as idades, dos 11 animais infectados por FIV 36,4% (4/11) e 45,5% (5/11),
estdo incluidos nas classes “1-3” e “4-5", respectivamente, estando os restantes 18,1%
(2/11) distribuidos pelas restantes trés classes. A classe “>8” nao tem nenhum animal
infectado com FIV. Dos animais com FelLV, 60% (3/5) encontram-se na classe “1-3”, 20%

(1/5) na classe “4-5” e os restantes 20% (1/5) na classe “>8” (Gréfico 4).

Grafico 4 Distribuicdo dos animais FIV e FeLV positivos pelas idades.
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Da totalidade de animais positivos para FIV, 54,5% (6/11) eram do sexo masculino e 45,5%
(4/11) do sexo feminino. Relativamente aos animais FelLV positivos, 60% (3/5) sdo do sexo

masculino e os restantes 40% (2/5) do sexo masculino (Grafico 5).

Gréfico 5 Distribuicdo dos animais FIV e FeLV positivos pelos sexos.
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2.2.1.4. Associacéo entre a presenca de FIV ou FeLV e a presenca de hemoparasitas

Tabela 8 Associacdo entre a presenca de FIV/FeLV e os hemoparasitas pesquisados

(frequéncia absoluta).

Anaplasma spp./ Rickettsia M. haemofelis L. Infantum

Agentes Ehrlichia spp. spp.
- + - + - + - +
(n=49) (n=1) (n=42) (n=8) (n=48) (n=2) (n=49) (n=1)
FIV- 38 1 38 7 39 0 38 1
= (n=39)
L R 11 0 4 1 9 2 11 0
v (n=11)
(p=1,000) (p=0,670) (p=0,045) (p=1,000)
F i 44 1 38 7 44 1 44 1
e (n=45)
L (nf5) 5 0 4 1 4 1 5 0
v (p=1,000) (p=1,000)  (p=0,190) (p=1,000)

Legenda: (-): ndo infectado; (+): infectado

Apenas uma das associacdes que se procurou estabelecer foi estatisticamente significativa
(p= 0,045, ou seja <0,05), mostrando que na nossa amostra a propor¢cdo de animais
afectados com M. haemofelis € maior em animais infectados por FIV (Tabela 8).

Todas as outras tentativas de associagfes ndo obtiveram significado estatistico (p>0,05),
ndo estando a presengca dos restantes hemoparasitas associados a presenca de virus

imunossupressores.
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2.2.2. Ehrlichia spp. e Anaplasma spp.

A maioria dos sinais clinicos apresentados pelo animal em que houve amplificagdo de ADN
de Ehrlichia spp. e/ou Anaplasma spp. foram inespecificos como gengivite ligeira (grau 1),
pélo baco e desidratacdo de cerca de 5%. O animal apresentava ainda taquipneia e
presenca de ruidos respiratérios superiores e inferiores.

As alteracdes do perfil sanguineo de cada animal, estdo apresentadas na Tabela 9.

Tabela 9 Alteracbes de hemograma apresentadas pelo animal positivo a Ehrlichia

spp./Anaplasma spp..
R Valor Valores de
Parametros ) ) Alteracao
Obtido Referéncia
Concentracdo de hemoglobina o
15,5 8,0-15,0 Policitémia
(g/dL)
Hematécrito (HCT) (%) 49,2 24,0-45,0 Policitémia
Linfocitos (K/ul) 9,28 1,5-7,0 Linfocitose

2.2.3. Rickettsia spp.
2.2.3.1. Alterac0es clinicas
Todas as alteragbes clinicas manifestadas pelos oito animais suspeitos de infeccdo por

Rickettsia spp. estdo resumidas na Tabela 10.

Tabela 10 Alteracbes clinicas apresentadas pelos animais suspeitos de infeccdo por

Ricketttsia spp..
Alteracdes N°do Animal

Clinicas 31 32 40 46 47 48 49 50
Outros agentes* - - FIV - FeLV - - -
Emagrecimento + - - + - - -
Gengivite (grau) 1 1 - 1 1 1 1 -
C. Corporal Boa Boa Boa Boa Magro Boa Obeso  Obeso
| Actividade + - - - - - - -
Conjuntivite i (un-ill-at.) i i i (bi-I;t.) i i
C. Ocular ) (un-iil-at.) ) (biltalt.) ) (bi-I;t.) ) )
C. Nasal - - - + - - - -
Linfadenomegélia - - - + " + + -

(generalizada)

Legenda: (*) dentro dos pesquisados; (+)- presenc¢a de alteragdo clinica; (-)- auséncia de alteracéo
clinica; (unilat.)- unilateral; (bilat)- bilateral; ({,)- diminuida
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N&o houve associacao estatistica entre a presenca de Rickettsia spp. e a manifestacdo de

qualquer dos sinais clinicos acima apresentados.
2.2.3.2. AlteracBes hematolbgicas
As alteragcBes do perfil sanguineo nos animais suspeitos de infeccdo por Rickettsia spp.,

estdo sintetizadas na tabela abaixo (Tabela 11).

Tabela 11 AlteracBes de hemograma apresentadas pelos animais suspeitos de infeccdo por

Ricketttsia spp..
R Valores de N° dos Animais
Parametros )
Referéncia 31 32 40 46 47* 48 49 50
Eritrdcitos 480 12,09
5-11 - - - - -
(M/uL) (1) (1)
Concentracéo
. 7,8 18,9
hemoglobina 8,0-15,0 - - - - - -
(1) (1)
(g/dL)
55,0 48,4 48,3
HCT (%) 24,0-45,0 - - - - -
(1) 1) (1)
56,9
VCM (fL) 39,0-52,0 - - - - - - -
(1)
8,1
CHM (pg) 12,5-17,5 - - - - - - -
()
38.2 288 28,6 29,6

CHCM (g/dL) 30,0-37,0 - - ] ]
(1) () () ()

Legenda: (*): desidratacdo 7%; (-): auséncia de alteracao; (|): valor diminuido; (1): valor aumentado

2.2.4. M. haemofelis

2.2.4.1. Alterac0es clinicas

Um dos animais em que foi amplificado ADN de M. haemofelis, ndo apresentava qualquer
alteracdo ao exame fisico, a excepcao de conjuntivite bilateral com ligeiro corrimento ocular
Seroso.

O outro animal apresentava como alteragbes o aumento dos linfonodos popliteos, a
presenca de gengivite grau 1 e estomatite grave.

Ambos 0s animais eram obesos e apresentaram pélo baco.

2.2.4.2. Alteragdes hematologicas

Nenhum dos animais apresentava alteracdes do perfil sanguineo.
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2.2.5. L. infantum

2.2.5.1. Alteracdes clinicas

Ao exame fisico o animal para o qual se observou resultado positivo para L. infantum néo
exibia alterac6es, além da presenca de gengivite de grau 2. O pélo estava brilhante, e ndo
estava presente qualquer lesdo cuténea indicativa de infeccdo por Leishmania spp.. A
condicdo corporal do animal era boa e ndo apresentava sinais de desidratacéo.

2.2.5.2. Alteracdes hematoldgicas
A Unica alteracdo presente no hemograma do animal afectado foi a presenca de linfocitose

ligeira (9,09 K/uL para os valores de referéncia 1,5-7,0 K/uL).

2.3. Animais ndo infectados por nenhum dos agentes

Em 56% (n=28) dos 50 animais testados, ndo foi encontrado nenhum dos agentes
pesquisados. E nas classes “1-3 anos” e “4-5 anos” que se incluem a maior parte dos
animais da nossa amostra. Dos 17 animais incluidos na classe “1-3 anos”, 52,9% nao estio
afectados por nenhum dos agentes testados e na classe “4-5 anos”, em 57,9% dos animais

nao foi encontrado nenhum dos agentes (Gréfico 6).

Gréfico 6 Distribuicdo por idades dos animais positivos/negativos a pelo menos um dos

agentes pesquisados.
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3. Discussao dos resultados

3.1. FIV e FeLV

3.1.1. Prevaléncias obtidas

O FIV e FelLV sao virus de distribuicdo mundial, cujas prevaléncias variam muito consoante
a area geogréfica e as caracteristicas das populacdes testadas (Hosie et al., 2009; Lutz et
al., 2009). O diagnostico de FIV e FelLV é realizado normalmente por técnicas serolégicas.
Em Portugal, uma vez que poucos, ou mesmo nenhum, gatos infectados por FIV
conseguem eliminar a infec¢do por completo, e que ndo sao utilizadas vacinas contra este
virus, o seu diagndstico é efectuado principalmente por deteccdo de anticorpos no sangue
de animais afectados (Sellon & Hartmann, 2006). O diagnéstico de FelV, pelo contrario, é
realizado maioritariamente por deteccdo de antigénio através de técnicas seroldgicas como
€ 0 caso da ELISA e, em menor grau da IFl que detectam a proteina da capside p27
(Hartmann, 2004; Colitz, 2005; Arjona et al., 2007; Cohn, 2007; Levy et al., 2008; Levy et al.,
2009). O desenvolvimento de técnicas moleculares trouxe algumas vantagens na deteccao
destes agentes, contudo ndo substituiu ainda por completo as técnicas seroldgicas por ser
mais demorado e mais dispendioso para o proprietario do animal. De referir que no caso do
FelLV, as prevaléncias obtidas ndo correspondem a quantidade de animais expostos ao
agente, pois grande parte dos animais, depois de expostos, conseguem debelar a infec¢céao
(Hartmann, 2006).

