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Resumo

A doenca do trato respiratdrio superior (DTRS), apesar de muito comum em gatos,
é, frequentemente, subvalorizada. Os sinais clinicos apresentados com mais frequéncia séo
espirros, tosse, secrecdo ocular e/ou nasal e conjuntivite. A conjuntivite felina apresenta,
maioritariamente, uma natureza infeciosa, tendo como principais responsaveis o
Herpesvirus felino-1, Chlamydophila felis e, possivelmente, Mycoplasma felis. Por vezes, o
diagnostico pode tornar-se desafiante, quer pela natureza dos agentes, quer pelos sinais
clinicos inespecificos.

O objetivo primario do presente trabalho foi realizar o diagndstico da infe¢cdo por
estes agentes, através da citologia conjuntival e da Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR), em gatos com sinais clinicos de DTRS e/ou de conjuntivite. Foram, ainda, objetivos
do presente estudo avaliar a concordancia entre os resultados do diagndstico molecular e
citologico e caracterizar a populacdo em funcdo dos agentes causadores de infecao.

Para tal, numa populacdo de 29 gatos com sinais clinicos de DTRS e/ou
conjuntivite, foram realizadas duas recolhas de amostras conjuntivais, uma com zaragatoas
e outra com escova de citologia, para o diagndstico molecular e citolégico, respetivamente.
As citologias foram coradas pelo método de May Grunwald-Giemsa. Para cada amostra,
procedeu-se a duas PCR convencionais, para amplificagdo do DNA de FHV-1 e M.felis e
uma PCR em tempo real, para detecdo de DNA de C.felis. Foram, também, recolhidos
dados clinicos e epidemiolégicos dos animais em estudo, aguando das recolhas das
amostras.

Ao diagnéstico molecular, foi obtida uma frequéncia de infecdo de 58,6% para FHV-
1 e de 31,0% para C.felis. N&o foi identificado nenhum gato com infecdo por M.felis. No
diagndstico citologico conjuntival, apenas seis animais foram diagnosticados com C.felis,
nao tendo sido feita nenhuma observacao suspeita de infecdo para os restantes agentes.

Os resultados evidenciaram uma elevada frequéncia de infe¢édo por FHV-1 e C.felis.
A PCR mostrou ser um meio de diagndstico mais eficaz para a detecdo dos agentes em
estudo, quando comparada com a citologia conjuntival. O presente estudo deixa em aberto a
davida sobre o papel de M.felis enquanto agente etiolégico primario, quer em conjuntivites,
quer na DTRS.

Palavras-chave: Doenca do trato respiratério superior, Conjuntivite, Herpesvirus felino-1,
Chlamydophila felis, Mycoplasma felis, citologia conjuntival, Diagndstico molecular.



Abstract

The upper respiratory tract disease (URTD) is very usual in cats, but quite often
underestimated. Main clinical signs are sneezes, cough, ocular and/or nasal secretions and
conjunctivitis. Feline conjunctivitis has, mostly, an infectious nature with feline-1 herpesvirus,
Chlamydophila felis, and, possibly, Mycoplasma felis as the main causative agents.
Diagnosis can, sometimes, become challenging, both by the nature of the agents and the
nonspecific clinical signs.

The primary objective of this study was to diagnose these agents through
conjunctival cytology and Polymerase Chain Reaction (PCR), in cats with clinical signs of
URTD and/or conjunctivitis. The secondary objective of this study was to evaluate the
concordance of molecular and cytological results and to characterize the population
according to the causative agents of infection.

For this purpose, in a population of 29 cats with clinical signs of URTD and/or
conjunctivitis, two conjunctival samples were taken, one with a swab, for PCR and another
with a cytology brush, for cytological evaluation. Cytologies were stained with May Grunwald-
Giemsa. Two conventional PCRs, for FHV-1 and M.felis, and a real-time PCR for C. felis,
were performed for each sample. Clinical and epidemiological data were also collected from
the animals, when samples were taken.

By PCR, an infection frequency of 58.6% was obtained for FHV-1 and 31.0% for C.
felis. M.felis DNA was not detected in all animals. In the conjunctival cytologic diagnosis, only
six animals were positive to C. felis, and no signs suggestive of infection were observed for
the remaining agents.

The results evidenced a high frequency of infection by FHV-1 and C.felis. PCR has
shown to be a more effective as a diagnostic tool for detecting the studied agents, compared
to conjunctival cytology. This study also reinforces the doubt about the possibility of M.felis
playing a primary role in both conjunctivitis and URTD.

With this study, the role of M.felis as a primary etiologic agent for both conjunctivitis
and URTD remains to be clarified.

Key words: Upper respiratory tract disease, Conjunctivitis, Feline Herpesvirus-1,
Chlamydophila felis, Mycoplasma felis, Conjunctival cytology, Polymerase Chain Reaction.



Lista de abreviaturas, siglas e simbolos

® — Marca registada

% — Percentagem

uL — Microlitro

pum — Micrémetro

CE - Corpo elementar

Cl — Corpo inicial

cPLI — Imunorreactividade a lipase pancreatica canina, do inglés “canine Pancreatic
Lipase Immunoreactivity”

DNA — Acido desoxirribonucleico, do inglés “Deoxyribonucleic Acid”

DTRS - Doenca do Trato Respiratério Superior

ELISA — Ensaio imunoenzimatico, do inglés “Enzyme-Linked Imunossorbent Assay”

FCV — Calicivirus felino, do inglés “Feline Calicivirus”

fGUSB — Gene beta-glucoronidase felino, do inglés “feline beta-glucoronidase”

FHV-1 — Herpesvirus felino tipo 1, do inglés “Feline Herpesvirus type 1”

FIV — Virus da imunodeficiéncia felina, do inglés “Feline Immunodeficiency Virus*

FelLV — Virus da leucemia felina, do inglés “Feline Leucemia Virus”

g — Aceleracao gravitacional (unidade de forca centrifuga relativa)

h — Hora

HV FMV-ULHT - Hospital Veterinario da Faculdade de Medicina Veterinaria da
Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias

HVL — Hospital Veterinario de Leiria

IFN- a — Interfer&o alfa

IFN- w — Interferdo omega

LACH — Laboratério de Analises Clinicas de Histopatologia

m/V — Massa por volume (concentracdo massica)

mg/Kg — Miligrama por kilograma

min. — Minuto

mL — Mililitro

mM — Milimolar

MU/Kg — Milhdes de unidades por kilograma

°C — Grau Celsius

pb — Pares de bases

PCR - Reacdo em cadeia da polimerase, do inglés “Polymerase Chain Reaction”

QUOD - Em dias alternados, do latim “quaque altera die”



RT- PCR — Transcricdo Reversa- Reacdo em Cadeia da Polimerase, do inglés, “Reverse
Transcription- Polymerase Chain Reaction”

pH — Potencial de hidrogénio

RNA — Acido ribonucleico, do inglés “Ribonucleic Acid”

SC - Subcutaneo

seg. — Segundo

SID — Toma Unica diaria, do latim “semel in die”

spp. — Espécies

UV — Ultravioleta
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. Relatério de estagio

O presente relatorio consiste numa descri¢cao sucinta do estagio curricular realizado
pela autora.

O estégio foi realizado em dois locais distintos, no Hospital Veterinario de Leiria
(HVL), entre 1 de setembro de 2017 e 31 de dezembro de 2017, e no Laboratério de
Andlises Clinicas e Histopatologia (LACH) da Faculdade de Medicina Veterinaria da
Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias (FMV-ULHT), entre 4 de janeiro de
2018 e 30 de junho de 2018.

A descricdo das atividades desenvolvidas no HVL, a seguir apresentadas,
subdivide-se nas seguintes categorias:
1 — Internamento; 2 — Cirurgia; 3 — Imagiologia; 4 — Consultas; 5 — Atividades

laboratoriais; 6 — Tratamentos e seguimento de casos.

1 - Internamento

As principais causas de internamento em cdes foram: recobro e acompanhamento,
problemas gastrintestinais e fraturas. Nos gatos, a principal causa de internamento, foi
doenca renal. Complicacdes derivadas da infecdo pelos virus da Imunodeficiéncia Felina
(FIV, do inglés “Feline Immunodeficiency Virus®) e virus da Leucemia Felina (FeLV, do inglés
“Feline Leucemia Virus”), foram, também, causas relevantes de internamento de gatos.

Nesta area foi possivel desenvolver conhecimentos e competéncias a varios niveis,
nomeadamente, administracdo de farmacos (conhecer diferentes farmacos, vias de
administracao e célculo de doses), escolha e colocacdo de cateteres endovenosos, tipos e
taxas de fluidoterapia, monitorizagcdo dos animais (frequéncias respiratéria e cardiaca,
temperatura, pressao arterial, hidratacdo, débito urinario, monitorizacdo da miccdo e
defecacgédo, entre outras) e cuidados diarios (diferentes tipos de alimentagéo, passeios e

higienizagéo).

2 — Cirurgia

As cirurgias realizadas com maior frequéncia foram ovariohisterectomias e
orquiectomias, tanto em gatos, como em cées. Destartarizacbes, enterectomias para
remocdo de corpo estranho, cirurgias ortopédicas, cistotomias e exérese de
neoplasias/nédulos foram, também, exemplos da variedade de cirurgias que a autora teve a
possibilidade de acompanhar e auxiliar, durante o periodo de estagio no HVL.

No ambito da cirurgia, foi possivel, ndo s6 ver e discutir protocolos cirargicos, como

adquirir conhecimento e pratica na preparacao pré-cirurgica (tanto da sala, como do animal),
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na area da anestesia (agentes anestésicos e monitorizacdo anestésica, quer pré, intra e/ou

pés-cirdrgica) e maneio da dor.

3 - Imagiologia

Neste campo foi possivel cimentar conhecimentos sobre radiologia e ecografia,
nomeadamente a familiarizacdo com os aparelhos e programas informéticos necessérios, a
pertinéncia da sua utilizacdo, a visualizacdol/interpretacao de resultados e a realizacao de
medicdes.

Desta forma, foi possivel aprender a distinguir imagens normais, de imagens
indicadoras de possiveis complicagbes, como fraturas, massas intratoracicas e intra-
abdominais, problemas do foro gastrintestinal, edemas pulmonares, cardiomegalias,
acumulac6es de liquidos, infe¢Bes respiratdrias, entre outros. Estes meios de diagndstico,
foram, muitas vezes, suporte para reavaliagdes, possibilitando compara¢cdes com imagens

anteriores, dando oportunidade de inferir sobre a evolugéo do animal.

4 — Consultas

As consultas assistidas com maior frequéncia, tinham como finalidade a realizagéo
do protocolo de vacinagé@o e/ou desparasitacdo (quer interna, quer externa). A autora teve,
também, a possibilidade de participar em consultas de ortopedia, dermatologia,
gastrenterologia, neurologia, nefrologia/urologia, cardiologia, oncologia, pneumologia,
oftalmologia, endocrinologia e reproducgéo. Por fim, foi também possivel assistir a diversas
consultas de reavaliagao.

As consultas representam uma parte significativa da atividade médica veterinaria,
na area dos pequenos animais e, por essa razao, a oportunidade de assistir a tantas e tdo
diversas consultas, possibilitou aprendizagens ndo s6 em termos médicos como, também,

ao nivel da comunicagdo com os tutores.

5 - Atividades laboratoriais

Durante o periodo de estagio foi possivel aprofundar conhecimentos, ndo s6 na
execucdo como na interpretacdo de diversas andlises, nomeadamente, hemograma,
andlises bioquimicas, uriandlise, exame coprolégico, diversos tipos de citologias e testes

rapidos de diagndstico (por exemplo, FIV/FelLV, parvovirose e cPLI).
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6 — Seguimento de casos e tratamentos

Por fim, foi, também, possivel adquirir conhecimento e pratica em diferentes tipos e
protocolos de tratamentos, como a remoc¢ao de pontos/agrafos, colheita de sangue, técnicas
de contencao, diferentes tipos de pensos, entre outros.

Foi, também, possivel assistir a sessfes de quimioterapia, o que permitiu ter

contacto com os diferentes protocolos utilizados.

O estagio no LACH, teve como principal objetivo a realizacdo do projeto de
investigacdo conducente a presente dissertacdo de mestrado. Aqui, a autora teve a
oportunidade de desenvolver conhecimentos e competéncias nas éareas da biologia
molecular, citologia e de andlises clinicas. Além das técnicas realizadas pela autora e
descritas ao longo da dissertagéo, esta teve, ainda, a oportunidade de observar de perto
outros projetos de investigacdo e de perceber o dia-a-dia num laboratorio de analises
clinicas.

Este estagio, representou um desafio distinto do experienciado no HVL; porém, teve
um resultado muito satisfatério, pois trouxe diversas valéncias, quer a nivel profissional, quer

a nivel pessoal.
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Diagnostico molecular e citolégico de Herpesvirus Felino tipo 1,
Chlamydophila felis e Mycoplasma felis, em animais com

conjutivite associada a Doenca do Trato Respiratorio Superior

1. Introducéao

1.1. Doenga do Trato Respiratorio Superior (DTRS)

A Doenca do Trato Respiratério Superior (DTRS) é frequente na populacao felina,
particularmente em abrigos e em ambientes com elevado nivel de stress (Lee-Fowler, 2014;
Litster et al., 2015; Wagner et al., 2018). Fatores como a reducdo de probabilidade de
adocao, a sua alta morbilidade e o custo dos cuidados veterinarios, fazem da DTRS uma
das principais causas de eutanasia em abrigos (Bannasch & Foley, 2005; Edwards et al.,
2008; Dinnage et al., 2009).

Os sinais clinicos mais frequentes séo espirros, tosse, secre¢éo ocular e/ou nasal e
conjuntivite (Helps et al., 2005; Dinnage et al., 2009).

Virus como o Calicivirus Felino e o Herpervirus Felino sdo apontados como o0s
principais responsaveis por esta doenca, assim como Chlamydophila felis, Bordetella
bronchiseptica e, possivelmente, Mycoplasma spp. (Bannasch & Foley, 2005; Helps et al.,
2005; Johnson et al., 2005; Lee-Fowler, 2014).

Num estudo realizado na Australia, numa populagéo de 249 gatos com DTRS, 41%
tinham idades inferiores a um ano. Nesse mesmo estudo, ndo foi detetada nenhuma
evidéncia de predisposi¢cdo de sexo, porém, 69% dos animais eram inteiros (Nguyen et al.,
2018).

1.2. A Conjuntiva

A conjuntiva constitui a membrana mucosa mais exposta de todo o corpo (Maggs,
2008). Esta representa uma parte muito importante do olho, tanto pela sua fung¢éo, como por
estar muitas vezes afetada nas lesGes oculares; porém, é frequente ndo lhe ser prestada a
devida atencéo (Turner, 2010a).

A conjuntiva é uma fina mucosa que recobre a por¢do exposta da esclera e as
palpebras. Do ponto de vista anatomico, divide-se em trés seccdes, que se continuam entre

si: a conjuntiva palpebral, que recobre as palpebras, a conjuntiva bulbar, que recobre o
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globo ocular, e a conjuntiva nictitante, que recobre a terceira palpebra (figura 1) (Martin,
2010; Turner, 2010a).

Figura 1 — A conjuntiva. 1 — conjuntiva palpebral; 2 — férnix conjuntival; 3 — conjuntiva da
membrana nictitante anterior; 4 — conjuntiva da membrana nictitante posterior; 5 — conjuntiva bulbar
(adaptado de Maggs, 2008).