Estédo descritos, um pouco por todo o mundo, imensos estudos com diferentes populacdes
alvo com vista a apurar a prevaléncia e factores de risco para as infec¢des por FIV e FelLV.
Lee et al. (2002), realizou entre Janeiro de 1995 e Setembro do ano seguinte um rastreio de
FIV e FeLV em 1876 gatos errantes, observando que 3,5% apresentavam anticorpos contra
FIV e 4,3% antigénios FelLV. Ja Luria et al. (2004) testaram 553 felinos errantes incluidos
num programa Trap-Neuter-Return (TNR), apurando, através de ELISA, 5,2% de animais
positivos para FIV e 3,3% de animais positivos para FeLV. Little (2005), testou entre Janeiro
de 2001 e Fevereiro de 2003, 74 gatos vadios e 172 gatos de particulares de Ottawa,
Canada, através de um teste rapido baseado na metodologia de ELISA. A prevaléncia de
FIV registada neste estudo em gatos de rua (23%) foi bastante superior as reportadas pelos
autores previamente citados. Pelo contrario, a prevaléncia de FeLV foi de 5,4%, adequando-
se ao encontrado em outros estudos. Dos gatos de proprietarios particulares, testados
apenas rotineiramente, 5,9% foram positivos a FIV e 1,7% a FeLV. O maior estudo realizado
com o propésito de determinar a prevaléncia de FIV e FelV, foi realizado nos Estados
Unidos por Levy et al. (2006), que entre Agosto e Novembro de 2004, avaliou a presenca de
ambos os agentes em 9.970 felinos provenientes de 345 clinicas veterinarias e 8.068 gatos

pertencentes a 145 abrigos, num total de 18.038 animais testados. Nesse estudo foi
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utilizado um kit comercial baseado na metodologia ELISA, tendo sido a prevaléncia de
animais positivos de 2,5% para FIV e de 2,3% para FeLV.

No Japdo, um estudo de seroprevaléncia realizado em 1447 gatos domésticos, mostrou
prevaléncias de 9.8% para FIV e de 2.9% para FelLV, respectivamente (Maruyama et al.,
2003). Num estudo recente realizado no Irdo para apurar a incidéncia de FIV naquele pais,
10,5% de 238 felinos testados mostraram ser positivos ao agente (Mosallanejad, Shapouri,
Avizeh, & Pourmahdi, 2010).

Num estudo realizado em Madrid, Espanha, foram testados 180 animais saudaveis e 115
animais com sinais clinicos que possam estar associados a infeccao por retrovirus (como
anorexia, depressdo, febre, linfadenomegalia, rinotraqueite, infec¢cbes cutaneas
generalizadas ou tumores). No grupo de animais saudaveis 15,6% eram FelLV positivos,
8,3% FIV positivos e 1,1% co-infectados. No grupo de animais com sinais clinicos foram
encontrados 30,4%, 13,8% e 2,6% de animais positivos para FelLV, FIV e FIV/FelLV,
respectivamente. Este estudo mostrou que a diferenca da prevaléncia entre animais com e
sem sinais clinicos da doenca nesta regido parece ndo ser tdo elevada como se podia
pensar, no entanto, mais importante que isso, mostrou que existe uma elevada percentagem
de animais infectados e capazes de transmitir 0 virus que ndo demonstram qualquer
sintomatologia (Arjona et al., 2000).

Em Portugal, ndo existem muitos estudos acerca da prevaléncia destes agentes. Na AML,
foram reportados por Duarte et al. (2010) os resultados referentes a um estudo
epidemioldgico realizado entre Novembro de 2003 e Julho de 2005 em 231 felideos
incluidos num programa de captura-esterilizacdo-libertacdo (CEL), em que 10.2% dos
animais foram positivos a FIV (17,2% no Barreiro, 15,1% em Cascais, 5,4% em Lisboa e 0%
em Sintra) e 7,1% positivos a FeLV (13% em Cascais, 4,2% em Lisboa e 11,1% em Sintra).
Rosado (2009), utilizando também animais errantes da AML mas acolhidos no canil
municipal de Lisboa, obteve uma frequéncia de 18% de animais infectados com FIV e de
10% de animais com FeLV, em 50 testados.

Nos gatos pertencentes a AAAAMoita, as prevaléncias de ambos o0s virus
imunossupressores, 22% para FIV (IC95% de 12,8 - 35,2) e 10% para FeLV (IC 95% de 4,3
- 21,4), encontradas sao ligeiramente superiores as reportadas por Duarte et al. (2010).
Contudo, aproximam-se bastante dos resultados obtidos por Rosado (2009). Todos esses
estudos foram realizados na mesma zona geografica (AML) em populagbes com
caracteristicas relativamente semelhantes (gatos errantes), porém, a populacdo do presente
estudo é a Unica na qual os animais foram sujeitos a um periodo relativamente prolongado
de confinamento, uma vez que os gatos dos programas CEL sdo provenientes da rua e sao
libertados no maximo cerca de 24horas ap0s intervengdo cirlrgica na mesma area (salvo
problemas néo esperados) e que os gatos do canil municipal ndo permanecem por periodos

prolongados nas instala¢des. As diferencas de prevaléncias entre estudos na mesma zona e
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as elevadas prevaléncias obtidas podem portanto dever-se as caracteristicas da populacao
testada, que por estar confinada num ambiente de gatil aumenta a presséo populacional e
assim a transmissdo da doenca (principalmente do FelV), e ao tamanho da amostra
(Rosado (2009) utilizou uma amostra com o mesmo numero de animais tendo obtido
resultados semelhantes). Analisando mais cuidadosamente os resultados obtidos por Duarte
et al. (2010), observamos que se considerarmos apenas 0s animais testados apenas no
Barreiro (freguesia préxima da freguesia da Moita), a prevaléncia entdo obtida para FIV foi
de 17,2%, mostrando assim dados mais compativeis com os obtidos na presente amostra.
Relativamente ao FeLV nédo se sabe a prevaléncia obtida no Barreiro, pelo que néo se se
verifica uma situacdo semelhante.

Podemos entdo afirmar que as prevaléncias de FIV e FelLV obtidas se enquadram no
panorama que se tem vindo a observar em Portugal e na Europa. A probabilidade de estas
prevaléncias aumentarem em ambientes em que gatos positivos co-habitam com gatos
negativos ndo sdo muito elevadas desde que exista uma hierarquia bem definida e que néo
sejam introduzidos novos animais no grupo (Hartmann, 2006; Sellon & Hartmann, 2006;
Hosie, et al., 2009; Lutz, et al., 2009). Seria por isso importante que nesta associagdo se
conseguisse estabelecer uma populagdo mais ou menos estavel, para que a probabilidade

de transmissdo dos agentes seja minimizada.

3.1.2. Alteracdes clinicas e hematoldgicas

Além de sinais inespecificos que ndo se conseguiram apurar, as alteracdes mais
frequentemente encontradas no exame fisico de um animal FIV e/ou FeLV positivo foram a
gengivite, estomatite, perda de peso e linfedenomegalia (Callanan et al., 1992; Bendinelli et
al. 1995; Dunham, 2006; Cohn, 2007; Kolenda et al., 2007; Levy et al., 2008; Yamamoto,
2008; Hosie et al., 2009; Costa & Norsworthy, 2011).

A estomatite, o sinal mais frequente em animais infectados com FIV e que pode ocorrer em
gualquer fase de infeccdo (Sellon & Hartmann, 2006), foi apresentada por 63,6% (7/11) dos
animais FIV positivos e mostrou ter associagdo estatistica (p=0,04) com a infeccéo pelo
virus (Figuras 8 e 9). Ja a gengivite de grau superior a 2, foi apresentada apenas por 27,3%
(3/11) dos animais com a infecg&o viral, ndo mostrando estar associada a presenca do virus

imunossupressor.
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Figura 8 e Figura 9: Exemplos de animais FIV positivos com estomatite grave (Original).

Tal como se observa nas Tabelas 5 e 6, a condi¢@o corporal dos animais da nossa amostra
ndo é influenciada pela presenca de FIV. A propor¢cdo de animais com condi¢do corporal
“‘Magro” é semelhante tanto em animais FIV positivos (9,1%), como em animais FIV
negativos (10,3%). Situacdo semelhante ocorre no caso da linfadenomegédlia, que esteve
presente em propor¢gdes semelhantes em animais FIV positivos (27,3%) e FIV negativos
(33,7%).

Assim, podemos concluir que nos animais da nossa amostra, apenas a presenca de
estomatite esti associada a presenca de FIV. A presenca de gengivite, condi¢cdo corporal
baixa, lifadenomegalia e de outros sinais apresentados menos frequentemente (como
Ulceras linguais, corrimento ocular, corrimento nasal, desidratacdo, conjuntivite e ruido
respiratorio superior), estdo provavelmente relacionados com a presenca de outro(s)
agente(s), nomeadamente o calicivirus felino, o herpesvirus felino, entre outros.

A avaliacdo do hemograma dos animais FIV positivos, revelou que nenhum deles
apresentava anemia ou leucopénias descritas na literatura (Bendinelli et al. 1995; Dunham,
2006). Pelo contrario, houve apenas um animal que revelou alteracdes hematolégicas,
apresentando linfocitose ligeira. Os resultados da avaliagdo tanto do estado clinico como do
perfil hematologico permite entdo concluir que os animais da amostra com infecgdo por FIV
se encontram em estado de equilibrio imunolégico.

Relativamente ao FeLV, a literatura refere que os sinais clinicos manifestados pelos animais
afectados passam principalmente pela presenca de sinais clinicos relacionados com
tumores induzidos por FelLV, sindromes de mielossupressédo, imunossupressédo, doencas
imunomediadas, entre outros (Hartmann, 2006). Apenas a presenca de estomatite teve
associacdo estatistica com a infeccao por FeLV (p=0,04). A gengivite estava presente em
dois animais, mas sempre associada a estomatite grave.

O animal n°47, diagnosticado durante o estudo como FelLV positivo, vai ser referido
separadamente dos outros FelLV positivos, por ser 0 animal que apresentou mais alteracfes

clinicas e o unico para o qual houve acesso a histéria clinica mais pormenorizada. Trata-se
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de uma fémea esterilizada, com cerca de oito anos de idade com histéria gengivo-estomatite
cronica e que havia ja sido submetida a extraccdo dentdria completa. Desde ha trés
semanas antes da data de colheita de amostras que apresentava politria, polidipsia,
polifagia e perda de peso. No exame clinico o animal estava magro, desidratado (7%), com
mau estado do pélo, linfadenomegdlia generalizada e apresentava estomatite grave. O
hemograma deste animal apresentava anemia ligeira, mas que estava mascarada pela
marcada desidratacdo que apresentava, pelo que possivelmente a anemia era moderada a
grave. Foi realizada ecografia, revelando aumento generalizado dos linfonodos
mesentéricos, e realizada uma PAAF para realizagédo de citologia, que revelou diagndstico
compativel com linfoma.

Dos restantes quatro animais com FelLV, todos mostravam boa condi¢cdo corporal. Apenas
um outro animal apresentou aumento de linfonodos (linfonodos submandibulares), mas
travava-se de um animal com gengivite grau 2 e estomatite grave, estando o aumento dos
linfonodos regionais provavelmente relacionado com essa situagdo. A nivel de hemograma,
um dos animais ndo apresentava qualquer alteragcdo, e os restantes revelaram policitémia

ligeira, provavelmente reflexo de uma desidrata¢éo néo detectada.

3.1.3. Influéncia dos factores: idade e sexo

A literatura refere que gatos adultos (Little, 2005; Levy et al., 2006), do sexo masculino
(principalmente inteiros) (Lee et al., 2002; Luria, et al., 2004; Little, 2005; Levy et al., 2006)
estdo mais predispostos a infeccdo por FIV, pois estdo mais expostos ao contacto com
outros animais e caracteristicamente demonstram um comportamento mais agressivo
(Sellon & Hartmann, 2006). Ja no caso do FelLV, a infeccao ocorre normalmente em animais
mais jovens, de ambos os sexos (Hartmann, 2006; Cohn, 2007; Ford, 2010).

Na amostra testada, foram realmente os animais do sexo masculino os mais afectados (6/11
no caso do FIV e 3/5 no caso do FelLV), sem que no entanto a diferenca encontrada seja
estatisticamente significativa. Esta distribuicdo quase equitativa pelos sexos, pode dever-se
as caracteristicas da populacéo, pois por se tratar de uma populagéo relativamente fixa,
confinada a um espago restrito e cuja hierarquia esta bem definida, a transmissdo ocorre de
forma mais uniforme, sem que um dos sexos esteja mais afectado.

No que respeita as idades, ha que referir que todos os animais incluidos no estudo
possuiam idade superior a 1 ano, pelo que todos foram considerados adultos. A faixa etaria
mais afectada por FIV (proporcionalmente ao numero de animais incluidos na classe) foi a
“6-7 anos” com 33,3% dos animais dessa classe afectados, estando de acordo com o que é
referido na literatura. No caso do FelLV, a classe mais afectada foi a “>8anos” com 20% dos
animais incluidos nessa classe positivos. No caso do FelLV, ndo se verificou o descrito na
literatura, 0 que pode dever-se ao facto de ndo terem sido incluidos no estudos animais

jovens (<1 ano) ou o facto de os animais estarem confinados alterar a distribuicdo do agente

81



pelas classes.

3.1.4. Associacdo com outros agentes

Com o proposito de compreender se, e de que forma, a presenca de virus
imunossupressores (FIV ou FeLV) torna os animais mais susceptiveis ao desenvolvimento
de infeccdo por outros agentes, tentou perceber-se se existe associacdo entre a infeccao
por estes virus, e a presenca dos hemoparasitas pesquisados (Tabela 8).

Apenas uma das associacdes que se procurou estabelecer foi estatisticamente significativa
(p= 0,0449, ou seja <0,05), mostrando que na nossa amostra a propor¢cdo de animais
afectados com M. haemofelis € maior em animais infectados por FIV. Todas as outras
associacdes nao obtiveram significado estatistico (p>0,05), ndo se conseguindo estabelecer
associacdo entre a presenca dos restantes hemoparasitas e a presenca de virus
imunossupressores.

O facto de os resultados ndo serem estatisticamente significativas acerca do que se passa
na populacéo, pode dever-se em parte a pequena dimensdo da amostra, mas também ao

reduzido nimero de animais positivos aos restantes hemoparasitas pesquisados.

3.2. Ehrlichia spp./Anaplasma spp.

3.2.1. Prevaléncias obtidas

No presente estudo houve amplificagdo de ADN de Ehrlichia canis e/ou Anaplasma spp. em
2% (1C95% de 1,0 - 10,5) dos animais testados. Uma vez que o par de primers utilizado foi
desenhado de modo a amplificar um largo espectro de organismos dos géneros Ehrlichia e
Anaplasma (Gal et al., 2007), as bandas amplificadas correspondentes ao animal positivo,
podem indicar uma infeccdo por um agente do género Ehrlichia, Anaplasma, ou de ambos
0s géneros em simultdneo. Idealmente, a banda obtida teria sido enviada para
sequenciacdo genética ou teria sido feito um segundo PCR utilizando primers especificos
para cada espécie, de forma a aferir qual ou quais as espécies presentes.

A amplificacdo do ADN obtida, significa que um animal da amostra, ndo s6 esteve em
contacto com agentes do género Ehrlichia e/ou Anaplasma, mas também que esse agente
se encontrava em circulagdo na altura da colheita. A maioria da literatura publicada reporta a
prevaléncia da presenga de anticorpos para Ehrlichia spp./Anaplasma spp., dando a
informac&o da percentagem de animais que contactaram com o agente, mas nao permitindo
tirar conclusbes acerca da presenca de infeccdo activa. Estudos com base em testes
seroldgicos (IFA e ELISA) indicam que a prevaléncia de A. phagocytophilum em felinos pode
variar entre 4,3% a 38% nos EUA (Magnarelli et al., 2005; Billeter et al., 2007), e entre 1,8 e
4,9 % em Espanha (Aguirre, Tesouro, Amusategui, Rodriguez-Franco, & Sainz, 2004;

Solano-Gallego et al., 2006). Relativamente a Ehrlichia spp. vérios estudos realizados em
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Espanha mostram seroprevaléncias que variam entre 1,8% e 17,9% (Aguirre et al., 2004;
Ortufio, Gauss, Garcia, & Gutierrez, 2005; Solano-Gallego et al., 2006). Em alguns desses
estudos em que os agentes foram detectados serologicamente e foi tentada a amplificacéo
de ADN, mas sem sucesso (Aguirre et al., 2004; Luria et al., 2004; Lappin et al., 2006;
Solano-Gallego et al., 2006).

Apesar de os estudos realizados até entdo ndo serem ainda suficientes para indicar qual a
importancia, distribuicdo e prevaléncia/frequéncia com que os agentes destes géneros
infectam felinos domésticos, existem ja relatos de casos de animais clinicamente doentes
em que foi isolado ADN compativel com o da E. canis e/ou em que foi observada a presenca
de morulas compativeis com a infec¢do por Ehrlichia spp. (Lappin & Breitschwedt, 2006).
Também o ADN de A. phagocytophilum ja foi isolado em gatos naturalmente infectados em
varios paises da Europa e Estados Unidos (Bjoersdorff et al., 1999; Heikkila et al., 2010;
Schaarschmidt-Kiener, Graf, Von Loewenich & Miiller, 2009; Lappin & Breitschwedt, 2006).
O facto de ndo estarem documentados estudos de prevaléncia baseados em técnicas
moleculares (como é o caso do PCR), ndo nos permite fazer comparagdo da prevaléncia
obtida, no entanto, o baixo valor encontrado pode dever-se ao facto de (1) em apenas
alguns animais terem sido encontrados parasitas externos; (2) os principais vectores destes
agentes (nomeadamente o0 R. sanguineus e o l. ricinus) ndo utilizaram normalmente o gato
doméstico como hospedeiro preferencial (Dryden & Payne, 2004); (3) felinos
imunocompetentes conseguirem eliminar o agente por completo (Harrus, Waner,
Bjbersdorff, & Shaw, 2005; Shaw, Day, Birtles, & Breitschwerdt, 2001).

3.2.2. Factores derisco

Uma vez que se tratam de agentes ainda pouco descritos em felinos, ndo esta estabelecida
qualquer predisposicao relativamente a raga ou sexo. Contudo, com base na literatura, o0s
animais aos quais foi diagnosticada doencga clinica parecem ter em comum o facto de terem
idade superior a um ano, pelagem curta, acesso ao exterior e contacto com ixodideos
(Lappin, et al., 2004; Lappin & Breitschwedt, 2006). O Gnico animal positivo da presente
populacdo parece enquadrar-se nesse padrdo, tratando-se de uma fémea, esterilizada, de
pélo curto, com cerca de trés anos de idade e cuja origem, vacinagfes e desparasitacoes

prévias sao desconhecidas.