A conjuntiva é composta por substancia propria e por um epitélio estratificado
escamoso, ndo queratinizado. No epitélio externo contém células caliciformes, responsaveis
pela producgdo da por¢cdo mucoide da pelicula lacrimal; na camada intermédia contém tecido
linfoide; na camada mais profunda contém tecido conjuntivo, vasos sanguineos
(especialmente na conjuntiva bulbar) e nervos (que derivam de ramos do nervo trigémio).
Existe, também, pigmento em quantidade variavel. A conjuntiva tem como funcdes
proporcionar uma barreira contra 0s microorganismos e corpos estranhos, aumentar a

motilidade palpebral e evitar a desecacéo corneal (Maggs, 2008; Turner, 2010a).

1.3. Conjuntivite

A conjuntivite, ou inflamacdo da conjuntiva, € a doenca ocular diagnosticada com
maior frequéncia na prética clinica (Turner, 2010b).

As trés reaccgdes conjuntivais mais frequentes séo a secrec¢do ocular, a hiperemia e
a quemose. Os animais nem sempre apresentam dor. A formacgéo de foliculos linfoides é
comum em muitos casos de conjuntivite crénica, ndo sendo, porém, patognomonico de
nenhuma etiologia em particular, pois qualquer conjuntivite cronica pode dar lugar a
formacao de foliculos (Barnett, 2006; Maggs, 2008; Turner, 2010b).
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Como a apresentacdo é semelhante independentemente da etiologia, é sempre
necessario questionar o tutor acerca da evolucdo da doenca, o estado de vacinacdo e o
historial clinico. Devem eliminar-se causas infeciosas antes de considerar outras causas
(como alergia, neoplasias ou alteracGes da pelicula lacrimal), pois estas representam a
etiologia mais frequente de conjuntivite felina (Martin, 2010; Turner, 2010b).

Normalmente, o quadro comeca de forma aguda, apresentando hiperemia e
secrecdo, que inicialmente € serosa; porém, em poucos dias torna-se mucopurulenta,
podendo ser unilateral ou bilateral (Turner, 2010b).

Embora a hiperemia conjuntival, a quemose e a epifora com secre¢do serosa ou
mucopurulenta, sejam sinais base de conjuntivite, nenhum deles é patognomonico de
nenhuma das etiologias (Maggs, 2008; Martin, 2010; Turner, 2010b).

1.3.1. Hiperemia

A hiperemia ocorre, por norma, como resultado de uma libertacdo local de
mediadores inflamatérios; porém, pode, também, ser consequéncia de uma falha na
drenagem venosa, secundaria a compressao por massas, quer orbitais, quer cervicais (mais
raras por compressao da veia jugular) (Maggs, 2008). A sua gravidade é variavel, sendo

importante a sua distingdo de congestao escleral ou episcleral (Martin, 2010; Turner, 2010b).

1.3.2. Quemose

A gquemose é mais evidente nos casos de conjuntivite aguda, em que a tumefacao
ou o0 edema conjuntival podem ser mais relevantes, ou em caso de trauma. A disposicao
pouco coesa das células no estroma conjuntival permite a rapida e abundante formacéo de
edema. Geralmente, a conjuntiva bulbar esta envolvida e pode apresentar uma tumefacéo
tdo exuberante que pode impedir a vascularizagéo do globo ocular. Em algumas ocasides, a

gquemose pode ser acompanhada por hiperemia (Barnett, 2006; Turner, 2010a).

1.3.3. Secrecao ocular

Esta manifestacdo pode ser mucosa, purulenta, mucopurulenta ou serosa e €,
muitas vezes, o primeiro sinal de conjuntivite a aparecer (Turner, 2010Db).

Em casos de conjuntivite viral, esta secrecdo pode ser minima ou até mesmo
ausente (Martin, 2010).
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1.3.4. Diagnésticos diferenciais

A conjuntivite pode ter diversas etiologias. De seguida, sdo apresentadas algumas

das mais comuns (Maggs, 2008; Turner, 2010a):

e Herpesvirus felino tipo 1 (FHV-1, do inglés, “Feline Herpesvirus type 1), a
causa infeciosa mais frequente de doencgas oculares felinas,

¢ Chlamydophila felis, causa muito frequente de conjuntivite aguda e cronica,

e Mycoplasma felis,

e Infecgdo por calicivirus (raramente produz sintomas unicamente oculares),

¢ Conjuntivite bacteriana (raramente € primaria em gatos),

e Conjuntivite alérgica,

e Corpo estranho,

¢ Queratoconjuntivite seca,

¢ Queratoconjuntivite eosinofilica,

e Neoplasia (ex: linfoma),

e Secundaria a outra doenga ocular: entrépio, uveite, glaucoma, etc.

Ainda que menos comum que as etiologias infeciosas, a conjuntivite alérgica pode
dever-se a reagfes de hipersensibilidade a tratamentos topicos, como a clorotetraciclina,
sendo esta uma causa frequente. Assim, se existem antecedentes de conjuntivite, que
inicialmente respondeu a este farmaco mas que, passado algum tempo o animal
desenvolveu hiperemia conjuntival acentuada, com possivel envolvimento palpebral e
prurido ocular, a existéncia de um componente alérgico deve ser ponderada. Por vezes, a
cura pode passar pela interrupcdo de todas as medicacfes tdpicas durante varios dias
(Turner, 2010a).

Quando nao se observam sinais de envolvimento sistémico, deve realizar-se uma
exploracdo oftalmolégica cuidadosa, de modo a descartar queratoconjuntivite seca, assim
como causas de conjuntivite secundaria, como entrdépio ou corpos estranhos conjuntivais
(Turner, 2010a).

As infecBes bacterianas primarias sao raras em gatos, embora possam existir

infec6es secundarias (Turner, 2010a).

1.4. Exames complementares de diagnostico

1.4.1. Citologia conjuntival
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A citologia conjuntival constitui uma técnica néo invasiva, pouco dispendiosa, de
facil execucao, que possibilita a obtencgéo rapida de resultados, permitindo ndo sé a detecao
de alguns agentes etiolégicos, como a caracterizacdo do tipo e fase do processo
inflamatério presente. Esta deve ser realizada sempre que € observada conjuntivite, antes
de se realizarem outro tipo de procedimentos, de custo mais elevado e mais invasivos, ou
até antes de se iniciar antibioterapia (Raskin, 2006; Ollivier et al., 2007; Turner, 2010b).

Embora util, este método de diagndstico apresenta alguns inconvenientes, como o
facto de depender da experiéncia do citologista para avaliar os resultados e do Médico
Veterinario que faz a recolha, uma vez que uma amostra com pouca celularidade pode néo
ser representativa e dar lugar a resultados inconclusivos (Prasse & Young, 2010).

Este método de diagndéstico apresenta menor especificidade e sensibilidade do que
a Reacédo em Cadeia da Polimerase (PCR). A extrusdo de material nuclear e a presenca de
granulos de melanina levam, com frequéncia, a resultados falso positivos, aquando da
procura de corpos de inclusdo (Sykes, 2004; Gruffydd-Jones et al., 2009).

Deste modo, a citologia conjuntival pode, por vezes, ndo ser suficiente, por si s,
para chegar a um diagnéstico definitivo (Prasse & Young, 2010).

14.1.1. Métodos de colheita

Existem diversos métodos de colheita, sendo 0s mais comuns as zaragatoas, as

escovas de citologia, as espatulas de Kimura e a parte romba de um bisturi (Dewhurst et al.,
2012).

As zaragatoas sao pouco dispendiosas e sdo o método que acarreta um menor
risco de trauma no momento da colheita, ndo necessitando de anestesia topica. Embora
esta técnica preserve a integridade celular e apresente uma boa distribuicdo das células, por
norma, apresenta uma fraca celularidade total, 0 que pode revelar-se insuficiente para o
diagndstico (Dewhurst et al., 2012; Featherstone & Heinrich, 2013).

A espatula de Kimura e a parte romba do bisturi permite a recolha de uma boa
guantidade de células, porém fraca distribuicdo e integridade celular, aparecendo estas
agrupadas e, por vezes, com extrusao do contetdo celular (Willis et al., 1997). O seu uso
tem, também, associado um aumento do risco de traumas (Bauer et al., 1996).

A escova de citologia representa, atualmente, o melhor método de recolha para
citologias conjuntivais, uma vez que apresenta um baixo perigo iatrogénico, é pouco
dispendiosa e de facil utilizacdo. Apresenta bons resultados tanto a nivel da quantidade de
células recolhidas, da sua integridade e distribuicdo ao longo da lamina (menor

sobreposicdo celular, o que facilita a identificacdo de corpos de inclusdo). A escova de
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citologia permite, também, a obtencéo de células de camadas mais profundas, relativamente
a zaragatoa (Bauer et al.,1996; Willis et al., 1997).

14.1.2. Coloragdes
Apds a elaboracdo do esfregaco, este deve ser corado com Giemsa, May-
Grunwald Giemsa, Diff-Quick, Romanowsky ou Papanicolau, para posterior pesquisa de
corpos de inclusdo (Ramsey, 2000; Gould, 2001; Volopich et al., 2005; Gruffydd-Jones et al.,
2009).

14.1.3. Citologia conjuntival normal

Na citologia conjuntival normal, observam-se camadas de células epiteliais
(colunares e escamosas) e, ocasionalmente, a presenca de bactérias (Lavach et al., 1977,
Turner, 2010). E, também, comum o aparecimento de corddes amorfos basofilicos, que
correspondem a muco (Raskin, 2016).

As células epiteliais normais podem ter distintas apresentacdes consoante a sua
origem e profundidade. As células do epitélio conjuntival palpebral apresentam um nudcleo
homogéneo, redondo e grande, e citoplasma abundante; as células das camadas mais
profundas (imaturas, na camada basal) apresentam-se com uma morfologia que diverge
entre o redondo e o cilindrico, passando a poliédricas, na camada intermédia e, por fim,
apresentando-se achatadas, na camada superficial, exposta. E, também, comum, em todo o
epitélio conjuntival palpebral, a existéncia de células globosas, de aparéncia distendida,
nucleo excéntrico (por vezes deslocado e comprimido), com citoplasma que pode conter
granulos vermelho-azulados e/ou vacuolos claros (Lavach et al., 1977; Bolzan et al., 2005;
Raskin, 2016). Por outro lado, o epitélio conjuntival bulbar ndo apresenta células globosas;
trata-se de um epitélio escamoso estratificado e, por essa razao, € comum que as células
escamosas estejam em maior quantidade do que as células colunares. E, também,
frequente a presenca de granulos de melanina, finos, de cor verde-escura, tanto
extracelulares como intracelulares (Bolzan et al., 2005; Venancio et al., 2012; Young, 2014).
Importa, ainda, referir que a regido do férnix € composta por um epitélio cuboidal
estratificado contendo células globosas. E comum a presenca de algumas células linfoides
nesta regido, pois a sua lamina propria contém tecido linfoide (Streeten & Streeten, 1985;
Jégou & Liotet, 1991; Bolzan et al., 2005).

Observam-se, frequentemente, basofilos e eosindéfilos, sendo a observacédo de

neutrofilos, mondcitos, linfécitos e células plasmaticas pouco comum (Lavach et al., 1977,
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Murph, 1988; Jégou & Liotet, 1991; Willis et al., 1997; Brandao et al., 2002; Bolzan et al.,
2005; Honsho et al., 2012).

14.1.4. Achados citolégicos na infecao por Chlamydophila felis

A citologia conjuntival representa um dos métodos de diagnéstico de Chlamydophila
felis, através da visualizacdo de inclus@es caracteristicas (Hillstrom et al., 2012).

Podem ser identificados corpos de inclusdo intraplasmocitarios basofilicos dentro
das células epiteliais, arredondadas, com didmetro minimo de 3 um, por norma adjacentes
ao nucleo (figura 2). Estas inclusdes podem ter distintas apresentacdes, variando entre uma
apresentacdo finamente granular a granular, porém mais grosseira, interpretada como um
aglomerado de corpos elementares, assemelhando-se ao corpo reticulado. Estes corpos
podem ser visualizados entre os sete e os 14 dias apos a infecao (Ramsey, 2000; Rand,
2006; Hillstrom et al., 2012). Ap6s este periodo, o numero de corpos de inclusédo tende a
diminuir, o que torna mais provavel a existéncia de resultados falso negativos (Nasisse et
al., 1993; Ramsey, 2000).

Inicialmente é comum existir uma predominancia de neutrdfilos; porém, a partir dos
14-21 dias apoOs a infecdo, também & comum a existéncia de macrofagos e linfocitos
(Hoover et al., 1978; Ramsey, 2000; Sykes, 2005). Hillstrom et al. (2012), descreveram
inflamacdo moderada a grave em animais com infegdo por C.felis. Neste estudo, 37,5%
apresentaram inflamagéo neutrofilica, 37,5% inflamacé&o linfocitica e 25% apresentavam
uma inflamag&@o mista. Noutro estudo, foi descrito que a auséncia de inflamagéo torna a
infecdo por C.felis improvavel (von Bomhard et al., 2003).

A citologia conjuntival ndo representa o método de diagnostico mais fiavel para
C.felis, pois as inclusdes s6 sdo visiveis no inicio da infecdo, podendo, inclusivé, nunca
serem observadas. Ao ja descrito, acresce, ainda, o facto de as inclusbes poderem ser
confundidas com granulos de melanina, bactérias, inclusdes induzidas por alguns
medicamentos, ou até pela extrusdo de conteddo nuclear, aquando da recolha/distribuicdo
de células na lamina. Assim, de modo a evitar resultados falso positivos, a citologia sé deve
ser considerada positiva quando é possivel visualizar um elevado nimero de incluses
tipicas (Lavach et al., 1977; Streeten et al., 1985; Willis et al., 1997; Von Bomhard et al.,
2003; Hillstrom et al., 2012).
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Figura 2 — Inclus®es sugestivas de infecdo por Chlamydophila
felis (Hillstrom et al., 2012)

1.4.15. Achados citolégicos na infecao por Mycoplasma felis

A citologia conjuntival € um método de diagndstico muito pouco fidedigno para a
infecdo por M.felis, pois origina muitos resultados falso negativos (Hillstrom et al., 2012). Tal
como no diagnostico de C.felis, a observacdo das laminas deve ser realizada de forma
cuidadosa, de modo a ndo confundir artefactos com inclusdes, evitando, assim, a obtencdo
de resultados falso positivos (Hillstrom et al., 2012).

A observacdo microscopica, M. felis tem a aparéncia de cocos ou cocobacilos
agrupados, na periferia das células (figura 3). Comparativamente aos corpos de inclusdo de
C.felis, sdo menos basofilicos e menos granulares. A inflamacdo é, com frequéncia,
caracterizada como neutrofilica e varia de moderada a grave. Linfocitos e eosindfilos séo

incomuns neste tipo de infegc&o (Hillstrom et al., 2012).
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Figura 3 — Inclusdes compativeis com o diagnéstico de Mycoplasma felis (Hillstrom et al.,
2012).

14.1.6. Achados citoldégicos na infecao por Herpesvirus Felino tipo-1

Neste tipo de infecbes podem visualizar-se inclusdes virais intranucleares,
utilizando a coloragdo de May-Grunwald Giemsa (também conhecida como Pappenheim)
(figura 4). Contudo, a visualizacdo destas inclusbes é muito pouco comum, tornando a
citologia um método de diagnéstico inadequado para infecées por FHV-1 (Volopich et al.,
2005; Hillstrom et al., 2012).