3.2.3. Alteracgdes clinicas, hematolédgicas e bioquimicas

A gengivite de grau 1 apresentada pelo animal positivo € considerada ligeira, ndo patoldgica,
e provavelmente sem associacdo ao agente pesquisado. O pélo baco e a desidratagcédo
estdo possivelmente relacionados com o ambiente de gatil em que o animal habita, ndo
sendo sinais muito exuberantes. As Unicas alteragcbes que parecem ter alguma relevancia

sdo a taquipneia e presenca de ruidos respiratorios superiores e inferiores, que segundo
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Lappin & Breitschwedt (2006) podem estar relacionados com a infeccdo por Ehrlichia spp..
Outros sinais clinicos descritos na literatura, como alteragbes oculares (corrimento,
hemorragias do vitreo, conjuntivite e descolamento de retina) (Lappin & Breitschwedt, 2006;
Billeter et al.,, 2007; Komnenou, et al, 2007; Heikkila et al., 2010;), alteractes
neuromusculares e artropatias (Lappin & Breitschwedt, 2006; Billeter et al., 2007; Heikkila et
al., 2010), nao foram observados neste animal. Existem ainda outros sinais descritos para a
doengca como febre, anorexia, perda de peso e letargia (Lappin & Breitschwedt, 2006;
Sherding, 2006; Bjoersdorff, Svendenius, Owens, & Massung, 1999), cuja presenc¢a nao foi
possivel aferir por se tratar de animais de uma associacdo, que ndo sdo devidamente
vigiados nem habituados a manipulacao.

Ao contrario do que acontece na maioria dos casos descritos de erliquiose, 0 animal ndo
apresenta anemia nado-regenerativa (Lappin & Breitschwedt, 2006). Pelo contrario,
apresenta uma policittmia moderada que pode ser reflexo da desidratacdo ligeira que o
animal apresentava na altura do exame clinico e colheita da amostra sanguinea. A
linfocitose apresentada, pode estar também relacionada com a infec¢cdo (Lappin &
Breitschwedt, 2006; Sherding, 2006), ou com a presencga de outra condi¢do clinica nédo
diagnosticada.

A infeccdo por Ehrlichia estd por vezes associada a infeccdo por outros agentes
concomitantes que contribuem para o agravamento do quadro clinico do paciente (Lappin &
Breitschwedt, 2006). No caso do animal em questédo, foi descartada serologicamente a
infeccdo por FIV e FeLV e através do uso de PCR a infec¢éo pelos restantes hemoparasitas
incluidos no rastreio do presente trabalho. O animal encontra-se em bom estado,

aparentando estar perfeitamente adaptado a presenca do agente.

3.3. Rickettsia spp.

3.3.1. Prevaléncias obtidas

A infeccdo por Rickettsia spp. em felinos, apesar de descrita, ndo € muito frequente e
normalmente ndo estd associada a presenca de sinais clinicos, mas sim a uma infeccéo
transitoria com um periodo de bacteriémia de curta duragdo (Beugnet & Marie, 2009;
Kamrani et al., 2008).

Existem estudos em que o contacto de felinos com elementos do género Rickettsia foi ja
demonstrado, tendo sido detectada a presenca de anticorpos anti-Rickettsia felis, typhi, e
conorii (Matthewman et al., 1997; Sorvillo, et al., 1993; Breitschwerdt et al., 2005; Case et
al., 2006; Kamrani et al., 2008; Alves et al., 2009; Bayliss, et al., 2009). No entanto, a
amplificacdo de ADN de Rickettsia spp. foi conseguida apenas por Wedincamp & Foll
(2000), através da exposicdo de gatos nunca antes parasitados com pulgas, a estes

vectores infectados por R. felis. Nesse estudo, cinco dos 16 animais apresentaram
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transitoriamente amplificacdo do ADN do agente.

Varios outros estudos tentaram a amplificagdo de ADN de Rickettsia spp., mesmo em
animais que habitavam em ambientes em que 18% a 67,4% das pulgas estavam infectadas
com R. felis (Hawley, Shaw, & Lappin, 2007; Kamrani, Parreira, Greenwood, & Prescott,
2008), no entanto ndo obtiveram qualquer sucesso. Segundo Bayliss et al. (2008), a
difuculdade de amplificacdo de ADN de Rickettsia spp. em felinos, deve-se provavelmente
ao desenvolvimento por parte do hospedeiro de uma resposta imunitaria rapida e eficaz,
capaz de eliminar o agente da circulacdo. Segundo estes autores, esta hipotese € suportada
pelo facto de existirem animais com resultados positivos em serologia, mas cuja
amplificacdo por PCR ndo tem sucesso. Hawley et al. (2007), consideram que a
incapacidade de deteccédo deste agente por PCR pode dever-se ao facto de a quantidade de
agente em circulacdo estar abaixo do limiar de deteccéo da técnica, ou ao facto de de esta
infeccdo ser caracterizada por bacteriémias transitorias, dificultando a probabilidade de
deteccéo.

No real-time PCR efectuado as 50 amostras dos animais em estudo, houve amplificacdo de
oito bandas ténues, cujo peso molecular é compativel com o peso molecular da banda do
controlo positivo, correspondendo provavelmente, a infeccdo pelo agente nestes animais
(Figura 5). Uma vez que se trata de uma infeccdo pouco descrita em felinos, teria sido
interessante explorar um pouco mais os resultados obtidos de forma a conseguir a
confirmacao do diagndstico e eventual determinacéo da espécie de Rickettsia infectante. Tal
poderia ter sido feito enviando a banda formada para sequenciacdo genética ou fazendo
pesquisa do agente utilizando uma técnica mais sensivel como o real-time PCR. Por razdes

econdémicas e logisticas tal ndo foi possivel.

3.3.2. Alteraces clinicas e hematoldgicas

Pelo que a autora conseguiu apurar, ndo foi até agora reportado nenhum caso de doenca
clinica associada a presenca de ADN de Rickettsia spp. em felinos. Num estudo realizado
por Breitschwerdt et al. (2005), em que 93/436 (21%) gatos possuiam anticorpos contra R.
typhi, os achados mais frequentes foram a linfadenopatia, histéria de convulsdes e outras
alteracdes neurologicas.

Em nenhum dos oito animais da AAAAMoita suspeitos de infeccao por Rickettsia spp., foram
detectadas altera¢cdes neuroldgicas, contudo um animal apresentava linfadenomegéalia
generalizada e trés apresentavam pelo menos um grupo de linfonodos (sub-mandibulares,
retrofaringeos ou popliteos) aumentados. No entanto ndo foi possivel estabelecer
associacao estatistica entre a presenca do agente e o aumento dos linfonodos (p> 0,05).
Procurou-se ainda a existéncia de associagdo entre a presenca do agente e 0s sinais
clinicos demonstrados com mais frequéncia pelos animais suspeitos (corrimento ocular,

conjuntivite e corrimento nasal), mas nenhuma associacao foi estatisticamente significativa,
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devendo-se a presenca desses sinais, provavelmente a presenca de outros agentes ou
condi¢des clinicas inerentes a habitacdo em gatil e ndo descartadas neste estudo. Também
as alteracdes do perfil hematoldgico encontradas com mais frequéncia (aumento do HCT e
diminuicdo da concentracdo de hemoglobina corpuscular média - CHCM), ndo foram
relevantes e provavelmente ndo possuem relacdo com a presenca do agente. De referir
ainda que dos oito animais suspeitos, um era portador de FIV e outro de FelLV, mas apenas
o animal FelLV positivo possuia alteracdes clinicas provavelmente relacionadas com o
desenvolvimento de linfoma secundario a infeccao retroviral.

O papel dos mamiferos, que frequentemente séo infectados por C. felis (como gatos, cées,
roedores e ouricos) como reservatdrios do agente e a sua importancia no ciclo de vida e
circulacéo da R. felis permanece ainda desconhecido (Beugnet & Marie, 2009; Breitschwerd
et al., 2005), pelo que sdo necessarios mais estudos para que esse papel seja apurado.

O facto de as pulgas de gato (C. felis) serem importantes hospedeiros e vectores destes
agentes, torna o gato num intermediario importante para que a doenca ocorra em seres
humanos (Azad et al.,, 1997). Os animais incluidos na nossa amostra apesar de fazerem
desparasitacdo externa, ndo cumprem rigorosamente os intervalos de administragédo, além
de que, por dificuldades de maneio, as instalagbes ndo sdo sujeitas a frequentes e
adequados vazios sanitarios, tornando-se um ambiente adequado ao desenvolvimento dos

vectores e transmissado de doencas por eles veiculadas.

3.4. M. haemofelis

3.4.1. Prevaléncias obtidas

A deteccdo de M. haemofelis foi feita através de real-time PCR. Esta técnica, por usar uma
sonda especifica para a espécie que se pretende amplificar, e é altamente especifica na
deteccdo deste agente, (Willi el al. 2007). O real-time PCR tem como vantagens
relativamente ao PCR convencional o facto de possibilitar a diferenciacao inequivoca entre
os trés hemoplasmas felinos conhecidos (Tasker et al., 2003; Willi et al., 2006) e de permitir
fazer a quantificacdo do ADN do hemoplasma, importante na monitorizagdo clinica do
animal afectado (Willi el al. 2007). Estudos realizados com base em PCR convencional
(PCRCc) e real-time PCR, em varias regides dos Estados Unidos mostram que a prevaléncia
de animais infectados difere consoante a regido em que o estudo é realizado, mas também
consoante o grupo alvo do estudo (por exemplo, doentes/ndo doentes; animais
domésticos/de rua). Jensen et al. (2001) formou dois grupos de animais (grupo controlo e
grupo de animais suspeitos) onde pesquisou, através de PCRc, a presenca de
Haemobartonella, actualmente designada de M. haemofelis. Nenhum dos animais do grupo
controlo foi positivo, e em 28% dos animais suspeitos foi confirmada a infecgcdo. Em 2008,

Kamrani et al., utilizando PCRc procuraram a prevaléncia do agente em felinos domésticos e
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felinos de rua, tendo obtido como resultados 0,7% e 46,6%, respectivamente para os dois
grupos. Lappin et al. (2006) procuraram através de PCRc, determinar em animais
domésticos infestados por pulgas levados a consulta, a prevaléncia do agente, tendo obtido
como resultado uma prevaléncia de 7,6%. Luria et al. (2004) mostraram que foi possivel
fazer amplificacdo de ADN do agente em 8,3% dos gatos de rua. Estudos mais recentes,
mas também nos Estados Unidos, utilizando o real-time PCR para amplificacdo do agente,
demonstraram a presenca de 4,8% dos felinos infectados (Sykes et al., 2008).

Na Europa, existem também estudos em que o real-time foi utilizado para amplificagdo do
ADN de M. haemofelis, sendo as prevaléncias obtidas de 1,5% na Suica (Willy el al., 2006),
5.9% em Itdlia (Gentilini et al., 2009) e 1,6% no Reino Unido (Willy et al., 2007a). A
prevaléncia observada no presente estudo (4% com IC 95% = 0,1-13%) é portanto similar a
gue se encontra nos estudos anteiormente descritos na Europa, sendo que as diferencas
encontradas se devem provavelmente as diferentes caracteristicas dos grupos em estudo,
nomeadamente no que respeita ao estilo de vida, area geografica em que se inserem e

contacto com os vectores.

3.4.2. Associacdo com outros agentes

Ambos os animais em que houve amplificagdo de ADN na amostra em estudo, estéo
incluidos no grupo de risco ao desenvolvimento da infec¢cdo, uma vez que sdo do sexo
masculino e a sua proveniéncia, vacina¢cfes e desparasitacdes prévias sao desconhecidas
(Grindem, Corbett & Tomkins, 1990; Jensen et al. 2001; Luria et al., 2004; Harvey, 2006).
Além disso, ambos os animais estdo infectados com FIV, uma associacdo que esta ja
descrita como factor predisponente a infeccao por M. haemofelis (Luria et al., 2004; Harvey,
2006; Macieira et al., 2007; Sykes et al., 2008), e que no presente estudo parece ter
significado estatistico (p= 0,0445). Um dos animais positivos, além de infectado com FIV,
era também seropositivo para FeLV, uma associacdo também descrita na literatura (Luria et
al., 2004; Harvey, 2006; Macieira et al., 2007; Sykes et al., 2008), mas que no presente
estudo ndo teve associagdo estatistica, provavelmente devido ao reduzido tamanho da

amostra e baixo nimero de animais positivos.

3.4.3. Alteracgdes clinicas e hematoldgicas

Segundo a literatura consultada, apesar de a infeccdo por FIV estar associada ao aumento
do risco de infeccdo por M. haemofelis (Luria et al. 2004; Macieira et al., 2007; Sykes et al.,
2008), parece ndo estar associada ao agravamento da anemia e sinais clinicos que este
agente desencadeia (Harvey, 2006). Por sua vez, animais com infecgdo mista por FeLV e M.
haemofelis parecem ter um agravamento da anemia e dos sinais clinicos, quando
comparados com animais afectados apenas por M. haemofelis (Harrus et al.,2002; Harvey,

2006; George et al., 2002). Nenhum dos animais positivos da amostra apresentavam
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alteracBes do perfil sanguineo e os sinais clinicos por eles exibidos (conjuntivite com
corrimento ocular seroso e gengivite ligeira com estomatite grave), ndo se encontram
descritos na literatura como tendo relacdo com a infecgdo por M. haemofelis. O facto de os
animais em questao viverem em ambiente de gatil, onde o maneio diario e clinico ndo é feito
de uma forma ideal, ndo permitiu obter informacao acerca da presenca de sinais clinicos
inespecificos descritos para a doenca, nomeadamente depressao, inapeténcia, anorexia e
perda de peso (Sykes, 2010). Ainda assim, 0 exame clinico permitiu observar que 0s
animais afectados possuiam condi¢do corporal acima da média desejada (ambos obesos),
sem indicio de desidratacdo e em estado de alerta. Segundo Willi et al. (2007a), a auséncia
de sinais clinicos, mesmo na presenca de elevadas cargas sanguineas de M. haemofelis, é
possivel e deve-se a susceptibilidades individuais dos felinos a infeccdo por este
hemoplasma. A infecgdo por M. haemofelis nos animais do presente estudo parece entédo
ser assintomatica, podendo os sinais clinicos apresentados estar relacionados com a
presenca de outros agentes e/ou condi¢Bes clinicas desconhecidas. A auséncia de
quaisquer alteragbes hematologicas nestes animais vem suportar esta teoria de que os
animais se encontram em estado de equilibrio com os agentes com 0s quais estdo

infectados.

3.5. L. infantum

3.5.1. Prevaléncias

A AML, na qual a AAAAMoita est4 inserida, € uma zona endémica de Leishmaniose canina
(LCan) (OnLeish, 2011). Em 2003, um estudo realizado em 374 canideos (277 domésticos e
97 de rua), residentes nas zonas urbanas de Lisboa, mostrou utilizando IFI (1:64), a
presenca de anticorpos em 19,2% dos animais (Cortes, Afonso, Alves-Pires & Campino,
2007), contrastando com a prevaléncia de 5,5% obtida por Abranches et al. (1983) na
década de 1980 utilizando métodos de diagndstico semelhantes (Abranches et al., 1983,
citado por Cortes et al., 2007).

Nos udltimos anos, o aumento do numero de casos reportados de LFel tem levantado
guestdes acerca da importancia dos felinos na epidemiologia da doencga. Ao que parece, 0S
felinos além de hospedeiros acidentais, podem também actuar como hospedeiros
reservatorio em areas endémicas (Martin-Sanchez et al., 2007), e ser fonte de infeccao para
os vectores (Maroli et al., 2007). O facto de as preferéncias de alimentacdo dos fleb6tomos
incluirem, além da espécie canina, a espécie felina (Pennisi, 2002), torna os animais que
residam em zonas endémicas de LVH e LCan, principalmente os que tém acesso ao exterior
ou habitem em gatis abertos, mais expostos a picada do flebétomo, e portanto a possivel
infeccdo por Leishmania (Pennisi, 2002). A AAAAMoita, além de se situar numa éarea

endémica de leishmaniose, localiza-se numa area geografica ideal ao desenvolvimento de
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vectores. Além disso, varios canideos pertencentes a propria associacdo foram ja
diagnosticados com leishmaniose, pelo que faz sentido a pesquisa deste agente nos felinos
da populacdo em estudo.

Estudos epidemiologicos baseados em serologia indicam prevaléncias para este agente de
0,9% (Poli et al., 2002), 16,3% (Vita et al., 2005) e 61-68% (Pennisi et al., 2002) em Itélia e
de 3,9% (Diakou et al., 2009) na Grécia. Em Portugal foram também j& realizados Vvarios
estudos de epidemioldgicos de L. infantum em felinos. Vaz et al. (2005), Faria et al. (2008) e
Duarte et al. (2010) recorreram a testes seroldgicos (IFl) para estudar a frequéncia de
infeccdo em gatos na AML, tendo obtido como resultados prevaléncias de 1,03%, 0% e
0,6%, respectivamente. Cardoso et al. (2010) realizaram também um estudo de
seroprevaléncia no norte de Portugal, tendo obtido uma prevaléncia de 2,8%. Para o
diagnostico de LCan, mesmo durante as fases iniciais da doenga, os testes serologicos sé&o
0s métodos de detecgdo mais indicados, uma vez que nestes animais, a presencga de altos
titulos de anticorpos séo indicativos de infeccdo activa e consequente elevada probabilidade
de transmissao do protozoario ao vector (Quinnell et al., 2003). No entanto, em felinos, isto
parece ndo acontecer, pois a presenca de ADN do protozoario pode nédo estar relacionada
com a quantidade de anticorpos especificos presentes em circulacdo e detectaveis por IFI
(Martin-Sanchez et al., 2007; Simdes-Mattos et al., 2005). Na realidade, os titulos de
anticorpos em felinos afectados parecem ser menores do que em canideos afectados
(Mancianti, 2004). Solano-Gallego et al. (2007), afirmam que a baixa produc&o de anticorpos
nos animais desta espécie, relativamente aos canideos, se deve ao facto de a manifestacéo
clinica mais comum da LFel ser cutdnea e ndo visceral. Mancianti (2004), afirma que
aparentemente os felinos possuem um elevado grau de resisténcia natural a infec¢do por
este protozodrio, que provavelmente ndo esta relacionada apenas com imunidade celular,
mas também com factores genéticos.

Segundo Simdes-Mattos et al. (2005), uma vez que a presenca de anticorpos anti-
Leishmania em felinos infectados é baixa ou inexistente, mesmo em animais com lesfes
cutdneas activas, o diagnéstico desta doenca ndo deve ser baseado em técnicas
serolégicas por si s6, uma vez que podem levar a falhas no diagnéstico etioldgico,
aumentando a probabilidade de transmissdo do parasita ao vector e consequente
disseminacao do agente para outros hospedeiros vertebrados.

Existem no entanto diversos estudos que indicam que as prevaléncias obtidas sao
superiores quando se utiliza serologia relativamente ao PCR efectuado em sangue periférico
(Martin-Sanchez et al., 2007; Cardoso et al., 2010). Idealmente, devem utilizar-se técnicas
moleculares associadas a técnicas serologicas em sangue total periférico (Cardoso et al.,
2010) ou PCR em amostras obtidas por puncdo de lesdes cutdneas, medula 6ssea ou
linfonodos (Boari et al., 2005, citado por Venet, 2007).