Figura 4 — Exemplo de inclusdes intranucleares suspeitas de FHV-1 (Volopich et al., 2005).
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1.4.2. Reacdo em Cadeia da Polimerase

A reacdo de PCR, consiste na amplificacdo exponencial de fragmentos especificos
de DNA, permitindo a sua detecdo, mesmo quando presente em pequena quantidade. Esta
técnica apresenta uma elevada especificidade e sensibilidade (Dewhurst et al., 2012).

A alta sensibilidade e especificidade da PCR, faz com que esta seja, actualmente,
considerada a técnica de elei¢cdo para detecdo de FHV-1, C.felis e M. felis (McDonald et al.,
1998; Sykes et al., 1999b; Ramsey, 2000; Sjodahl-Essén et al., 2008; Gould, 2011; Lee-
Fowler, 2014).

Esta técnica é mais rapida e menos dispendiosa comparativamente ao Ensaio de
Imunoabsor¢do Enzimatica (ELISA, do inglés “Enzyme-Linked Imunossorbent Assay”) e a
imunofluorescéncia (Burgesser et al., 1999; Rampazzo et al., 2003; Sykes, 2005; Lee-
Fowler, 2014). Tem, também, como vantagens nao necessitar que o agente infeccioso se
encontre viavel e a detecdo de pequenas quantidades de DNA (Mcdonald et al., 1998;
Sykes et al., 1999a).

Outra vantagem desta técnica prende-se com o facto de permitir a colheita da
amostra apés o uso de fluoresceina, pois esta ndo influencia a sensibilidade do teste. O
teste de fluoresceina é, frequentemente, utilizado no exame oftalmoldgico, pois permite a
visualizacdo de Ulceras da coérnea (Segarra et al., 2011).

No caso de doencas infeciosas, existe um risco aumentado de contaminagfes e de
resultados falso positivos, uma vez que, devido a elevada sensibilidade deste teste,
segmentos muito pequenos de DNA, clinicamente insignificantes, sdo amplificados
exponencialmente. Isso pode levar a problemas na interpretacdo dos resultados do teste
para algumas doencas, em particular na infecdo por FHV-1. Esta contaminagdo pode
ocorrer tanto antes da submissdo da amostra como apOs a apresentacdo ao laboratério
(Sykes, 2005; Dewhurst et al., 2012).

1.5. Infecdo por Chlamydophila felis

1.5.1. Etiologia e epidemiologia

Chlamydophila felis é uma bactéria Gram-negativa intracelular obrigatoria,
pertencente & ordem Chlamydiales e a familia Chlamydeaceae, que apresenta distribuicao
ubiqua, ndo tendo preferéncias geogréaficas, ambientais nem regionais (Everett et al., 1999;
Sykes et al., 1999b; Azuma et al., 2006; Gruffydd-Jones et al., 2009).

Chlamydophila felis é causa frequente de conjuntivite felina, onde o envolvimento
corneal € muito raro. Tanto gatos jovens (geralmente com mais de quatro semanas de
idade) como adultos podem ser afetados, podendo a conjuntivite ser aguda ou cronica, uni
ou bilateral (Turner, 2010b).
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Os animais infetados por C.felis tém, por norma, idades inferiores a cinco anos,
sendo o intervalo de idades em que a infecdo aparece com mais frequéncia entre os dois e
0S nove meses. Embora até aos dois meses 0s animais se encontrem protegidos pelos
anticorpos maternais, encontra-se também descrito que é comum a infeccdo a partir das
cinco semanas (Wills, 1986; Wills et al., 1988; Sykes et al.,, 1999a; Ramsey, 2000; von
Bomhard et al., 2003; Sykes, 2005).

As infe¢Bes neonatais sao raras, 0 que, em conjunto com a presenga pouco comum
de sinais respiratorios e corneais, diferencia este quadro do da infe¢do por FHV-1. Quando
ndo é tratada, a infecdo pode prolongar-se durante semanas ou meses observando-se,
nalguns animais, a conjuntiva hiperémica com secregéo ocular persistente e espessamento
cronico. A combinacéo entre infe¢fes repetidas, a imunidade de curta duracao e o estado do
portador (com o0 agente remanescente no trato gastrintestinal), explicam a natureza
recorrente da conjuntivite em alguns gatos. Em casas nas quais convivam varios gatos ou
em gatis, aconselha-se, antes de vacinar, que se realize a identificacdo por PCR dos
portadores e que estes sejam isolados (Turner, 2010b). Gatos que coabitam com outros
gatos, sao infetados com maior frequéncia (Hanselaer et al., 1989).

Esta infecdo € mais comum em ambientes com muitos gatos, particularmente em
gatis e criadores, o que faz com que a infegdo seja mais provavel em gatos de raca (Wills et
al., 1987). Porém, tem sido documentada uma alta prevaléncia em animais de rua,
principalmente em animais que apresentam conjuntivite (Halanova et al., 2011; Wu et al.,
2013).

No Japdo, num estudo seroepidemiolégico foi demonstrado que C.felis é
extensamente difundido entre gatos, apresentando taxas de prevaléncia de anticorpos de
50% para gatos de rua e de 20% para gatos domésticos. No mesmo estudo, foi, ainda,
descrita a presenca de anticorpos em 1,7% da popula¢cdo humana estudada e em 8,8% dos
veterinarios em clinicas japonesas de pequenos animais (Yan et al., 2000). Outros estudos
serolégicos mostraram que, pelo menos, 10% de animais indoor, ndo vacinados,
apresentam anticorpos para C. felis (Lang, 1992; Gunn-Moore et al., 1995).

Em diversos estudos epidemioldgicos foram descritas, em animais que
apresentavam conjuntivite, prevaléncias deste agente patogénico entre 3,12% e 30%
(Shewen et al., 1980; Wills et al., 1988; Hanselaer et al., 1989; Gruffydd-Jones et al., 1995;
Iwamoto et al., 2001; Rampazzo et al., 2003; Low et al., 2007; Baumworcel et al., 2017;
Fernandez et al., 2017), sendo particularmente comum nos que apresentavam conjuntivites
crénicas (Wills et al., 1988; Fernandez et al., 2017). Estes estudos recorrem a diferentes
técnicas complementares de diagnostico, pelo que os resultados obtidos devem ser

analisados cautelosamente.
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Em estudos realizados através da técnica de PCR, 12-20 % dos gatos com sinais
de doenca ocular ou do trato respiratério superior foram positivos para C.felis. Em gatos sem
sinais clinicos, a prevaléncia da mesma foi inferior a 2% (Di Francesco et al., 2004).
Segundo diversos autores, que utilizaram mesma técnica, a prevaléncia de C.felis em gatos
assintomaticos situa-se nos 5%, 0 que é considerado um valor baixo (Sykes et al., 1999a;
Rampazzo et al., 2003; Von Bomhard et al., 2003; Di Francesco et al., 2004).

Foi, também, estudada a prevaléncia deste agente em varios Paises. Todos estes
estudos foram realizados através de zaragatoas oculares e utilizaram a técnica da PCR. Os
resultados foram os seguintes: 14,3% na Austrélia, em gatos com sinais de DTRS (Sykes et
al., 1999a); 17,7% no Reino Unido, em gatos com sinais oculares (McDonald et al., 1998);
20% em lItélia, em gatos com conjuntivite (Rampazzo et al., 2003) e 11,5% na Suiga, em
gatos com sinais oculares (Von Bomhard et al., 2003).

N&o existe qualquer evidéncia de predisposicdo quer racial, quer de sexo para
C.felis (Sykes, 2005).

Embora isolado com pouca frequéncia em gatos clinicamente saudaveis, considera-

se que C.felis faz parte da flora comensal da conjuntiva em gatos (Ramsey, 2000).

1.5.2. Patogenia

Como C.felis ndo se consegue replicar e sobreviver de forma auténoma fora do
hospedeiro, a sua transmissédo requer um contacto proximo entre animais, sendo que as
secrecdes oculares constituem a principal forma de infegcdo (Ramsey, 2000; Gruffydd-Jones
et al., 2009).

Uma vez que esta infecdo raramente causa sinais adjacentes ao trato respiratorio
superior, e dado o pequeno volume corrente de secrecbes em gatos, 0 aerossol tem pouco
significado enquanto via direta de transmissdo. Porém, a possivel existéncia de fomites deve
ser tida em consideragédo como um potencial meio de transmissao (Ramsey, 2000).

O ciclo de vida de C. felis possui fases intracelulares e extracelulares e tem inicio
com o corpo elementar (CE), que é considerado a forma extracelular infeciosa. Este mede
entre 0,2 a 0,4 um de didmetro e tem a capacidade de sobreviver no ambiente, a
temperatura ambiente, durante um periodo de até uma semana (Greene, 1998). O CE entra
na célula hospedeira por endocitose, formando um fagossoma. O corpo elementar dentro do
fagossoma perde a parede celular e cresce de forma rapida, formando um corpo inicial que
apresenta um diametro de 0,5 a 1,5 pm. O corpo inicial (Cl) é uma forma reprodutiva e ndo é
infeciosa. O CI multiplica-se dentro do fagossoma, através de fissdo binéria, seguida por um

periodo de rapido crescimento, formando, por fim, uma estrutura grande chamada corpo
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reticulado. O corpo reticulado ndo € mais do que uma populagédo grande e metabolicamente
ativa que se encontra ligada a membrana de corpos iniciais que se estdo a diferenciar e a
amadurecer de forma a originar corpos elementares infeciosos. O corpo reticulado continua
a aumentar até que a membrana se rompa, libertando, assim, 0s hovos corpos elementares
livres, capazes de infetar novas células. Este ciclo tem uma duracéo entre 40 a 48 horas,
sendo que os corpos elementares podem ser facilmente inativados, utilizando detergentes e
solventes lipidicos (Ramsey, 2000; Sykes, 2005).

A excrecdo pela conjuntiva termina, geralmente, cerca de 60 dias apés a infecao;
porém, podem desenvolver-se infe¢cdes persistentes (O’Dair et al.,1994). Apesar de a
excrecdo terminar, € possivel isolar C.felis em gatos ndo tratados, até 215 dias apos a
infecéo (Wills, 1986).

C. felis tem como alvo as mucosas, nomeadamente as células epiteliais da
conjuntiva e apresenta um periodo de incubacéo de dois a cinco dias. Inicialmente, tem uma
apresentacdo unilateral, porém os sinais clinicos rapidamente atingem ambos os olhos
(Sykes, 2005; Gruffydd-Jones et al., 2009). A infecdo tende a seguir um curso crénico e
insidioso, resultando, frequentemente, em estados assintomaticos (Sykes, 2005).

A excrecdo retal e vaginal prolongada por parte de gatos com conjuntivite por
C.felis, sugere que os tratos gastrintestinais e reprodutivos podem ser locais de infecéo
persistente (Wills, 1986). Estudos mostraram possivel isolar C.felis através dos pulmdes,
baco, figado, rins e peritoneu; porém, ainda ndo se encontra clarificado o significado destas
infecbes (Baker, 1944; Dickie & Sniff, 1980; Hoover, 1980; Masubuchi et al., 2002).

1.5.3. Manifestacoes clinicas

A infecao por C.felis tem um periodo de incubacdo de trés a 14 dias (Ramsey,
2000), sendo caracterizada por uma conjuntivite intensa, de apresentacdo unilateral. As
manifestacdes no outro olho s6 aparecem cinco a 21 dias mais tarde. A gravidade da
inflamacédo pode variar entre os dois olhos e, ainda, ser acompanhada por alguns sinais de
infecdo do trato respiratério superior, tais como espirros, tosse e secre¢do nasal (Hoover et
al., 1978; Wills & Gaskell, 1985; Gaillard et al., 1984; Whitley et al., 1993; O’Dair et al., 1994;
Ramsey, 2000). A infecdo por C.felis ndo deve ser tida como primeiro diagnostico diferencial
em gatos que ndo apresentam conjuntivite (Sykes et al., 1999b).

C.felis é, também, responsavel por pneumonias em gatos (Cai et al., 2002). Animais
gue apresentam conjuntivite causada por esta infecdo raramente apresentam sinais do trato
respiratorio superior; nestes casos, a probabilidade de o agente etiol6gico ser FHV-1 é 2,2
vezes superior (Wills et al., 1984; Sykes et al., 1999b; Gruffydd-Jones et al., 2009).
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Blefarospasmo, corrimento ocular seroso (que tende a tornar-se mucopurulento ou
mucoide), quemose acentuada, hiperemia e desconforto ocular sdo as manifestacbes
oculares mais comuns em infe¢cdes por C.felis (Hoover et al., 1978; Wills & Gaskell, 1985;
Ramsey, 2000; Gruffydd-Jones et al., 2009).

Pensa-se que a infecdo por C.felis possa estar associada a problemas a nivel
reprodutor (abortos, mortalidade neonatal e infertilidade); porém, esta ligacdo ainda ndo se
encontra comprovada (Pointon et al., 1991; Sykes et al., 1999b).

Embora a maior parte dos animais infetados permaneca bem, alguns podem
apresentar episodios de pirexia transitéria, perda de peso e inapeténcia (Gruffydd-Jones et
al., 2009).

Os sinais clinicos tendem a desaparecer apos algumas semanas; porém, o animal
pode apresentar uma conjuntivite moderada durante meses. Embora possa existir
corrimento nasal em animais infetados por C.felis, quando este ndo € acompanhado por
qualquer tipo de sinal a nivel ocular, torna-se pouco provavel que o agente etiolégico seja
C.felis (Sykes et al., 1999a).

Quando se trata de uma infecéo ligeira, esta tende a regredir de forma espontanea
entre duas a seis semanas, em gatos jovens, € em menos de duas semanas em gatos de

maior idade (Petersen, 1988).

1.5.4. Diagnéstico
Existem diferentes métodos de diagndstico para C.felis: i) PCR, que deteta o DNA

do agente em estudo; ii) citologia conjuntival, que deteta as inclusdes causadas pelo agente;
iil) isolamento do agente, por cultura celular; iv) Ensaio de Imunoabsor¢cdo Enzimatica
(ELISA, do inglés “Enzyme-Linked Imunossorbent Assay”), que pesquisa de anticorpos ou
antigénio e v) imunofluorescéncia indireta, que deteta anticorpos. A detecédo de anticorpos
por ELISA ou imunofluorescéncia, apenas pode ser realizada em animais ndo vacinados,
pois estas técnicas nao permitem diferenciar a origem dos anticorpos (Sykes, 2005).

A cultura celular mostra-se ineficiente para diagndsticos de rotina, por ser morosa e
apresentar baixa sensibilidade, comparativamente a outras técnicas, como a PCR. Outra
desvantagem desta técnica, prende-se com o facto de o microorganismo ter de estar viavel,
infecioso e capaz de proliferar. Além do anteriormente referido, a contamina¢cdo com fungos
ou bactérias, como por exemplo Mycoplasma felis, pode comprometer o crescimento das
culturas e, consequentemente, o resultado do teste (McDonald et al., 1998; Sibitz et al.,

2011). A recolha das amostras deve fazer-se no inicio do exame oftalmoldgico, antes da
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aplicacdo de anestésicos. Esta técnica permite a realizacdo do antibiograma, util na escolha
do antibiotico a usar.