No presente trabalho a pesquisa de L. infantum, foi realizada através de real-time PCR em
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sangue total periférico, tendo ocorrido deteccdo do ADN do agente em apenas um animal
testado (2% com 1C95% de 0,1 - 10,5%). Esta prevaléncia é bastante inferior & encontrada
no estudo realizado entre Janeiro de 2007 e Agosto de 2008 por Maia et al. (2010), na
mesma regido (AML) e com o mesmo método de diagnostico, em que no total foi detectado
ADN do parasita em 19,7% dos 142 felinos testados (17/92 entre Outubro e Maio, periodo
de transmissao da Leishmania em Portugal e 11/50 entre Junho e Setembro, periodo de ndo
transmisséo da Leishmania em Portugal). De referir que nesse estudo apenas uma peguena
parte dos animais eram gatos de rua (12/142), sendo que a maioria eram animais que se
apresentavam a consulta em varias clinicas veterinarias da regido, aos quais foi colhido
sangue para despiste de doencas metabolicas, check-up ou analises pré cirurgicas. Nao
seria de esperar que a diferenca entre as prevaléncias fosse tao elevada, uma vez que, a
populacdo do presente estudo, dadas as suas caracteristicas, seria a partida um grupo de
risco superior. No entanto essa diferenca pode dever-se a varios factores. No presente
estudo a colheita de amostras foi realizada em apenas 50 felinos e em apenas dez dias, fora
do periodo de transmissdo de Leishmania, ao contrario do que se passou ho estudo de
Maia, et al. (2010), que foi realizado ao longo de 15 meses em 142 felinos abrangendo o
periodo de transmissdo de Leishmania. Além disso a caracteristica das popula¢cdes em
estudo ndo eram as mesmas. Enquanto a totalidade da amostra em estudo deste trabalho
era constituida por animais errantes que habitavam numa associacao particular de uma
zona especifica da AML (Moita), a maioria dos animais testados por Maia, et al. (2010),
pertenciam a particulares e eram provenientes de varias zonas da AML, nomeadamente
Lisboa, Loures, Sintra e Setubal.

Idealmente, para apurar uma prevaléncia deste agente na populacdo, mais proxima da real,
deveria ter sido utilizado como material biol6gico uma amostra de pele, linfonodos ou
medula éssea, 0 que nao foi efectuado por questdes de bem-estar animal e contengéo de
custos. No entanto, este trabalho mostrou que é essencial a realizacdo de mais estudos
epidemioldgicos que permitam apurar a distribuicdo, prevaléncia e incidéncia da LFel, bem
como saber qual a real importancia dos felinos domésticos no ciclo biolégico da L. infantum.
S6 assim poderdo ser delineadas medidas de controlo da infeccdo em gatos, caes e mesmo

humanos.

3.5.2. Alteragdes clinicas e laboratoriais

Na maioria dos casos descritos, 0s gatos positivos para Leishmania spp., ha auséncia de
infecgBes concomitantes ndo apresentam quaisquer sinais clinicos (Campino, 2002; Maia &
Campino, 2011). Quando presentes, 0s sinais clinicos cutaneos sdo os mais frequentes
(Pennisi, 2002; Poli, et al., 2002; Mancianti, 2004; Gramiccia, 2011), localizando-se
principalmente na zona da cabeca (Hervas, de Lara, Pellicer, & Carrasco, 1999; Pennisi,

2002), tal como exemplificado na Figura 10. O Unico animal da amostra testada que revelou
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presenca de ADN deste protozoario ndo se encontrava infectado por mais nenhum dos
agentes testados, e ndo apresentava qualquer sintomatologia cutédnea, ocular ou sistémica
compativel com a infeccdo por Leishmania (Figura 11). A Unica alteracdo presente no
hemograma (linfocitose ligeira) pode estar relacionada com a presenca de LFel, no entanto,
o facto de néo terem sido descartados outros agentes, ndo permite que tal associacdo seja
estabelecida. O caso deste animal assintomatico levanta a suspeita que possam existir
muitos felinos portadores assintométicos de infecgcdo, mas capazes de transmitirem o

protozodrio aos vectores e de contribuirem assim para a disseminagéo da doenga.

Figura 10 Felino diagnosticado com leishmaniose, manifestando sinais clinicos (fotografia

gentilmente cedida por Dr2 Ana Sanches).

Figura 11 Felino da AAAAMoita em que houve amplificacdo de ADN de L. infantum , ndo
manifestando qualquer sinal clinico (Original).
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3.6. Animais ndo infectados por nenhum dos agentes

Em 56% dos animais incluidos no estudo, ndo foi detectada a presenca de nenhum dos
agentes testados. A escolha de pesquisar a presenca de retrovirus baseou-se no facto de
estes serem virus de distribuicdo mundial, de elevada importancia em medicina felina e que
podem comprometer a accdo de adopcgéo. Por sua vez, a pesquisa de hemoparasitas foi
ponderada por a amostra ser constituida exclusivamente por animais de gatil ndo sujeitos a
programas de desparasitacdo rigorosos, que estdo alojados numa associacdo que alberga
também cerca de 90 canideos (que tal como os felinos, ndo realizam desparasitacéo
externa com a regularidade desejada), alguns deles com histéria de infeccdo por
hemoparasitas (nomeadamente L. infantum).

Por dificuldades de logistica, apenas em alguns casos € realizada quarentena e testagem
para retrovirus aquando da entrada de um novo animal no gatil. Além disso a
desparasitacdo externa e vazios sanitarios regulares ndo sdo efectuados. No entanto, as
instalacbes dos gatis e canis sdo higienizadas diariamente (incluindo superficies,
comedouros, bebedouros e liteiras) e as camas e mantas sdo lavadas a elevadas
temperaturas com frequéncia. Estas medidas parecem ser suficientemente eficazes na
manutencgdo da populacdo do gatil livre de infestagBes por ectoparasitas, uma vez que no
exame fisico realizado, em apenas alguns animais de um dos gatis se encontraram pulgas.
O facto de mais de 50% dos animais testados ndo estarem infectados com nenhum dos
agentes pesquisados, parece portanto dever-se aos cuidados de higiene praticados na
associacao.

4. Consideragdes finais

As limitacdes a realizacdo do presente trabalho prenderam-se principalmente com questdes
econdémicas e de maneio dos animais. O facto de os animais da populacdo pertencerem a
uma associagao particular em que estdo acompanhados apenas parte do dia (cerca de trés
horas) por uma Unica pessoa, ndo permitiu obter uma histéria pregressa e anamnese
adequadas de cada animal, que seria importante relacionar com a presen¢a/auséncia dos
agentes pesquisados. Além disso, o facto de muitos dos animais ndo estarem habituados a
manipulacdo humana n&o permitiu a determinacdo da temperatura rectal e de outros sinais
inespecificos que poderiam ter alguma relevéancia.

Este estudo teve o apoio financeiro da Virbac e do CIISA, sem o qual ndo poderia ter sido
realizado. Contudo, se ndo existissem limitacdes financeiras, teria sido interessante alargar
o estudo a um numero superior de animais ou aprofunda-lo fazendo sequenciacao genética
das bandas obtidas no cPCR de Ehrlichia spp./Anaplasma spp. (com o fim de conhecer qual
0 género e espécie presente) e de Rickettsia spp. (para que a presenca do agente fosse
confrmada e eventualmente identificada a espécie detectada). Apesar das referidas

limitagdes, o presente estudo contribuiu para uma melhoria do conhecimento acerca dos
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agentes que afectam ou podem afectar os felinos, particularmente os felinos da AAAAMoita.
Permitiu ainda, determinar a ocorréncia de associacao estatistica entre a infec¢édo por FIV e
a manifestacdo de estomatite ou de infeccéo por M. haemofelis.

De referir ainda, que independentemente da sensibilidade e especificidade dos métodos de
diagnostico utilizados e dos erros laboratoriais que possam ter ocorrido, existem outros
factores que podem alterar as prevaléncias obtidas. Tanto no caso dos retrovirus como no
caso dos hemoparasitas, o facto de este ser um estudo transversal, de colheita Gnica e com
um periodo de colheita de apenas dez dias, pode falsear os resultados, pois alguns dos
animais negativos podem estar infectados mas encontrar-se num estadio de infeccdo ndo
detectavel pelos métodos de diagnéstico utilizados (quantidade de agente abaixo do limiar
de deteccdo; fase de infeccao latente no caso do FelLV; fases iniciais de infec¢do, ou fases
terminais no caso do FIV). Também o material biol6égico em que é efectuada a pesquisa tem
influéncia. Por exemplo, no caso da Leishmania spp. o sangue ndo é o melhor local de
pesquisa, nho entanto por questbes de bem-estar animal e econdémicas foi o material
biolégico possivel de ser recolhido.

O facto de ndo existirem muitos estudos epidemiolégicos acerca da prevaléncia de
hemoparasitas em felinos, ndo nos permite fazer a comparacdo dos resultados obtidos.
Contudo, o presente trabalho permitiu demonstrar que os felinos podem ser infectados e
actuar como hospedeiros reservatorio silenciosos de hemoparasitas que afectam
frequentemente os canideos. Fica por determinar se as baixas prevaléncias obtidas se
devem ao facto de as prevaléncias serem realmente baixas em Portugal (mais
concretamente na AML), se estdo relacionadas com as boas praticas de maneio aplicadas
(higienizagé&o diaria e lavagem de camas) ou com as limita¢des inerentes ao estudo.

As prevaléncias de FIV e FelLV obtidas, sdo equiparadas as encontradas em outros paises
da Europa e em outros estudos realizados na AML. Na maioria dos felinos positivos nédo foi
detectada sintomatologia exuberante, confirmando que estes, mesmo na presenca de
infeccdo se podem manter clinicamente saudaveis. Assim, a presencga de retrovirus nao
deve ser encarada como sentenca de morte para o animal, mas apenas como um factor que
0s torna mais susceptiveis ao desenvolvimento de outras doengas. Uma vez que neste caso
especifico se trata de animais de uma associacdo, seria interessante implementar na
AAAAMoita algumas medidas com o fim de impedir o aumento da prevaléncia destes e de
outros agentes, tais como: (1) realizar vazios sanitarios frequentes; (2) realizar quarentena a
todos os novos animais que cheguem a associagdo; (3) fazer separacdo de animais
saudaveis e doentes; (4) ponderar a separacdo de animais FIV/FeLV positivos com devida
testagem antes de da integrag&o dos gatis de grupo.

Em ambiente de gatil pode tornar-se complicado, sendo impossivel, manter todos os
animais em perfeito estado higido. Contudo é essencial implementar medidas que permitam

e reducdo de transmisséo de doencas infecciosas importantes em medicina felina (como é o
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caso do FIV, FeLV e M. haemofelis) e de agentes infecciosos com potencial zoonético
(como é o caso da Ehrichia spp., Anaplasma spp., Rickettsia spp., e L.infantum). O objectivo
primordial deve ser o de tornar o acto de adopcao possivel respeitando o conceito de One
Health, de forma a promover o bem estar humano, animal e do ambiente.

Uma vez que ndo se sabe ainda qual o papel dos felinos na epidemiologia de parte das
doencas zoondticas aqui descritas, mais estudos sd0 necessarios para que esse papel
possa ser determinado. SO assim serd possivel desenvolver estratégias eficazes a sua
prevencgao.

De uma forma geral, é importante fazer desde ja a adequada sensibilizacdo dos
profissionais de saude, médicos veterinarios e proprietarios dos animais domésticos acerca
do cardcter zoondtico destes agentes e da importadncia de manter os animais livres de

infestagcBes por ectoparasitas.
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ANEXOS

ANEXO I: Resumo da comunicacdo oral apresentada no V Congresso da Sociedade
Portuguesa de Ciéncias Veterindarias

Ehrlichia spp, Anaplasma spp., Rickettsia spp., Leishmania spp. e Mycoplasma
haemofelis em gatos errantes, Moita, Setubal, Portugal

Martins, T.*, Rodrigues, C. B.%, Duarte, A.*, Alves, A. C.2, Braz, B.S.*, Tavares, L.*

'Centro de Investigacdo Interdisciplinar em Sanidade Animal, Faculdade de Medicina Veterinaria, Universidade
Técnica de Lisboa, Portugal

2 Hospital Veterinario SOS Vet, Cova da Piedade, Almada, Portugal

Os ectoparasitas sdo vectores importantes na transmissdo de variadas doencas que afectam o estado higido dos
felideos. Além da imunossupressao de que sdo causadores, estes agentes sdo também responsaveis pela transmissao
de determinados hemoparasitas como a Ehrlichia spp., Anaplasma spp., Rickettsia spp., Leishmania infantum e
Mycoplasma haemofelis.

Para determinar a frequéncia dos principais hemoparasitas, cinquenta felideos de uma associacao de abrigo animal
particular da freguesia de Alhos Vedros, Portugal, foram avaliados para determinar a frequénicas destes agentes.
Apos exame clinico foi colhido sangue total para diagndstico molecular de Ehrlichia spp., Anaplasma spp. e
Rickettsia spp. por PCR convencional. A deteccdo de cido nucleico de Leishmania e Mycoplasma haemofelis foi
efectuada por real time guantitative PCR.

As frequéncias encontradas foram de 16% (8/50) para Rickettsia spp, 4% (2/50) para Mycoplasma haemofelis, 2%
(1/50) para Leishmania infantum e 2% (1/50) de co-infec¢do com Ehrlichia spp. e Anaplasma spp..

O gato infectado com Leishmania infantum apenas revelou uma ligeira linfocitose, ndo apresentando qualquer tipo
de lesBes cutaneas e oculares, aumento de linfonodos nem outros sinais clinicos actualmente associados a doenca, o
que seria de esperar, devido ao papel destes animais enquanto reservatorios da Leishmania spp.

Corrimento ocular foi o Unico sinal clinico detectado pelo animal infectado com Ehrlichia spp. e/ou Anaplasma
spp. Os restantes sinais descritos na literatura tais como febre, perda de peso, vomitos e letargia ndo foram
facilmente observaveis devido as caracteristicas da populagdo avaliada. A Rickettsia spp. é um agente pouco
pesquisado em felinos e que normalmente ndo esta associado a presenga de sinais clinicos. As principais alteracfes
encontradas nos animais positivos foram a linfadenomegélia (4/8), corrimento ocular (3/8) e conjuntivite (2/8), no
entanto estes sinais podem ndo estar directamente associados ao agente em questéo.

Devido as caracteristicas da populacdo em estudo, e as condi¢cBes de alojamento, o controlo dos vectores
responsaveis pela transmissdo das parasitoses acima descritas foi considerado insatisfatorio, no entanto a sua
prevaléncia ndo se revelou tdo alta como esperado. Considerando a localizagdo geografica deste abrigo, numa zona
com caracteristicas climaticas Unicas e o baixo nimero de animais testados, seria de todo o interesse alargar este
estudo de forma a estimar a prevaléncia real destes agentes e avaliar o impacto destes animais enguanto

reservatorios/transmissores de alguns destes agentes parasitarios.
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ANEXO II: Resumo da comunicacdo oral apresentada no V Congresso da Sociedade
Portuguesa de Ciéncias Veterinarias

Infeccéo viral e informacéo clinica em gatos errantes, Moita, Setubal, Portugal

Rodrigues, C. B.!, Martins, T.", Duarte, A.", Alves, A. C.%, Braz, B.S.", Tavares, L.*

! Centro de Investigacdo Interdisciplinar em Sanidade Animal, Faculdade de Medicina Veterinaria, Universidade Técnica de
Lisboa, portugal

?Hospital veterinario SOS Vet, Cova da Piedade, Almada, Portugal

Este trabalho teve por objectivo determinar a frequéncia dos principais virus felinos e o seu
papel no aparecimento de sintomatologia clinica concomitante. O grupo de estudo incluiu
cinquenta gatos de uma associagao particular situada na freguesia de Alhos Vedros (Setubal,
Portugal). Ap6s exame clinico e hemograma, os materiais biolégicos recolhidos incluiram
sangue total para deteccao de anticorpos contra o Virus da Imunodeficiéncia Felina (FIV) e de
antigénio do Virus da Leucémia Felina (FeLV) (Speed Duo FelLV/FIV, Virbac, Portugal),
zaragatoa oral para deteccédo de acido nucleico do Herpesvirus Felino (FHV) e do Calicivirus
Felino (FCV) e uma zaragatoa rectal para detecgdo de acido nucleico do Parvovirus Felino
(FPV) e do Coronavirus Felino (FCoV).

Em relagdo ao FIV e FelLV, 22% (11/50) eram positivos para FIV, 10% (5/50) para FeLV.
Relativamente ao FHV e ao FCV detectou-se 62% (31/50) e 26% (13/50) de positividade,
respectivamente. Nenhum animal excretava FPV, mas 30% (15/50) da amostra foi positiva ao
FCoV. Dos sinais clinicos relacionados com FIV, a estomatite foi o mais frequente, em 7/11
animais, seguida de gengivite moderada a grave e linfadenopatia (3/11). Nenhum dos animais
apresentava anemia nem leucopénia, mas um animal revelou leucocitose moderada. Dos
cinco animais infectados com FeLV, apenas dois exibiam linfonodos aumentados. Confirmou-
se a presenca de Ulceras linguais e gengivite moderada a grave em 6/13 dos gatos infectados
com FCV e estomatite em 9 animais. Conjuntivite (h=1), Corrimento ocular (n=3) e corrimento
nasal (n=1) foram sinais clinicos raramente observados nos animais com FCV. Ao exame
clinico, dos 31 animais positivos a FHV, 9 apresentavam corrimento ocular, 2 conjuntivite e 6
tinham corrimento nasal. As Ulceras linguais foram observadas em 4 animais, 10 tinham
estomatite e 8 apresentavam gengivite moderada a grave. Em relacdo ao FCoV, apenas um
animal estava desidratado e nenhum apresentava dispneia, alteracdes oculares, cutaneas nem
neuroldgicas.

A estomatite foi o sinal clinico mais observado, tanto nos animais infectados com os agentes
em questdo como nos ndo infectados. Verificou-se ainda que a presenca de FIV ou FelV,
como agentes infecciosos agressivos e indutores de imunodeficiéncia grave, aumentou a
manifestacao de estomatite. Em relacdo aos dados de frequéncia viral, devido ao tamanho da
amostra, ser necessaria uma analise mais extensa para formular uma correcta avaliacdo da

prevaléncia destes agentes infecciosos em populagfes errantes felinas.
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ANEXO llI: Resumo do painel subemtido ao V Congresso da Sociedade Portuguesa de
Ciéncias Veterinéarias

Deteccdo de leveduras na cavidade oral de gatos errantes, Setubal, Portugal

Rodrigues C.', Martins T*., Martins M.%, Duarte A.%, Braz, B.S.%, Alves, A.C.%, Tavares L.?