Outro método de diagnéstico é a PCR, tanto na sua vertente convencional como em
tempo real. Ambas constituem um método pratico e eficiente, pois detetam o DNA do
microrganismo em questdo. A PCR em tempo real é mais sensivel do que a PCR
convencional e permite, além da detecdo, a quantificacdo de DNA de microrganismos
(Everett et al., 1999). Este diagnostico € possivel através da detecdo dos genes ompA,
omp2, MOMP (genes que codificam proteinas de membrana) e dos genes que codificam as
subunidades 16S e 23S do RNA (&cido ribonucleico, do inglés “Ribonucleic Acid”)
ribossomico (Sachse et al.,, 2009). N&o existe diferenca significativa na detecdo de C.felis
consoante o local da recolha, mas sim na quantidade de amostra recolhida (Schulz et al.,
2015).

Em gatos com conjuntivite cronica, a probabilidade de o animal apresentar um
resultado positivo para C. felis é baixa, tanto por PCR, como por citologia ou por
imunofluorescéncia (Nasisse et al., 1993).

Além de isolado a partir de amostras provenientes da conjuntiva ou do trato
respiratorio superior, este agente foi, também, isolado a partir de amostras provenientes do
estdbmago, figado, bago, pulméo e rins de gatos infetados experiencialmente (Gaillard et al.,
1984; Masubuchi et al., 2002).

15.5. Prevencao
O contacto com outros animais infetados deve ser evitado, devendo ser mantidas as

medidas de higiene de rotina, de modo a minimizar a possibilidade de infecdo por féomites,
evitando infe¢cfes cruzadas (Ramsey, 2000).

A vacinacéo contra a C. felis ndo faz parte do grupo das vacinas core. Esta deve
ser ponderada no caso de gatos que convivem com outros gatos e/ou quando existe um
historial de surto de Clamidiose no local onde estes residem, especialmente em gatos
pertencentes a associagfes ou a criadores. Animais imunocomprometidos e animais com
sinais clinicos, apenas devem ser vacinados com vacinas inativadas e em caso de
necessidade extrema. O programa de vacinacdo deve ser iniciado entre as oito e as dez
semanas de idade e deve existir um refor¢o trés a quatro semanas mais tarde. Dai em
diante, o refor¢o devera ser administrado anualmente (Gruffydd-Jones et al., 2009).

De referir que a vacinacao confere uma redugdo da gravidade dos sinais clinicos,
mas ndo impede a infe¢do, nem o surgimento de quaisquer sinais clinicos (Wills et al., 1987,
Sykes, 2005).
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1.5.6. Tratamento

O tratamento desta infecdo passa pelo uso de antibidticos. A sua utilizagdo
sistémica revelou-se mais eficaz do que a sua aplicacdo local, sendo que os mais indicados
séo as tetraciclinas (Sparkes, et al., 1999; Déan et al., 2005).

A doxiciclina é o tratamento de primeira escolha (Owen et al.,, 2003). Esta
recomendada a sua administracdo por via oral, de 12 em 12 horas, 5mg/kg, durante trés
semanas (Sykes et al., 1999b); porém, esta pode, também, ser administrada apenas uma
vez ao dia, por via oral, numa dose de 10mg/Kg, durante quatro semanas. Se 0s sinais
clinicos se mantiverem € recomendado continuar o tratamento por mais duas semanas
(Déan et al., 2005). Quando administradas em gatos jovens, as tetraciclinas podem ter
efeitos adversos, sendo estes mais frequentes aquando da utilizagcdo de oxitetraciclinas,
comparativamente a doxiciclina. A utilizagdo de fluoroquinolonas ou uma associagdo de
acido clavulanico e amoxicilina, durante quatro semanas, pode representar uma escolha
mais segura para gatos muito jovens (Sturgess et al., 2001; Gerhardt et al., 2006; Hartmann
et al., 2008). Com vista a minimizar o risco de esofagite, deve ser administrado um bolus de
agua, com o auxilio de uma seringa, ap0s a administragdo do comprimido.

Como terapéutica tépica, é utilizado o colirio de clortetraciclina, quatro vezes por
dia, durante varias semanas, tendo atencdo, pois estdo descritos varios episodios de
hipersensibilidade a este farmaco. Outro medicamento topico indicado neste caso é o 4cido
fusidico; porém, ndo em doses terapéuticas. Este pode ser administrado em conjunto com a
medicacdo oral ou quando se suspeita de uma infecdo bacteriana secundaria. O uso de
agentes anti-inflamatorios tépicos encontra-se contraindicado. Também a oxitetraciclina e a
combinacdo de amoxicilina com acido clavulanico, sao escolhas validas no que diz respeito
a antibioterapia sistémica (Turner, 2010b).

Alguns autores sugerem, também, a combinacao entre a terapéutica sistémica com
pomadas topicas de tetraciclina, com aplicacdo a cada 6/8 horas (Gaskell & Bennett, 1996).

A duracao do tratamento pode variar de animal para animal, sendo que em animais
jovens pode ter uma duragdo entre seis a oito semanas. Independentemente da duragdo do
tratamento, aconselha-se a continuacdo da terapéutica durante duas semanas, apos o

desaparecimento dos sinais clinicos (Gruffydd-Jones et al., 1995).

1.5.7. Potencial zoondtico

Embora a infecdo raramente seja detetada em humanos, existem alguns casos

documentados que mostram o potencial zoonético de C. felis. Estes relatam que a infecéao
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pode envolver ndo s6 o olho, mas também o coracéo, rins e o trato respiratorio (Yan et al.,
2000; Hartley et al., 2001; Azuma et al., 2006; Sibitz et al., 2011).

1.6. Infecdo por Herpesvirus Felino tipo 1

1.6.1. Etiologia e epidemiologia

O Herpesvirus felino tipo 1 € um membro da subfamilia Alphaherpesvirinae. Os
virus desta subfamilia caracterizam-se por serem virus de DNA em cadeia dupla, com um
curto ciclo de replicacdo, tendéncia para induzir a lise celular, rapida disseminagao “célula-a-
célula” e pela sua persisténcia nos ganglios sensitivos do hospedeiro. Clinicamente, estes
tendem a causar uma reagéo litica aguda seguida de periodos de laténcia e, posteriormente,
recidivas intermitentes (Gould, 2011).

Estudos seroldgicos mostraram que o FHV-1 se encontra disperso por todo o
Mundo, sem distribuicdo geografica especifica, com taxas de exposi¢cdo de animais ao virus
de até 97% (Maggs, et al., 1999b). Esta infecdo é caracterizada por baixa mortalidade, mas
elevada morbilidade (Stiles, 2003).

Apbs a exposicdo ao agente, mais de 80% dos gatos ficam permanentemente
infetados, tornando-se portadores e, de entre esses, 45% irdo excretar o virus, aquando da
reativagdo da infecdo latente. Esta reativacdo pode dar-se espontaneamente ou em
consequéncia de situacdes de stress, como a presenca de novos gatos no seu territério,
trabalhos de construcdo em casa, outras doencas, anestesias, imunossupressao, parto e
lactacdo, administracao de farmacos como corticoides ou, até mesmo, o stress associado ao
tratamento, pelo que é importante encontrar um equilibrio entre o tratamento ideal da
doenca, o temperamento do gato e a gravidade dos sintomas. A reativacdo do virus latente
pode ter como consequéncia uma conjuntivite crénica ou outras sequelas, por vezes de
maior gravidade, como a ulceragdo corneal, a queratite estromal, o simbléfaro, a
gueratoconjuntivite seca, a formagdo de sequestros e a epifora cronica (devida a oclusédo
dos pontos lacrimais) (Gaskell & Povey, 1977; Stiles, 2003; Turner, 2010b).

Gatos com infegdo primaria e/ou doenca do trato respiratorio superior, tém maior
carga viral nas secre¢des e, por essa razdo, tém maior probabilidade de transmitir a doenca
(Stiles, 2003). Notar, também, que a probabilidade de o virus ser transmitido aumenta em
casos de superlotacdo, como por exemplo em abrigos e gatis (Stiles, 2003).

O FHV-1 é transmitido a gatos que se encontram suscetiveis, através de contacto
proximo e da transmissdo de fluidos corporais, nomeadamente secrecfes oculares e

respiratorias, por meio de espirros, fémites e condicdes de higiene inadequadas (Stiles,
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2000; Stiles, 2003). E importante que tudo o0 que contacta com animais doentes seja
desinfetado, de modo a que nao existam fomites (Stiles, 2003).

Gatos recém-nascidos, sdo mais suscetiveis a infecdo priméaria, em particular aos
dois meses de idade, quando os anticorpos maternais diminuem (Stiles, 2003; Gould, 2011).

O periodo de incubacao varia entre dois a dez dias, podendo variar em funcéo da
gquantidade de virus presente e da sua patogenicidade. A fase aguda da doenca tem uma
duracéo de aproximadamente duas semanas (Turner, 2010b).

Os locais onde primariamente se desencadeia a replicacdo viral, sdo os tecidos
epiteliais, incluindo a conjuntiva, amigdalas e o epitélio da cérnea, nasal e faringeo. Apés
invadir as células, o virus replica-se, levando a rutura da célula, causando um efeito
citopatico, que origina erosdo das camadas epiteliais superficiais e uma resposta
inflamatoéria, por vezes agravada pela invasao de bactérias (Gaskell & Povey, 1979; Nasisse
et al., 1989b; Stiles, 2003).

Os alfa-herpesvirus desenvolvem laténcia neuronal, laténcia essa que representa
uma fase quiescente, ndo replicativa, durante a qual a doenca esté clinicamente ausente. O
ganglio trigémio é um local de laténcia do FHV-1 e a reativacdo do virus neste ganglio,
seguida do seu trajeto pelas vias nervosas oculares, esta documentada como meio de acdo
da doencga, a nivel ocular. Porém, é também sabido que o virus, quando alojado dentro do
préprio olho, pode ter um papel ainda mais significativo no desenvolvimento clinico da
doenca (Gaskell et al., 1985; Stiles, 2003). Um elevado namero de animais clinicamente
saudaveis, possui DNA de FHV-1, na conjuntiva e na cornea (Stiles et al., 1997a).

Gatos recém-nascidos com infe¢do priméria por FHV-1, tendem a recuperar dentro
de dez a 21 dias (Stiles, 2003).

O FHV-1 é relativamente instavel no ambiente, persistindo por um periodo maximo
de 18 horas (que diminui em ambiente seco), sendo suscetivel a maioria dos detergentes,
antissépticos e desinfetantes (Stiles, 2000; Stiles, 2003).

Estudos apontam para uma predisposicao trés vezes superior por parte de machos
inteiros para a infegdo por FHV-1 e para a DTRS (Binns et al., 2000; Dinnage et al., 2009;
Wong et al., 2013; Fernandez et al., 2017).

1.6.2. Manifestacoes clinicas

O FVH-1 é a maior causa de conjuntivite crénica e aguda (Nasisse et al., 1993). Os
sinais clinicos causados pela infecdo por FHV-1 tendem a variar consoante a fase da
infecdo, a idade do animal, a exposi¢cdo ao virus, o estado imunolégico do animal e a
suscetibilidade individual (Stiles, 2003).
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A infecdo priméaria tende a ser mais frequente entre as duas semanas e 0s seis
meses de vida. Entre as duas e as quatro semanas de vida, os sinais clinicos mais
frequentes sao, letargia, inapeténcia, pirexia, sinais secundarios a doenca do trato
respiratorio superior (como espirros, corrimento nasal, tosse, traqueite, broncopneumonia e
rinite), conjuntivite bilateral grave (com hiperemia, quemose e secrecao ocular serosa ou
purulenta abundante), ulceracdo corneal grave, formacdo de simbléfaro e oftalmia neonatal.
E nesta idade que a infecdo se revela potencialmente mortal. Entre os trés e os seis meses
de idade, continuam presentes os sinais de doenca do trato respiratério superior e de
conjuntivite bilateral; no entanto, a ulceracdo corneal tende a ser leve a moderada e, por
norma, estes sinais tendem a mostrar melhorias ao fim de dez a 14 dias (Nasisse et al.,
1989b; Stiles, 2003; Turner 2010b; Gould, 2011).

Os animais com idades superiores a seis meses, tendem a apresentar infecoes
secundarias ou recorréncias, com sinais clinicos distintos das infe¢des primarias. Os sinais
clinicos mais comuns sao conjuntivite e epifora crénicas, queratite estromal, ulceracao
frequente, formacdo de sequestros e queratoconjuntivite seca. A conjuntivite tende a ser, em
primeira instancia, unilateral, tornando-se mais tarde bilateral. Ja os sinais respiratérios sao
minimos e o0s sinais oculares tendem a ter, maioritariamente, uma apresentacao unilateral
(Nasisse et al., 1989b; Morgan 1994; Morgan et al., 1996; Stiles, 1995; Nasisse et al., 1998;
Allgoewer et al., 2001; Turner, 2010b; Stiles, 2013). A queratite pode manifestar-se sobre
trés apresentacdes: ulceracdo dendritica, ulceragdo corneal geografica e queratite estromal
cronica.

A ulceracdo dendritica é considerada patognomonica da infecdo por FHV-1
(Nasisse et al., 1989b). A infecdo das células epiteliais da cornea, em infe¢cdes primarias
agudas, leva a ulceragdo corneal, que pode ser detectada através da coloracdo com
fluoresceina e Rosa de Bengala (Gould, 2011). A ulceragéo corneal geografica manifesta-se
por grandes areas de ulceragdo corneal. Apés multiplos surtos de doenga recrudescente ou
de periodos de ulceracdo crénica, desenvolve-se queratite estromal cronica, isto &, o
estroma da cérnea desenvolve alteracdes inflamatérias cronicas, como neovascularizacao,
infiltracdo de células inflamatérias, pigmentacdo, cicatrizacdo e fibrose (Nasisse et al.,
1995).

Dermatite periocular e uveite anterior estdo, também, descritas como
manifestacdes clinicas de infecdo por FHV-1 (Hargis et al., 1999; Maggs, et al., 1999a).

Embora, por norma, o virus provoque, sobretudo, alteracdes a nivel do trato
respiratério superior e a nivel ocular, por vezes, também invade os pulmdes, levando a

pneumonias virais e bacterianas por sobreinfecdo secundaria (Stiles, 2003). Além destes
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locais, o virus também ja foi isolado no cérebro, figado e baco de gatos (Gaskell & Povery,
1979; Fulton et al., 1980).

1.6.3. Diagnéstico
O diagnéstico de FHV-1 pode, muitas vezes, ser baseado apenas em sinais

clinicos, dado que, geralmente, a infecdo priméaria produz sinais clinicos caracteristicos,
como espirros recorrentes e Ulceras na cornea. Além disso, ndo existe henhum teste com
valor diagnéstico suficiente para afirmar que a causa priméria da infecdo € o FHV-1, uma
vez que este foi isolado, diversas vezes, em animais saudaveis. Devido a sua natureza, um
teste negativo ndo exclui a infecdo por FHV-1 (Stiles et al., 1997b; Stiles, 2003).

Quando a principal suspeita se trata de uma conjuntivite por FHV-1 com a presenga
de Ulceras na cérnea, é preferivel a utilizacdo do corante Rosa de Bengala em vez de
fluoresceina, j& que o primeiro cora as zonas do epitélio corneal desvitalizado, que se
manifestam como Ulceras dendriticas, patognoménicas de FHV-1, que raramente coram
apenas com fluoresceina (Turner, 2010b).

Existem trés métodos de diagndstico indicados para FHV-1 sendo eles a
imunofluorescéncia, o isolamento virico e a PCR. O teste de imunofluorescéncia é realizado
em tecido conjuntivo ou coérneo e deteta a presenca de anticorpos. Este método caiu em
desuso face ao isolamento virico e a PCR (Gould, 2011). O isolamento virico identifica,
apenas, virus vivos, 0 que o torna muito util no diagndstico da infe¢éo ativa (Gould, 2011).
S&o colhidas zaragatoas da superficie da cérnea ou da conjuntiva, preferencialmente sem a
utilizacdo prévia de anestésicos topicos, uma vez que estes diminuem a sensibilidade do
teste (Storey et al., 2002). Este teste tem como desvantagem o facto de ser mais demorado
e menos sensivel do que a PCR (Stiles et al., 1997a). Contrariamente ao que acontece no
isolamento virico, na PCR, as zaragatoas, ndo necessitam de meio de transporte. Estas
podem ser recolhidas tanto da superficie conjuntival, como da superficie da cornea, pela
técnica de raspagem conjuntival ou zaragatoas orofaringeas. Embora ndo exista evidéncia
de que a aplicacdo de anestésicos topicos ou de fluoresceina possa ter influéncia nos
resultados, um estudo sobre o diagndéstico de herpes virus em humanos, mostrou que
ambos reduzem significativamente a sensibilidade da PCR em tempo real (Goldschmidt et
al., 2006).

A PCR amplifica sequéncias especificas de DNA viral, 0 que o torna um teste muito
especifico e sensivel. Existem varios protocolos para o diagnéstico de FHV-1, que incluem
ndo s6 a PCR convencional, como também a PCR nested e a PCR em tempo real (Hara et
al., 1996; Stiles et al., 1997a; Helps et al., 2003; Macias & Navarro, 2018). A PCR nested é a

técnica mais especifica, tendo sido estimado que, para a dete¢cdo de FHV-1, é dez vezes
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mais especifica do que a PCR convencional (Stiles et al., 1997a). A PCR em tempo real,
além de detetar o agente, permite inferir sobre o estado da infe¢do, sendo que um maior
namero de cépias de DNA viral sugere uma infecdo ativa e um nimero menor sugere uma
infecdo em estado latente (Macias & Navarro, 2018). Devido a sua grande sensibilidade, as
PCR nested e em tempo real acarretam maior risco de contamina¢des (Volopich et al.,
2005). E de notar que a PCR é mais sensivel que o isolamento virico ou anticorpo
fluorescente no diagndstico de conjuntivites agudas e crénicas, pois deteta a presenca de
DNA viral, mesmo que em pouca quantidade, com especial importancia no caso de
recorréncias (Stiles, 2003). N&o existe diferenca significativa na detecdo de FHV-1
consoante o local da recolha, mas sim na quantidade da amostra recolhida (Schulz et al.,
2015).

Tanto o teste de ELISA, como a imunofluorescéncia, nao tém valor diagnéstico,
pois a maior parte dos gatos sdo positivos, devido aos anticorpos produzidos como
consequéncia da vacinacdo (Maggs, et al., 1999b).

Existem alguns problemas no diagnéstico da infegdo por FHV-1. Estudos realizados
em gatos, utilizando a PCR descreveram uma frequéncia de resultados falso positivos entre
3% e 49% (Townsend et al., 2004; Low et al., 2007) e uma percentagem elevada de falso
negativos (Gould, 2011). Esta variabilidade nos resultados pode dever-se ao facto de os
animais poderem excretar o virus intermitentemente, a infe¢bes recrudescentes, a técnica
de recolha das amostras, a contaminacdes, a problemas durante o transporte das amostras
gue possam resultar em degradacdo do DNA, a quantidade insuficiente de DNA, a erros no
desenho dos primers e a interferéncia do DNA proveniente da vacinagdo, uma vez que a
técnica de PCR nédo permite distinguir a origem do DNA (Weigler et al., 1997; Maggs &
Clarke, 2005). Assim, os resultados dos testes devem ser interpretados juntamente com os
sinais clinicos, pois a presenca de Ulceras dendriticas da cornea ou queratite com sinais de
vascularizagdo e cicatrizacdo, lesdes limbicas, simbléfaro, infecdo do trato respiratorio
superior e conjuntivite, sdo indicadores de infecdo por FHV-1 como primeiro diagnéstico
diferencial. Outras infe¢cBes, como a associada a Chlamydophila felis, apresentam um
guadro menos sistémico e de caracteristicas agudas (Turner, 2010b).

Em suma, no diagnoéstico de infecbes por FHV-1, ndo se devem sobrevalorizar 0s
testes diagndsticos, sem olhar para o quadro clinico. Deve ter-se em conta o estado de
vacinagdo, a historia pregressa do animal, nomeadamente historial de infecdo do trato
respiratério superior quando jovem, conjuntivites/queratites recorrentes, Ulceras da cornea,
espirros, queratite estromal e, também, a prépria resposta ao tratamento, dado que, quando
se trata de FHV-1 os sinais costumam melhorar significativamente apds o uso de antiviricos
(Gould, 2011).
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1.6.4. Prevencao
A prevencao da infecdo por FHV-1 é feita, essencialmente, através da vacinacgao.

As vacinas disponiveis incluem a vacina modificada viva ou inativada para uso
parenteral e a inativada para administragéo intranasal e conjuntival. Embora a vacinagao
reduza a gravidade da doenca, principalmente quando se trata de uma infecdo primaria,
esta ndo previne nem a infe¢cdo, nem a reativagéo do virus latente. As vacinas conjuntivais e
intranasais tém um inicio de a¢do mais rapido, comparativamente as de via parenteral. No
entanto, estas podem causar conjuntivite ou sinais respiratorios, alguns dias apds a
administracéo (Stiles, 2003).

Embora seja defendido o uso da vacina intranasal e conjuntival em gatos com
doenca cronica, ndo existem dados que provem que este tipo de vacinas acelere o
tratamento, pois nenhuma vacina confere melhor nivel de prote¢céo de anticorpos que o virus
natural (Stiles, 2003).

As vacinas, tanto parenterais como intranasais, conferem, apenas, imunidade
parcial contra os sinais clinicos, mas nenhum tipo de protecdo contra a reativacdo e/ou

eliminacéo (Stiles, 2013).

1.6.5. Tratamento

A conjuntivite herpética cronica em animais mais velhos, pode ter um tratamento
pouco eficaz. Nestes casos, a administracdo de antivirais tOpicos é controversa, sendo que
estes apenas estdo recomendados quando existe envolvimento corneal concomitante.
Quando os animais se encontram afetados com menor gravidade, recomenda-se apenas
que se examine atentamente o olho diariamente, pois a conjuntivite pode ser de curta
duracéo e auto-limitante e o stress inerente a administragdo da medicagdo pode ser pior do
gue a propria doenca.

Quando existe suspeita de infecdo bacteriana secundaria, recomenda-se o uso de
antibioterapia topica, durante um curto periodo de tempo, devendo ser evitado o uso de
corticosteroides tépicos, mesmo que a conjuntiva esteja muito inflamada, pois pode
predispor a replicacao viral e a ulceracao corneal (Stiles, 2003; Turner, 2010b).

Normalmente, os antiviricos topicos séo, apenas, utilizados nos casos de queratite
herpética cronica, pois estes devem ser administrados com uma frequéncia relativamente
alta, até oito vezes ao dia, ttm um custo consideravel e podem desencadear uma reacéo de
hipersensibilidade (Turner, 2010b).
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E frequente a administracdo de antibioterapia sistémica de largo espectro para
prevenir infecdes bacterianas secundarias; porém, esta pratica € controversa, sendo que a
limpeza dos olhos e do nariz, varias vezes ao dia, juntamente com a aplicacdo de antibiético
oftalmico tépico de amplo espectro, como a gentamicina ou a tetraciclina, sdo, por norma,
suficientes para prevenir a infecdo ocular bacteriana secundaria (Stiles, 2003). A utilizacao
tépica em gatos de bacitracina-neomicina-polimixina B deve ser evitada, sob pena de causar
choque anafilatico (Plunkett, 2000).

Gatos jovens com Ulceras da coérnea, conjuntivite grave ou formacéo inicial de
simbléfaro devem ser tratados com agentes antivirais, juntamente com a quebra mecanica,
das aderéncias do simbléfaro com proparacaina e um cotonete de algodao, de modo a
evitar aderéncias permanentes (Stiles, 2003).

Os agentes antivirais oftdlmicos sdo virostaticos, o que faz com que a sua
administracdo frequente seja importante. Assim, o tratamento deve ser adaptado a cada
tutor, de modo a conseguir a sua colaboracéo, pois poucos sdo 0s tutores que conseguirdo
cumprir um plano com intervalos de apenas uma ou duas horas entre cada tratamento.
Nestes casos, é aconselhavel optar por administracdes com intervalos de quatro a seis
horas (Stiles, 2003).

Gatos com conjuntivite cronica por FHV-1 que ndo melhoram espontaneamente e
animais com surtos frequentes, devem realizar tratamento com um agente antivirico topico,
durante duas a trés semanas, de modo a acelerar a recuperacdo. No caso de ulceragéo
corneal associada a esta infecdo, também deve ser feita terapia antivirica tOpica, assim
como antibioterapia tdpica, principalmente se a Ulcera néo cicatrizar em poucos dias com
suspeita de sobreinfe¢do. Deve, também, realizar-se o desbridamento mecénico do epitélio
solto da ulcera, com o auxilio de um cotonete de algodao e proparacaina tdpica, de modo a
gue este ndo impeca a adesdo adequada do epitélio ao estroma subjacente durante a
cicatrizacdo e de modo a remover as particulas virais (Stiles, 2003).

Antes de se iniciar o tratamento devem ter-se em atencao alguns fatores para que o
protocolo escolhido seja o indicado, nomeadamente o estado da infecdo, a gravidade da
doenca, a colaboragéo dos tutores e a sua disponibilidade financeira, fatores estes que sao
descritos de seguida.

A deciséo terapéutica deve ter em consideracdo a distincdo entre uma infecéo
primaria aguda, uma infecéo recrudescente ou uma queratite estromal crénica. No primeiro
caso, 0s animais costumam apresentar sinais oculares e, também, sinais de doenca do trato
respiratério superior. Nestes casos, deve ser realizada uma abordagem tanto sistémica
como toépica. Se se tratar de uma infecdo grave, deve ser incluido um protocolo

antibacteriano para combater possiveis infe¢cdes bacterianas secundarias. Deve, ainda, ser
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avaliada a necessidade de implementacao de uma terapéutica de suporte como fluidoterapia
ou alimentacdo parenteral. No caso de doenca recrusdescente, esta ocorre, regra geral, em
gatos adultos e o pilar do tratamento assenta na terapéutica antivirica. Esta €, geralmente,
reativada por um fator de stress que pode derivar do proprio tratamento, como a a
administracdo de corticoesteroides (Gould, 2011). A queratite estromal crénica ocorre, por
norma, em gatos adultos e as op¢des de tratamento sdo limitadas. Em teoria, o tratamento
indicado passaria por terapéutica anti-inflamatéria ou pela utilizagdo de imunossupressores.
No entanto, estes podem levar a infecBes recrudescentes, especialmente quando em
combinacdo com a administracdo de corticoesterdides. Existem, também, estudos que
defendem o uso de ciclosporina tépica em adi¢do a terapéutica antivirica; porém, como este
€ um imunossupressor muito potente, também pode levar a reativacao virica (Stiles, 2013).

E, também, importante avaliar a gravidade dos sinais clinicos pois, nalguns casos,
especialmente na doenca recrudescente, estes tendem a ser moderados. A doenca pode
ser auto-limitante, desde que as possiveis fontes de stress sejam minimizadas. Por vezes,
apenas, parar medicagdo imunossupressora pode ser suficiente para que o sistema
imunitario suprima a reativacao do virus (Gould, 2011).

Devemos, também, ter em consideracdo que nem todos os tutores podem suportar
as exigéncias adjacentes a terapéutica instituida, principalmente quando se trata de
administracbes tépicas, pois esta implica custos, quer a nivel monetéario, quer a nivel de
disponibilidade pessoal e nem todos tém essa disponibilidade; assim, é fundamental que
estes estejam cientes do que o tratamento acarreta (Gould, 2011).

A abordagem terapéutica pode, ainda, conciliar analogos do DNA, interferdes, lisina
e probioticos. Os analogos do DNA séo o grupo mais eficiente para o combate as infecdes
por FHV-1, pois sdo virostaticos e atuam competindo pela DNA polimerase, impedindo
assim que o DNA do virus se replique (Galle, 2004). Neste grupo inclui-se a trifluorotimidina,
gue apresenta efeito in vitro mais eficaz, o que faz dela, teoricamente, o antivirico tépico de
primeira escolha; porém, ainda ndo existe nenhum ensaio clinico da mesma em gatos
(Nasisse et al., 1989; Galle, 2004; Gould, 2011; Thomasy & Maggs, 2016).

Em gatos com sinais clinicos graves, é necessaria a restauracdo de liquidos,
eletrélitos e equilibrio acido-base, por exemplo, a reposicdo das perdas de potassio e
bicarbonato devidas a salivacao e reducdo da ingestao de alimentos, preferencialmente por
administracdo intravenosa (Thiry et al., 2009).

A ingestdo de alimentos é extremamente importante. Muitos gatos ndo comem
devido a perda do sentido do olfato ou das Ulceras na cavidade oral. Os alimentos devem

ser muito palataveis e podem ser misturados e aquecidos para aumentar o sabor.
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Estimulantes de apetite (por exemplo, ciproheptadina) podem ser usados. Se o0 gato nao
comer por mais de trés dias, deve ser colocado um tubo de alimentacéo (Thiry et al., 2009).

De forma a prevenir infegcdes bacterianas secundarias, devem ser administrados em
todos os casos agudos antibioticos de amplo espectro que alcancam boa penetracdo no
trato respiratorio (Thiry et al., 2009).

A secrecao nasal deve ser removida com solucdo salina e uma pomada local.
Farmacos mucoliticos, como a bromexina, podem, também, ser Uteis. Colirios ou pomadas
podem ser administrados varias vezes ao dia (Thiry et al., 2009).

A nebulizagcdo com solugéo salina pode ser usada para combater a desidratagcédo
das vias aéreas (Thiry et al., 2009).

Por ultimo, podem ser administradas vitaminas, embora o seu valor ndo seja, ainda,
claro (Thiry et al., 2009).

Os farmacos e dosagens recomendados para o tratamento de FHV-1 encontram-se

sumariados no apéndice |.

1.6.6. Progndstico
O progndstico varia consoante a carga viral e a idade do animal, sendo que gatos

A

recém-nascidos tém menor probabilidade de sobrevivéncia (Stiles, 2003).

1.6.7. Potencial zoondtico

Este virus apresenta uma elevada especificidade relativamente ao hospedeiro, nao

existindo, por isso, evidéncias de potencial zoonotico (Gaskell et al., 2012).

1.7. Infecdo por Mycoplasma felis

1.7.1. Etiologia e epidemiologia

Mycoplasma felis € um organismo procariota, pertencente a classe Mollicutes, que
ndo possui parede celular (Greene & Chalker, 2012).

Mycoplasma spp. € considerado comensal nas mucosas do trato respiratorio
superior, porém, ndo do inferior (Padrid et al., 1991; Bemis, 1992; Randolph et al., 1993;
Reed et al., 2012; Fernandez et al., 2017).