! Mestrado Integrado em Medicina Veterinaria, Faculdade de Medicina Veterinaria, Universidade Técnica de Lisboa, Portugal

% Laboratério Nacional de Investigagdo Veterinaria, Portugal

3Centro de Investigacao Interdisciplinar em Sanidade Animal, Faculdade de Medicina Veterinaria, Universidade Técnica de Lisboa,
Portugal

*Hospital Veterinario SOS Vet, Cova da Piedade, Aimada, Portugal

Este trabalho teve por objectivo analisar a microbiota micologica da boca dos felideos
domésticos e avaliar a sua relacdo com a sintomatologia clinica manifestada ao nivel da
cavidade oral e a infeccdo com o Virus da Imunodeficiéncia Felina (FIV) e com o Virus da
Leucémia Felina (FeLV), ambos capazes de induzir imunodeficiéncia. O grupo de estudo
incluiu cinquenta gatos de uma associacdo particular situada na freguesia de Alhos Vedros
(Setubal, Portugal). Ap6s exame clinico, os materiais biol6gicos recolhidos incluiram sangue
total para deteccéo de anticorpos contra o FIV e de antigénio de FeLV (Speed Duo FeLV/FIV,
Virbac, Portugal) e uma zaragatoa oral para cultura micolégica em meio Sabouraud dextrose
agar. As coldnias obtidas neste meio foram observadas ao microscopio éptico, apos coloragéo
com azul de algodéo, para diferenciagdo entre bactérias e leveduras, tendo as placas com
leveduras sido repicadas para uma nova placa em meio de corn meal agar, para realizacdo de
provas de filamentagdo. As culturas de leveduras foram identificadas quanto ao género e
espécie, utilizando o API 32C® (bioMérieux).

Em cinco animais foi detectada a presenca de Candida spp. na cavidade oral, dos quais dois
estavam infectados com FIV e um com FeLV. As espécies identificadas foram C. silvicola
(n=3), C. valida (n=1) e C. parapsilosis (n=1).

Clinicamente, os animais nos quais foram detectadas leveduras, apresentavam gengivite
ligeira (n=5), estomatite (n=2) e Ulceras linguais (n=1). O animal que apresentava 0s trés sinais
clinicos estava infectado com FIV, e o animal positivo a FelLV exibia gengivite ligeira e
estomatite.

Dada a reduzida dimensdo da amostra em estudo, ndo foi possivel obter uma correlacéo
significativa entre a infeccdo por retrovirus e a presenca ou auséncia de sinais clinicos, no
entanto 60% (3/5) dos animais nos quais foram detectadas leveduras, encontravam-se
infectados com FIV ou FeLV. Considerando que a informac&o sobre a microbiota micoldgica
da cavidade oral dos felinos é escassa, a detec¢do de leveduras, em particular do género
Candida, contribui por um lado para um melhor conhecimento nesta area, mas também para a
compreensdo do papel potencial do FIV e FeLV enquanto virus imunosupressores capazes de

interferir na modulacdo da microbiota comensal destes animais.
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‘ A Deteccdo de leveduras na cavidade oral de gatos errantes
Moita, Setubal, Portugal

Rodrigues C.!, Martins T1., Martins M.2, Duarte A.3, Braz, B.S.3, Alves, A.C.%, Tavares L.3

IMestrado Integrado em Medicina Veterinaria, FMV-UTL
2Laboratério Nacional de Investigagdo Veterinaria, Portugal
3 Centro de Investigag@o Interdisciplinar em Sanidade Animal, Faculdade de Medicina Veterinaria, Universidade Técnica de Lisboa, Portugal
4Hospital Veterinario SOSVet, Cova da Piedade, Almada, Portugal

OBJECTIVOS

Analisar a microbiota micoldgica presente na boca dos felideos domésticos e avaliar a sua relagdo com a sintomatologia clinica
manifestada ao nivel da cavidade oral, e a infec¢do com o Virus da Imunodeficiéncia Felina (FIV) e com o Virus da Leucemia Felina
(FelV), ambos capazes de induzir imunodeficiéncia.

MATERIAL E METODOS

Populagdo em estudo: 50 gatos de uma associagdo particular situada na freguesia de Alhos Vedros, Setubal, Portugal.

Apds exame clinico, foram colhidos 2mL de sangue total periférico para detecgdo de anticorpos contra o FIV e de antigénio de FelV
(Speed Duo FelV/FIV, Virbac, Portugal), e uma zaragatoa oral para cultura micoldgica em meio Sabouraud dextrose agar.

Apds 48 horas de incubagdo, as coldnias obtidas foram coradas com azul de algoddo e observadas ao microscépio 6ptico para
permitir a diferenciacdo entre bactérias e leveduras.

As colodnias puras de leveduras foram identificadas quanto ao género e espécie, utilizando o API ID 32C® (bioMérieux), e repicadas
para uma nova placa em meio de corn meal agar, para realizagdo de provas de filamentagdo.

RESULTADOS

Foi detectada a presen¢a de Candida spp. na
cavidade oral de cinco animais, dos quais dois
estavam infectados com FIV e um com FelV.

As espécies identificadas foram C. silvicola (n=3),
C. valida (n=1) e C. parapsilosis (n=1).

Coloracdo azul de algoddo. || . valida. Prova de filamentacio com coloragdo azul de algoddo
Clinicamente, os animais nos quais foram Givalida (100x). (a- ampliagdo 100x; b - ampliagdo de 200x).

detectadas leveduras, apresentavam gengivite
ligeira (n=5), estomatite (n=2) e ulceras linguais
(n=1).

O animal que apresentava os trés sinais clinicos
estava infectado com FIV, e o animal positivo a
FelV exibia gengivite ligeira e estomatite.

C.  parapsilosis.  Prova  de
C. silvicola. Prova de filamentagéo com coloragdo azul de | | filamentagdo com coloragdo azul
algodao (a - ampliagdo 100x; b - ampliagdo 200x). de algoddo (ampliagdo 200x).

Discussio/Conctusko - T

Devido a reduzida dimensdo da amostra em estudo, ndo foi possivel obter uma correlagdo significativa entre a infec¢do por
retrovirus e a presenga ou auséncia de sinais clinicos, embora 4/5 animais nos quais foram detectadas leveduras, encontrava-se
infectado com FIV ou com FelV.

Considerando que a informagdo sobre a microbiota micoldgica da cavidade oral dos felinos é escassa, a detecgdo de leveduras, em
particular do género Candida, contribui um melhor conhecimento nesta area, mas também para a compreensdo do papel potencial
do FIV e FelV enquanto virus imunosupressores capazes de interferir na modulagdo da microbiota comensal destes animais.

Professor Doutor Fernando Bernardo (FMV-UTL)
Doutora Anabela Langa (FMV-UTL)

ClISA, FMV/UTL

NIV

VIRBAC, Portugal

AAAAMoita

SOSVet

ANEXO V: Inquérito relativo a historia pregressa dos animais em estudo

Namero
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Nome
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Idade ~ Sim
Depresséo _
Sexo Nao
Raca Muito activo
- Sim Actividade Pouco activo
Esterilizacdo
Nao Fragueza
Dificuldades Sim
respiratorias Nao
Mantém
Apanhado na rua Peso Perdeu
Origem Oferecido a AAAAmoita Ganhou
Nasceu na AAAAmoita Quais
. Exclusivamente casa Doencas Ha quanto
Ambiente . diagnosticadas
_ Exclusivamente rua tempo
(se oferecido) :
Misto Tratamentos
o caes actuais
Convivio
. gatos Humida
anterior —
. exoticos Seca
(se oferecido) _ Alimentac&o
néo sabe Mista
<2h Caseira
Tempo de
C L 2-6h Sim
convivio diéario Anorexia
. 6-8h Nao
com o animal
>8h Dificuldades na Sim
Interna preenséo de
] Nao
. Externa alimentos
Desparasitagéo — :
Produto Dificuldades na Sim
Ultima desparasitacio ingestao de dgua Nao
Sim ] Sim
Salivacao
Qual? N&o
Vacinagéo :
N&o ) Sim
_ Halitose _
Ultima vaccinagéo N&o
Normais
Fezes Pastosas
Diarreia




ANEXO VI: Exame de estado geral efectuado a cada animal

<2seg.
TRC
>2seq.
Rosadas
Palidas
Mucosas —
Ciandticas
Ictéricas
Ulceras Quantas
orais Dimensao
o Sim
Gengivite
Nao
] Sim
Tartaro
Nao
Alteragdes
oculares
Corrimento Sim
ocular Nao
Corrimento Sim
nasal Nao
_ Sim
Otite
Nao

Numero
Nome
Idade
Sexo
Raca
Boa
Condicao fisica Magro
Obeso
Brilhante
Estado do pélo
Baco
_ Ok
Hidratacéo :
Desidratado
Sim
ArranhGes/mordeduras _
N&o
Normais
Linfonodos Aumentados
Quais?
Normal
Taquicardia
Auscultacao cardiaca Arritmia
Sopro
Abafamento
Normal
Taquipneia
Auscultagcdo pulmonar
Fervores
Sibilos
. _ Normal
Palpacédo abdominal
Dolorosa
Alteracdes de N&o
locomocéo Quais?
Sim
Fragueza muscular
N&ao

Temperatura rectal
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ANEXO VII: Tabela de classificacdo de gengivite por graus. Adaptado de Gorrel (2004).

Grau de _ _
o Descrigao clinica
gengivite
0 Gengiva saudavel
Gengivite ligeira: bordo gengival ligeiramente
! vermelho e inchado; sem sangramento
Gengivite Moderada: bordo gengival vermelho
2 e inchado; sangra a manipulacao
Gengivite grave: bordo gengival muito
3 inchado e vermelho; hemorragia espontanea
e/ou ulceracdo da gengiva
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