Ainda ndo se encontra bem definido o papel de Mycoplasma felis no
desenvolvimento de conjuntivites e da doenca do trato respiratorio superior (Campbell et al.,
1973; Tan, 1974; Haesebrouck et al., 1991; Low et al., 2007; Sjodahl-Essén et al., 2008;
Holst et al., 2010; Hillstrom et al., 2012; Stiles, 2013). Organismos do género Mycoplasma
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foram isolados, quer em animais clinicamente saudaveis/assintomaticos, quer em animais
com sinais de DTRS (Blackmore & Hill, 1973; Holst et al., 2010; Gourkow et al., 2013).

M.felis apresenta uma elevada prevaléncia em animais que vivem em abrigos e ndo
apresentam qualquer tipo de sintomatologia de DTRS, sugerindo que estes possam
representar um papel de portadores da infecdo (Gourkow et al., 2013). M. felis foi, também,
isolado tanto em animais com DTRS, como em animais saudaveis que com eles coabitavam
(Holst et al., 2010).

Noutros estudos foi demonstrada uma associac¢ao entre Mycoplasma spp. e DTRS,
guer em animais de abrigos, quer em animais indoor (Bannasch & Foley, 2005; Johnson et
al., 2005; Spindel et al., 2008; Veir et al., 2008; Hartmann et al., 2010; Holst et al., 2010).
Num deles néo foi identificado qualquer outro patégeno primério (Veir et al., 2008).

Um elevado ndmero de animais onde foram isoladas espécies de Mycoplasma spp.,
associados a sinais de doenca do trato respiratorio inferior, apresentavam, simultaneamente
sinais oculares e/ou sinais de DTRS (Foster et al., 2004). Num estudo realizado em
Espanha, recorrendo a técnica de PCR em tempo real e utilizando amostras provenientes de
zaragatoas conjuntivais e orofaringeas, foram obtidas taxas de infecdo por M.felis
prevaléncias de 46,5% e 38,3%, em animais infetados com sinais clinicos de DTRS e com
conjuntivite, respetivamente. A populagdo em estudo era composta por 358 gatos, dos quais
98 eram assintomaticos, 149 aprentavam conjuntivite, 127 apresentavam sinais de DTRS e
154 apresentavam gengivoestomatite. Alguns dos animais com conjuntivite apresentavam,
também, sinais de DTRS (Fernandez et al., 2017). Num outro estudo, realizado na Bélgica,
a prevaléncia de gatos com conjuntivite, infetados por M.felis foi de 25%. Este estudo foi
realizado em 105 gatos, dos quais 65 ndo apresentavam sinais de conjuntivite e 40
apresentavam conjuntivite. Importa, ainda, referir que tais resultados foram obtidos através
da cultura e isolamento virico de amostras recolhidas por zaragatoas conjuntivais
(Haesebrouck et al., 1991).

Realizou-se, também, um estudo na Polénia em animais com conjuntivite crénica,
recorrendo a técnica de PCR em tempo real. Dos 57 gatos em estudo, 63,2% estavam
infetados por M.felis (Ploneczka-Janeczko et al., 2011)

Na Australia, através da técnica de PCR, com o objetivo de identificar os agentes
presentes em animais com DTRS, foram testados 3126 gatos para FHV-1, C.felis, M.felis,
Calicivirus felino, Bordetella bronchiseptica e Influenza HIN1l. Dos animais que se
encontravam positivos para pelo menos um dos agentes, 21,5% estava infetado por M.felis
(Nguyen et al., 2018).

Nestas infecBes, as recorréncias podem tornar-se frequentes, uma vez que 0O

agente faz parte da flora normal do trato respiratorio superior. Acresce, ainda, a presenca
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frqguente de Mycoplasma spp. em infecbes concomitantes, o que por si s6 agrava o risco de
recorréncias. Por fim, outros fatores como o stress, ma nutricdo, sobrelotagcdo, entre outros,
podem comprometer o sistema imunitario dos animais, 0 que aumenta a probabilidade de

reinfecbes (Lee-Fowler, 2014).

1.7.2. Manifestacoes clinicas

Os sinais clinicos mais comuns da infe¢do por M.felis em gatos séo a conjuntivite
moderada unilateral ou bilateral e pneumonia (Campbell et al., 1973; Haesebrouck et al.,
1991; Foster et al., 1998; Whitley, 2000; Chalker et al., 2004; Foster et al., 2004; Barrs et al.,
2005; Rand, 2006; Trow et al., 2008; Bongrand et al., 2012). Esta conjuntivite &, inicialmente,
acompanhada por corrimento ocular seroso que tende a tornar-se mucopurulento (Campbell
et al.,, 1973; Greene & Chalker, 2012). Os gatos infetados por M.felis podem, também,
apresentar hiperemia conjuntival, blefarospasmo, epifora e quemose (Haesebrouck et al.,
1991; Whitley, 2000; Crispin, 2002; Martin, 2010; Greene & Chalker, 2012). Em casos mais
graves, a conjuntiva pode apresentar-se pdalida (Rand, 2006; Martin, 2010; Greene &
Chalker, 2012). Sao, também, frequentes sinais de doenca do trato respiratério superior,
como corrimento nasal e espirros (Rand, 2006; Sykes, 2013).

Embora menos comum, gatos imunocomprometidos infetados por M.felis podem

apresentar poliartrite (Hooper et al., 1985).

1.7.3. Diagnostico

As principais técnicas de diagnostico para C.felis sdo a citologia conjuntival, a
cultura e isolamento e a PCR (Lee-Fowler, 2014).

A citologia conjuntival providencia informacéo sobre o tipo e fase de inflamacéo
presente; porém, apresenta uma fraca sensibilidade e espeficidade (Rand, 2006; Lee-
Fowler, 2014).

A cultura celular, embora util, mostra-se demasiado morosa. As col6nias ndo séo
passiveis de ser vistas a olho nu. Ao microscépio, ttm uma aparéncia de “ovo estrelado”
(Lee-Fowler, 2014).

A PCR é considerada a técnica mais indicada para o diagnostico de C.felis. As
amostras podem ser recolhidas a partir de flush nasal, zaragatoas nasais, orofaringeas e

conjuntivais ou por biopsia (Johnson et al., 2004; Low et al., 2007; Veir et al., 2008).

1.7.4. Prevencdo
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De momento, ainda ndo existem protocolos vacinais para M. felis. A prevencao
passa por tentar prevenir infecdes concomitantes, evitando sobrelotacdo, assim como
situacBes de stress e 0 melhoramento das condicbes de higiene. Idealmente, os animais
com sinais de infecdo deveriam ser isolados; porém, isto pode tornar-se dificil de cumprir
num abrigo. Assim, devem lavar-se as maos frequentemente, utilizar desinfetantes
adequados para limpar as jaulas e 0s objetos dos animais e utilizar luvas e batas
descartaveis sempre que se estd em contacto com animais com sinais de infecdo (Lee-
Fowler, 2014).

1.7.5. Tratamento

Este agente é, regra geral, sensivel a tetraciclinas, fluoroquinolonas, macrolidos (os
mais utilizados) mas, também, a lincosamidas, cloranfenicol e aminoglicosideos (Greene &
Chalker, 2012). Num estudo foi demonstrada uma maior eficacia por parte da doxiciclina e
da associacao amoxicilina- acido clavulanico, relativamente a cefovecina, em animais com
DTRS (Litster et al., 2012).

Outros autores demonstraram, com base em diagnéstico por PCR, que a
administracdo de doxiciclina, durante um periodo entre sete e 28 dias, apresenta boa
eficdcia (Hartmann et al., 2008; Greene & Chalker, 2012; Kompare et al., 2013).

A fluoroquinolona mais aconselhada é a pradofloxacina, pois demonstrou ser
segura e eficaz, quando administrada durante 20 dias. Por outro lado, o uso de
enrofloxacina como primeira escolha, encontra-se desaconselhado, uma vez que demonstra
riscos de toxicidade ocular (Hartmann et al., 2008; Spindel et al., 2008; Lees & Toutain,
2013).

Sendo as infe¢cdes concomitantes frequentes, e, dado o frequente papel secundario
da infecdo por M.felis na doenca do trato respiratério superior, € de extrema importancia o

tratamento da causa primaria (Lee-Fowler, 2014).

1.7.6. Potencial zoondtico

As infecBes causadas por M.felis ndo aparentam apresentar risco para a saude
publica. Existe, apenas, um caso zoonético descrito, no Canadd, que data de 1994. Tratava-
se de uma senhora, de 49 anos que se apresentava imunocomprometida, a fazer
corticoterapia e com hipoglobulinemia. A senhora trabalhava num abrigo para animais e foi
mordida por um gato um més antes de dar entrada no hospital, onde lhe foi diagnosticada

artrite séptica na articulagdo coxo-femoral esquerda e no joelho direito (Bonilla et al., 1997).
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1.8. Co-infecbes

Agentes causadores de conjuntivite infeciosa felina, como o calicivirus e M.felis,
encontram-se, frequentemente, associados aos dois principais microorganismos causadores
da doenga, o FHV-1 e a Chlamydophila (Turner, 2010a).

Fernandez et al., 2017, num estudo realizado em Espanha, testaram 358 gatos
para FHV-1, Calicivirus felino, C.felis e M.felis. A populacdo era composta por 98 gatos
saudéaveis e 260 gatos com DTRS, conjuntivite e/ou gengivoestomatite. Este estudo mostrou
que as co-infecbes sdo muito comuns em gatos com sinais de DTRS, conjuntivite e/ou
gengivoestomtite, ocorrendo em 28,2% dos animais testados, tendo 47,0% dos animais sido
positivos para, pelo menos, um agente. Nos animais sintomaticos, a percentagem de co-
infecdo foi de 35,4%. Metade dos animais sintomaticos e infetados (50,8%), estavam co-
infetados. Este estudo mostrou, também, que as co-infecdes sdo mais frequentes em
animais com as trés condigdes clinicas (71% estavam co-infetados), do que em animais com
apenas duas (onde 35% dos animais se apresentavam co-infetados). Apenas 28% dos
gatos que apresentavam uma das trés condig¢des clinicas, estavam co-infetados.

Um estudo realizado na Gra-Bertanha, mostrou que 7,9% de 429 animais com
infecdo por C.felis, estavam, simultaneamente, infetados por FHV-1 ou por FCV. (Wills et
al., 1988). Outro estudo realizado na Suica, revelou que 64% de 25 gatos positivos para
C.felis, apresentavam, também, DNA de FHV-1 (Von Bomhard et al., 2003). Esta co-infe¢éo
€ pouco comum em gatos que apresentam conjuntivite cronica (Nasisse et al., 1993).

Co-infe¢bes com o virus da imunodeficiéncia felina e C.felis, prolongam a duragéo
da conjuntivite e o tempo de excrecado de C.felis forma consideravel. Gatos infetados com
FIV excretam C.felis durante um periodo que pode ir até 270 dias, o que contrasta com 0s

70 dias de excre¢do em animais néo infetados com FIV (O’Dair et al., 1994).

O presente estudo teve como objetivo principal avaliar a frequéncia de infegdo por
FHV-1, C.felis e M.felis, numa populag¢éo de 29 gatos com sinais de conjuntivite e/ou DTRS,
através da amplificagéo, por PCR, de DNA dos agentes. Foram, também, objetivos realizar o
diagnostico da infecdo por observagéo de citologia conjuntival e comparar os resultados dos
diagnosticos molecular e citoldgico.

O presente trabalho teve, ainda, como objetivos, caracterizar a populagdo em

estudo em funcéo dos agentes causadores de doenca e respectivos sinais clinicos.
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2. Material e Métodos

2.1. Descricao da populacdo em estudo

No presente trabalho foram estudados 29 gatos com sinais clinicos indicativos de
conjuntivite e/ou sinais de doenca do trato respiratorio superior. Foram considerados
animais com conjuntivite, todos aqueles que apresentaram corrimento ocular, hiperemia
e/ou quemose e com doenca do trato respiratério superior, todos aqueles que apresentavam
tosse, espirros e secrecdo oronasal/nasal.

A recolha das amostras decorreu entre 0s meses de janeiro e maio de 2018, em
dois Hospitais Veterinarios: o Hospital Veterinario de Leiria e o Hospital Veterinario da FMV-
ULHT.

Para cada animal foi atribuido um ndamero e foi preenchido um questionario
(apéndice 11), onde se registaram informa¢des como o numero de identificacdo, nome do
animal, idade, data e local da colheita, motivo da consulta, raca, sexo, protocolo de
vacinagao, tipo de habitacdo, existéncia de coabitantes e se estes apresentavam sinais
clinicos indicativos de conjuntivite. Registaram-se, também, quais 0s sinais clinicos
presentes (anorexia, prostracdo, pirexia, sialorreia, ictericia, ulceras nasais, linguais ou no
palato, edemas da face, membros e/ou nas articulacdes, espirros, tosse, classificacdo do
corrimento oronasal/nasal, classificagdo do corrimento ocular, hiperemia, quemose e
simbléfaro), a data do primeiro episodio de conjuntivite, evolugdo terapéutica e historial

clinico do animal.

2.2. Recolha de amostras

A cada gato foram feitas duas recolhas distintas, uma com zaragatoa estéril, para
realizacdo da PCR, e outra com uma escova de citologia, para a avaliagdo citologica.
Sempre que possivel, a recolha de amostras foi realizada em ambos os olhos. No total,
foram recolhidas 56 amostras com zaragatoa estéril, para andlise molecular, e 56 amostras
com escova citolégica.

Antes da recolha da amostra, procedeu-se a adequada contencdo do animal, para
garantir uma recolha segura e eficaz. Apos calcar luvas, expbs-se a superficie conjuntiva
palpebral inferior e fez-se deslizar uma zaragatoa estéril nessa mesma superficie. Colocou-
se a zaragatoa num microtubo de 1,5 mL, devidamente identificado, e armazenou-se a uma
temperatura de — 20°C.

De seguida, colocou-se uma gota de anestésico tépico (Oxibuprocaina, Anestocil®)

em cada olho. Realizou-se a exposi¢cdo da membrana do saco conjuntival inferior e rolou-se
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a escova de citologia estéril sobre a conjuntiva. Transferiu-se o material colhido para uma
lamina de vidro e deixou-se secar ao ar e a temperatura ambiente.

Previamente a colheita das amostras, os tutores assinaram uma autorizacdo e

foram informados sobre os riscos da colheita, procedimento e finalidade da mesma.

2.3. Avaliacéao citologica
Tanto o processo de coloracdo como a avaliacdo microscoépica das laminas, foram

realizadas no Laboratério do Hospital Escolar da Faculdade de Medicina Veterinaria da
Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias.

Para a coloracéo utilizou-se o método de May Grunwald-Giemsa:

1 - As laminas foram mergulhadas cinco vezes na solugéo de fixacao (Metanol).

2 — As laminas foram mergulhadas cinco vezes na solugéo de Eosina.

3 — As laminas foram mergulhadas cinco vezes numa solugéo de Tiazina.

4 — Por fim, lavaram-se as laminas em &gua corrente e deixaram-se secar a

temperatura ambiente.

Ap6s coradas e secas, as laminas foram fixadas com uma lamela e Entellan®.

A avaliacdo microscoOpica das citologias, foi realizada com o auxilio da Médica
Veterinaria responsavel pelo laboratério do Hospital Escolar da FMV-ULHT, Dr? Joana
Fonseca. A observacéo foi feita num microscopio (Micros MCX50), com as objetivas de
100x, 400x e 1000x. As amostras foram analisadas e classificadas quanto ao tipo de
inflamacédo e & presenca/auséncia de inclusdes citoplasmaticas. Este processo foi realizado
sem qualquer conhecimento quer da historia, sinais clinicos ou qualquer outra informacéo

sobre os gatos.

2.4. Detecdo molecular dos agentes em estudo
24.1. Extracdo de DNA

O DNA das amostras em estudo foi extraido a partir de zaragatoas conjuntivais
previamente recolhidas e armazenadas a —20°C. Para este efeito, foi utilizado um Kit de
extracdo RTP® Bacteria DNA Mini Kit (Stratec Molecular), de acordo com as indicacées do
fabricante, com algumas modificagoes.

Para cada amostra realizou-se o seguinte protocolo:

1 — Adicionaram-se 400 pL de Resuspension Buffer R num Extraction Tube.

2 — Homogeneizou-se o conteudo, num vortex (Labnet mixer).
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— Realizou-se um short spin numa centrifuga VWR Galaxy 14D e, de seguida
pipetou-se todo o conteldo presente no Extraction Tube para o microtubo que

continha a zaragatoa.

— Incubou-se 0 microtubo com a zaragatoa a 65°C, durante 10 minutos, agitando-o a
cada 2 minutos.

— De seguida, voltou a incubar-se o microtubo, durante 10 minutos mas, desta vez, a
95°C, agitando, também, a cada 2 minutos.

— Realizou-se um novo short spin e, posteriormente, removeu-se a zaragatoa.

— Adicionaram-se 400 pL de Binding Buffer B6 e homogeneizou-se o conteddo no
vortex.

— Apo6s novo short spin em centrifuga, passou-se o contetdo para o RTA Spin Filter
e incubou-se durante 1 minuto a temperatura ambiente.

— Centrifugou-se a 11.000 x g, durante 2 minutos.

— Descartou-se o filtrado e colocou-se, de novo, o RTA Spin Filter no RTA Receiver
Tube.

— Adicionaram-se 500 yL de Wash Buffer | e centrifugou-se a 11.000 x g durante 1
minuto.

— Descartou-se o filtrado e o RTA Receiver Tube.

— Colocou-se o RTA Spin Filter num novo RTA Receiver Tube e adicionaram-se 600
uL de Wash Buffer II.

— Centrifugou-se a 11.000 x g durante 1 minuto e, de seguida, descartou-se o
filtrado.

— Colocou-se 0 RTA Spin Filter, de novo, no RTA Receiver Tube e voltou-se a
centrifugar, desta feita por 4 minutos, a velocidade maxima, de modo a remover
completamente o etanol.

— Colocou-se 0 RTA Spin Filter num 1,5 mL Receiver Tube novo, devidamente
identificado e adicionaram-se 70 uL de &gua desionizada estéril, incubando, de
seguida, durante 1 minuto a temperatura ambiente.

— Por fim, centrifugou-se durante 1 minuto a 11.000 x g, descartou-se o0 RTA Spin

Filter e armazenou-se o 1,5 mL Receiver Tube, contendo o DNA eluido a -20°C.

2.4.2. Amplificacdo por PCR de um fragmento do gene fGUSB
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O laboratoério onde o estudo foi realizado tem uma bancada destinada unicamente a
preparacdo da mistura reacional da reacdo de PCR, de modo a tentar minimizar a
possibilidade de contaminacfes cruzadas. Com o0 mesmo fim, tanto as bancadas de trabalho
como o material utilizado (micropipetas, pontas, suportes e microtubos) sao previamente
limpos com lixivia a 10%, sendo, posteriormente, 0 mesmo material exposto a luz UV,
durante um periodo de 20 minutos, numa camara de fluxo laminar Bio48M (Faster®).

Com a finalidade de avaliar a existéncia de inibidores da DNA polimerase,
amplificou-se, para cada amostra, um fragmento de 177 bp do gene beta-glucoronidase
felino (fGUSB, do inglés “feline beta-glucoronidase”).

De forma a amplificar o fragmento em estudo, foi realizada uma PCR convencional
contendo 10 pL de DNA de cada amostra num volume total de 25 pL de mistura reacional. A
mistura continha, além do DNA, 1x MyTaq Reaction Buffer (Bioline®), 1 U de MyTaq DNA
Polymerase (Bioline®), 10 pmol de cada primer (tabela 1) e 4gua desionizada estéril até
perfazer o volume final. Em cada reaccdo de PCR foram utilizados um controlo positivo e
dois controlos negativos.

Tabela 1 — Sequéncia de primers utilizados na amplificacdo do gene fGUSB.
Primers Sequéncia (5°—3’)
fGUSB Fw GCGTTCCTTTTGCGAGAGAG
fGUSB Rev  GCTGTGGAAGTTGCCCCTTA

A reacdo de PCR foi efetuada num termociclador Rotor Gene-Q (Qiagen®), nas

condi¢cBes descritas na tabela 2.

Tabela 2 — Condi¢6es da reacdo de PCR na amplificacdo do gene fGUSB.

Temperatura Tempo N° de Ciclos
95°C 1 min
95°C 20 seg
550C 20 seg 30
72°C 20 seg
72°C 5 min --—-
25°C 5 min ---
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24.21. Visualizacdo dos produtos e PCR por electroforese em gel de agarose

Para visualizar os produtos de PCR, procedeu-se a sua electroforese, nhum gel de
agarose a 1,5 % (m/V).

1 — Num erlenmeyer, pesou-se a quantidade necessaria de agarose (Seakem® LE
Agarose, Lonza®).

2 — No mesmo erlenmeyer adicionou-se o tampao Tris-Borato (90 mM)-EDTA (2 mM),
pH 8,3 (TBE) 1x.

3 — Preparou-se o suporte de electroforese, colocando os pentes que servem de molde
aos pocos do gel.

4 — Aqueceu-se a mistura num micro-ondas, a 600 Watt, agitando o erlenmeyer
sempre que necessario, até que esta tivesse um aspecto uniforme e translicido (isto
€, até que a fusao da agarose estivesse completa).

5 - Arrefeceu-se a mistura, passando agua corrente no exterior do erlenmeyer,
agitando-o continuamente. Posteriormente, adicionou-se o GelRed Nucleic Acid
Stain (Biotium®), numa proporc¢&o de 0,32 uL para cada 75 mL de gel.

6 — De seguida, colocou-se o gel no suporte e aguardou-se a sua polimerizacéo.

7 — Transferiu-se o gel ja solidificado para a tina de electroforese e adicionou-se
tampdo TBE 1x até que o gel estivesse completamente submerso pelo mesmo.

8 — Numa microplaca de 96 pogos, prepararam-se as amostras que iriam ser aplicadas
no gel, adicionando 1,5 uL de loading buffer [glicerol 30% (m/v), azul de bromofenol
0,25% (m/v)] e 10 pL do produto de PCR de cada amostra.

9 - ApO6s homogeneizacdo, aplicaram-se as amostras nos po¢os do gel (incluindo os
controlos negativo e positivo), assim como o marcador de pesos moleculares
Hyperladder 1Kb (Bioline®).

10 — Deu-se inicio a electroforese ligando a fonte de alimentagdo (Pharmacia LKB-GPS
200/400), numa voltagem de 100 Volts, durante um periodo, de aproximadamente,
60 minutos.

11 — Por fim, observaram-se os resultados num transiluminador UV Alfa Gene, por

emissao de fluorescéncia do GelRed.

2.4.3. PCR convencional para deteccdo de DNA de FHV-1

Com o intuito de verificar a existéncia de DNA de Herpesvirus felino tipo 1 nas

amostras recolhidas, realizou-se uma PCR convencional, de modo a amplificar um
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fragmento de 95 pb, do gene 28S rDNA. Para a reacao utilizou-se um volume de 25 uL de
mistura reacional, que continha 1x MyTaq Reaction Buffer (Bioline®), 1 U MyTaq DNA
Polymerase (Bioline®), 10 pmol de cada primer (tabela 3), 10 yL de DNA de cada amostra e
agua desionizada estéril de forma perfazer o volume pretendido. Incluiu-se, também, para
cada reacdo, um controlo positivo e dois controlos negativos (que continham &gua
desionizada estéril ao invés de DNA). A reacdo decorreu de acordo com as condicbes

indicadas na tabela 4, utilizando, para o efeito, um termociclador Rotor Gene-Q (QIAGEN®).

Tabela 3 — Sequéncia de primers utilizados para a amplificacdo de FHV-1 (Helps et al.,

2003).
Primers Sequéncia (5—3’)
FHV Fw GGACAGCATAAAAGCGATTG
FHV Rev AACGTGAACAACGACGCAG

Tabela 4 — Condi¢bes da reacdo de PCR na amplificacdo de DNA de FHV-1.

Temperatura Tempo N° de Ciclos
95°C 5 min
95°C 45 seg
51°C 30 seg

30
72°C 20 seg
72°C 5 min
25°C 5 min

Posteriormente, de modo a visualizar os resultados da reacéo, realizou-se uma
eletroforese em gel de agarose a 2,8% (m/V). Esta foi preparada e decorreu segundo o
descrito em 2.4.2.1.

2.4.4. PCR convencional para detecido de DNA de Mycoplasma felis

Para verificar a presenca de Mycoplasma felis nas amostras, foi realizada uma PCR
convencional tendo como alvo um fragmento de 238pb, do gene que codifica a subunidade
16S do rRNA.
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A mistura reacional da reacdo de PCR preparada, num volume final de 25 pL,
continha, além de 10 yL DNA, 1x MyTaq Reaction Buffer (Bioline®), 1 U de MyTaq DNA
Polymerase (Bioline®), 10 pmol de cada primer (tabela 5) e Agua destilada estéril até
perfazer o volume final. A reacdo de PCR decorreu de acordo com as condi¢cdes descritas
na tabela 6.

Incluiu-se em cada reagdo um controlo positivo e dois controlos negativos. A reacao

foi realizada num termociclador Rotor Gene-Q series (QIAGEN®).

Tabela 5 — Sequéncia de primers utilizados para a amplificacdo de Mycoplasma felis
(Chalker et al., 2004).

Primers Sequéncia (5—3’)
Forward Mycl CACCGCCCGTCACACCA
Reverse Myc2 GGACTATTATCAAAAGCACATAAC

Tabela 6 — Condi¢Bes da reacdo de PCR na amplificacdo de DNA de Mycoplasma felis.

Temperatura Tempo N° de Ciclos
95°C 5 min
950C 45 seg
52°C 30 seg 30
72°C 20 seg
72°C 5 min
25°C 5 min

Os produtos da reacdo de PCR, foram visualizadas apés electroforese em gel de

agarose a 1,5% (m/V), conforme descrito em 2.4.2.1.

2.45. PCR em tempo real para deteccdo de DNA de Chlamydophila felis

Com o intuito de verificar a presenca de DNA de Chlamydophila felis, realizaram-se

duas técnicas de PCR distintas: PCR em tempo real e PCR convencional.
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A PCR em tempo real foi realizada para amplificar um fragmento de 77pb. Para a
reacao utilizou-se um volume de 20 pL de mistura reacional, que continha 5 pL do DNA em
estudo, 10pL de 2x SensiFAST SYBR No-ROX Mix (Bioline®), 4,0 pL de a4gua desionizada

estéril e 0,5uL de cada primer (tabela 7).

Tabela 7 — Sequéncia de primers utilizados para a amplificacdo em tempo real de DNA de
Chlamydophila felis (Helps et al., 2003).

Primers Sequéncia (5’ —3’)
C. felis Fw GAACTGCAAGCAACACCACTG
C. felis Rev CCATTCGGCATCTTGAAGATG

Cada amostra, foi realizada em duplicado ou triplicado. Foram, também,
adicionados, em cada reacc¢éo, dois controlos positivos e dois controlos negativos. A reacao
decorreu de acordo com as condi¢des indicadas na tabela 8, utilizando, para o efeito, um
termociclador Rotor Gene-Q (QIAGEN®). As amostras com um valor de C+ inferior ou igual a

37 foram consideradas negativas.

Tabela 8 — Condi¢cGes da reacdo de PCR em tempo real na amplificagdo de DNA de
Chlamydophila felis.

Temperatura Tempo N° de Ciclos
95°C 3 min
95°C 5 seg
62°C 10 seg 40
72°C 8 seg

Para confirmar a especificidade da amplificacdo com SYBR® Green, realizou-se,
imediatamente apos a reacgdo de PCR, uma curva de melting, fazendo variar a temperatura
entre 55°C e 94°C, com incrementos de 1°C em cada ciclo. Os resultados foram analisados

com recurso ao software Rotor-Gene Q — Pure Detection V 2.1.0.

Porque nas curvas de melting se observaram alguns picos, embora de menor
intensidade que o pico principal, foi realizada, em algumas amostras, uma PCR
convencional, seguida de restricdo enzimatica, para confirmar a presenca de DNA de
Chlamydophila felis. Esta PCR amplifica um fragmento de 269 pb do gene 16S rDNA nos

organismos pertencentes a familia Chlamydiacea. Para a reaccao, foram utilizados 25 uL de
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mistura reaccional, contendo 1 x MyTaq Reaction Buffer (Bioline®), 1 U de MyTaq DNA
polimerase (Bioline®), 10 pmol de cada primer (tabela 9), 10 pL de DNA de cada amostra e
agua desionizada estéril até perfazer o volume final. Cada amostra, foi realizada em
duplicado ou triplicado. Foram, também, adicionados, em cada reaccdo, dois controlos

positivos e dois controlos negativos.

Tabela 9 — Sequéncia de primers utilizados para a amplificacdo de Chlamydophila spp.
(Ossewaarde & Meijer, 1999).

Primers Sequéncia (5°—3’)
16S rDNA Fw CGTGGATGAGGCATGCAAGTCGA
16S rDNA Rev ATCTCTCAATCCGCCTAGACGTCA

A reacéo decorreu de acordo com as condi¢des indicadas na tabela 10 utilizando,
para o efeito, um termociclador Rotor Gene-Q (QIAGEN®).

Tabela 10 — CondigBes da reacdo de PCR na amplificagéo de DNA de Chlamydophila spp.

Temperatura Tempo N° de Ciclos
94°C 2 min
94°C 30 seg
56°C 30 seg 10
72°C 30 seg
94°C 30 seg
52°C 30 seg 10
72°C 30 seg
72°C 5 min ---

Os produtos amplificados por PCR convencional foram submetidos a hidrélise com a
enzima de restricdo Hinf-1, com o intuito de identificar a espécie de Chlamydophila
responsavel pela infeccdo. Quando a espécie presente é C.felis, a hidrélise com Hinf-1
origina trés fragmentos com 145, 73 e 51 pares de bases.

A reacéo de hidrolise efectuou-se de acordo com as instrugfes do fabricante, numa
mistura reaccional contendo 10 uL de produto de PCR, 2 pyL de tamp&o 10x Buffer R
(Thermo Scientific), 2 yL de enzima Hinf | (Thermo Scientific) e 18 uL de agua desionizada

estéril. ApGs agitacdo suave, a mistura reacional foi incubada a 37°C, durante a noite. Os
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produtos de hidrolise foram visualizados apds electroforese em gel de agarose a 3% (m/V),

como descrito em 2.4.2.1.

56



3. Resultados

3.1. Caracterizacao da populacdo em estudo

Para o presente estudo foram recolhidas amostras de gatos que foram
apresentados a consulta em dois Hospitais Veterinarios distintos: nove gatos no Hospital
Veterinario de Leiria (HVL) e 20 gatos no Hospital Veterinario da Faculdade de Medicina

Veterinaria da Universidade Luso6fona de Humanidades e Tecnologias de Lisboa.

A populacdo em estudo foi composta por 29 gatos, dos quais 27,6% (8/29) eram
fémeas inteiras, 27,6% (8/29) eram fémeas ovarioisterectomizadas, 20,7% (6/29) eram

machos inteiros e 24,1% (7/29) eram machos castrados (figura 5).

B Fémeas inteiras

W Fémeas
ovariohisterectomizadas

Machos inteiros

Machos castrados

Figura 5 — Distribuicdo dos gatos em estudo em fun¢éo do sexo e estado reprodutivo.

A grande maioria dos gatos presentes neste estudo, 89,7% (26/29), ndo tinham
raca definida. Apenas 6,9% (2/29) pertenciam a raca Persa e 3,4% (1/29) a raca Bosques da

Noruega.

A média de idade dos animais em estudo foi de 47,5 meses, 0 que corresponde a
cerca de 3 anos e 11 meses. O animal mais novo tinha 5 meses e o mais velho 12 anos.

Os animais foram agrupados em seis grupos: idade inferior a 8 semanas (0,0%),
idade entre 8 semanas e 6 meses (3,45%, 1/29), idade entre 6 e 12 meses (6,90%, 2/29),
idade entre 12 meses e 5 anos (51,79%, 15/29), idade entre 5 e 10 anos (27,59%, 8/29) e
idade superior a 10 anos (10,34%, 3/29) (figura 6).
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Figura 6 — Distribuicdo dos animais em estudo em funcdo da idade.

Dos 29 gatos incluidos no estudo, apenas trés apresentavam como motivo primario
da consulta conjuntivite e outros trés doenca do trato respiratério superior. Os motivos de
consulta apresentados com maior frequéncia neste estudo foram as consultas de profilaxia
(vacinagcdo e desparasitagdo) e a realizagdo de ovariohisterectomias/castragdes, ambas
representadas por sete animais. Os restantes nove animais, apresentaram-se nos hospitais
por motivos variados, nomeadamente, dor lombar, anorexia, diarreia, lavagem
broncoalveolar, reavaliagdo de abcesso, reavaliagdo de pododermatite, fratura de membro

toracico, tratamento de ferida abdominal e sesséo de acupuntura (figura 7).

9
7 7
I | | I
Esterilizacao Conjuntivite DTRS Profilaxia Outros

Figura 7 — Distribuicdo dos gatos em estudo em fun¢é&o do motivo da consulta.

De entre os animais estudados, 51,7% (15/29) ndo haviam realizado qualquer
protocolo de desparasitacdo e 24,1% (7/29) tinham feito protocolos que abrangiam quer a
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componente interna, quer a externa. Os restantes animais dividiam-se entre os 17,2% (5/29)

e 6,9% (2/29) que apenas realizavam desparasitacao interna e externa, respetivamente
(figura 8).

15

2

N&o realizada Interna Externa Interna + Externa

Figura 8 — Distribuicdo dos gatos em estudo em fungéo dos protocolos de desparasitagéo.

Quanto ao estado de vacinacgdo, 51,7% (15/29) dos animais ndo se encontravam
vacinados e 6,9% (2/29) tinham iniciado o protocolo vacinal trivalente, ndo tendo, ainda,
realizado qualquer reforco. Em 24,1% (7/29) dos animais tinha sido seguido o protocolo
vacinal trivalente, que lhes confere imunidade contra a rinotraqueite viral felina, a
panleucopenia felina e a calicivirose felina. Em 13,8% (4/29), tinha sido seguido o protocolo
vacinal RCPCh, que acrescenta ao protocolo trivalente a imunidade contra a clamidiose
felina. Por fim, apenas um animal (3,5%), seguia o protocolo pentavelente, que adiciona a

imunidade contra a leucemia felina as restantes ja mencionadas (figura 9).
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Pentavalente de vacinagao

Figura 9 — Distribuicdo dos gatos em estudo em fun¢éo dos protocolos de vacinagéo.

Quanto ao tipo de habitagdo, 24,1% (7/29) viviam, exclusivamente, na rua e 48,3%
(14/29) no interior das habitacdes dos tutores. Os restantes 27,6% (8/29) viviam em regime

misto, isto &, com acesso tanto ao exterior, como ao interior.

Dos animais em estudo, apenas 21% (6/29) ndo coabitavam com outros gatos. Dos
restantes 23 gatos, 13 coabitavam com animais com sinais clinicos compativeis com
conjuntivite/DTRS.

O sinal clinico apresentado com maior frequéncia foi o corrimento ocular seroso,
estando presente em 55,2% (16/29) da populacdo em estudo, seguido por hiperemia
conjuntival, em 48,3% (14/29). Os restantes sinais clinicos apresentados foram: espirros
(34,5%, 10/29), corrimento ocular mucopurulento (24,1%, 7/29), prostracdo (20,7%, 6/29),
anorexia (17,2%, 5/29), corrimento oronasal seroso e quemose (ambos com 13,8%, 4/29),
pirexia e tosse (ambos com 10,3%, 3/29), sialorreia e ictericia (ambos com 6,9%, 2/29) e
Ulceras linguais, corrimento oronasal mucopurulento e simbléfaro (todos com 3,4%, 1/29)
(tabela 11). Importa, também, referir que nenhum dos animais apresentou corrimento
oronasal e/ou ocular sanguinolento, Ulceras nasais e/ou do palato, edemas da face,
membros e/ou articulacdes.

Salienta-se, ainda, que, dos 16 animais que apresentaram corrimento ocular
seroso, 68,8% (11/16) apresentavam corrimento bilateral e, apenas, 31,2% (5/16) corrimento
unilateral. Dos sete animais que apresentavam corrimento ocular mucopurulento, 71,4%

(5/7) apresentavam corrimento bilateral e, apenas, 28,6% (2/7) apresentavam corrimento
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unilateral. Em 64,3% dos 14 animais que apresentavam hiperemia, esta estava presente de
forma bilateral; apenas 35,7% desses animais apresentavam hiperemia em apenas um olho.
Dos quatro animais que apresentavam quemose, apenas um (25%) tinha apresentacéo
unilateral, sendo que os restantes 75% tinham apresentacdo bilateral. O Unico caso de

simbléfaro no presente estudo, tinha apresentacéo bilateral.

Tabela 11 — Distribuicdo dos gatos em estudo em funcéo dos sinais clinicos presentes.

Sinais Clinicos Frequéncia (n=29)

Absoluta Relativa

Corrimento ocular seroso 16 55,2%
Hiperemia 14 48,3%
Espirros 10 34,5%
Corrimento ocular mucopurulento 7 24,1%
Prostracdo 6 20,7%
Anorexia 5 17,2%
Corrimento oronasal seroso 4 13,8%
Quemose 4 13,8%
Tosse 3 10,3%
Pirexia 3 10,3%
Sialorreia 2 6,9%
Ictericia 2 6,9%
Corrimento oronasal mucopurulento 1 3,4%
Simbléfaro 1 3,4%
Ulceras linguais 1 3,4%

Dos animais presentes no estudo, 6,9% (2/29) ndo apresentavam sinais de
conjuntivite, aquando da recolha das amostras. De entre os restantes, 29,6% (8/29)
apresentava conjuntivite em apenas um dos olhos e 70,4% (19/29) exibia apresentacao

bilateral (figura 10).
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Sem conjuntivite Conjuntivite unilateral Conjuntivite bilateral

Figura 10 — Distribuicdo dos gatos em estudo em funcéo da presenca de sinais de
conjuntivite.

De entre os animais em estudo, 20,7% (6/29) n&do apresentavam histéria pregressa
de conjuntivite e 37,9% (11/29) ja tinham historial clinico de conjuntivite. Sobre os restantes
41,4% dos animais, ndo foi possivel obter essa informagéo, por se tratarem de animais de
rua e/ou recém adotados.

3.2. Anélise molecular e citolégica

3.2.1 Amplificacdo de um fragmento do gene fGUSB

O gene fGUSB foi amplificado com sucesso em todas as amostras (figura 11), com
excepgdo de quatro, referentes a trés animais (dois olhos de um mesmo animal e os
restantes pertencentes a dois animais). Esta amplificacdo indica a auséncia de inibidores
nas amostras em estudo que, podem assim, ser submetidas a PCR para amplificacdo dos
agentes em estudo.
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Figura 11 — Electroforese em gel de agarose dos produtos de amplificacdo de
um fragmento do gene fGUSB. M: marcador de peso molecular (Hyperladder
1Kb, Bioline®); 1-9: amostras em estudo; +: controlo positivo; —: controlo
negativo.

3.2.2. PCR convencional para detecdo de DNA de FHV-1

Em 58,6% (17/29) dos gatos em estudo foi possivel amplificar DNA de FHV-1. Néo
foram visualizados quaisquer sinais de amplificacdo nos controlos negativos (figura 12).

Desses 17 animais, 52,9% (9/17) apresentaram resultado positivo em ambos os
olhos e os restantes 47,1% (8/17) em apenas um dos olhos (figura 13). Um dos animais
positivos tinha apenas um olho, pois o outro havia sido retirado por enucleagéo, ha 6 anos,
como consequéncia de uveite com prolapso da iris. Este animal foi inserido nos animais

com resultado positivo em apenas um dos olhos.

PO <

<+ 95 pb

Figura 12 — Electroforese em gel de agarose dos produtos de
amplificacdo do DNA de FHV-1. M: marcador de peso molecular
(Hyperladder 1Kb, Bioline®); 1-10: amostras em estudo; +: controlo
positivo; —: controlo negativo.
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Positivo bilateral Positivo unilateral Negativo

Figura 13 — Resumo dos resultados da PCR para detec¢édo de FHV-

Quanto ao sexo, quatro machos inteiros, quatro machos castrados e quatro fémeas
castradas apresentaram resultado positivo para FHV-1. Os restantes cinco animais
correspondiam a fémeas inteiras.

De entre os gatos positivos para FHV-1, 41,2% (7/17) ndo se encontravam
vacinados, 23,5% (4/17) estavam vacinados com a vacina trivalente, 17,7% (3/17) estavam
vacinados com RCPCh, 11,8% (2/17) tinham iniciado o protocolo vacinal e, apenas, 5,9%

(1/17) estava vacinado com a vacina pentavelente (figura 14).

Sem vacinagao Vacina Vacina Trivalente Iniciou protocolo  Vacina RCPCh
Pentavalente de vacinagado

Figura 14 — Distribuicdo dos gatos positivos para FHV-1 em func&o dos protocolos de
vacinagao.
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No que diz respeito ao protocolo de desparasitacdo adotado, 23,5% (4/17) tinham
realizado um protocolo que abrangia as vertentes interna e externa, 23,5% (4/17) apenas
realizaram desparasitacdo interna, 5,9% (1/17) havia efetuado desparasitacdo externa e

47,1% (8/17) ndo havia realizado qualquer tipo de desparasitacao (figura 15).

Interna Externa Interna + Externa Ndo desparasitado

Figura 15 — Distribuicdo dos gatos positivos para FHV-1 em fun¢&o dos protocolos de
desparasitagéao.

Quanto ao tipo de habitacdo destes animais, 53,0% (9/17) viviam exclusivamente
indoor, 23,5% (4/17) viviam exclusivamente outdoor e os restantes 23,5% (4/17) viviam

dentro de casa, mas com acesso diario ao exterior (habitagdo mista) (figura 16).

Outdoor Indoor Misto

Figura 16 — Distribuicdo dos gatos positivos para FHV-1 em func¢é&o do tipo de habitacéo.

No que concerne a coabitacdo, 64,7% (11/17) coabitavam com gatos com sinais
clinicos de conjuntivite/DTRS, 17,7% (3/17) coabitavam com outros gatos sem sinais

clinicos de conjuntivite/DTRS e os restantes viviam sem coabitantes (figura 17).
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Coabitagdo com gatos com Coabitagdo com gatos sem Sem coabitantes
sinais clinicos sinais clinicos

Figura 17 — Distribuicao dos gatos positivos para FHV-1 em funcao da existéncia de
coabitantes e do seu estado clinico.

A média de idades dos gatos com infe¢cdo por FHV-1 foi cerca de 49 meses, tendo
a média de idades dos animais com infecdo unilateral sido 52 meses. A média de idades

dos animais com infecéo bilateral foi de 46 meses.
Os sinais clinicos apresentados pelos animais positivos encontram-se listados na

tabela 12, assim como a respetiva frequéncia, sendo que 0s presentes com maior

frequéncia em gatos infetados por FHV-1 foram espirros, corrimento ocular seroso e

hiperemia bilateral.

Tabela 12 — Sinais clinicos apresentados pelos 17 animais positivos para FHV-1.

Sinais Clinicos Frequéncia (n=17)

Absoluta Relativa

Sinais clinicos n&o especificos de conjuntivite:

Espirros 7 41,2%
Prostracéo 4 23,5%
Anorexia 4 23,5%
Corrimento oronasal seroso 4 23,5%
Pirexia 3 17,7%
Tosse 2 11,8%
Corrimento oronasal mucopurulento 1 5,9%
Ictericia 1 5,9%
Simbléfaro 1 5,9%
Ulceras linguais 1 5,9%
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Sinais clinicos especificos de conjuntivite:

Corrimento ocular seroso bilateral 6 35,3%
Hiperemia bilateral 5 29,4%
Corrimento ocular mucopurulento bilateral 4 23,5%
Hiperemia unilateral 3 17,7%
Corrimento ocular seroso unilateral 1 5,9%
Quemose bilateral 1 5,9%
Quemose unilateral 1 5,9%
Hiperemia + Quemose bilateral 1 5,9%
Sinais clinicos de cojuntivite bilateral 11 64,7%
Sinais clinicos de cojuntivite unilateral 4 23,5%

Importa, ainda, referir que 35,3% (6/17) dos animais positivos para FHV-1, néo
apresentavam corrimento ocular.

Por fim, dos 17 animais positivos para FHV-1, apenas 11,8% (2/17) néo
apresentavam sinais de conjuntivite, sendo que, dos restantes 15 animais, 23,5% (4/17)

apresentavam conjuntivite unilateral e 64,7% (11/17) sinais de conjuntivite bilateral.

3.2.3. Citologia ocular para diagnéstico de FHV-1

Na citologia ocular ndo foram visualizadas inclusdes virais suspeitas de infe¢do por
FHV-1.

Em sete dos 17 animais positivos ao diagnostico molecular (41,2%), ndo se
visualizaram células inflamatérias. Nos restantes, foram detetadas, inflamacédo neutrofilica e
linfocitica bilateral, inflamag&o neutrofilica unilateral e inflamagéo linfocitica unilateral, com
uma frequéncia de dois animais (11,8%) por cada uma das inflamac¢des. Com a frequéncia
de um animal (5,9%) foram detetadas as seguintes inflamacdes: neutrofilica bilateral,
linfocitica bilateral, e neutrofilica e linfocitica unilateral (figura 18). Por fim, um animal (5,9%)

apresentava inflamagé&o supurativa séptica (figura 19).
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Figura 18 — Citologia conjuntival corada com May Grunwald-Giemsa QUICK STAIN
onde se observam linfOcitos (setas largas) e neutrdéfilos (setas finas) (objetiva de 400x)
(original da autora).

Figura 19 — Citologia conjuntival corada com May Grunwald-Giemsa QUICK STAIN onde se
observam cocos livres (setas) (objetiva de 1000x) (original da autora).

3.2.4. Amplificacdo por PCR convencional de DNA de M. felis

Na reacdo de PCR convencional ndo foi amplificado DNA de M.felis em nenhuma
das amostras, tendo estas sido consideradas negativas. Todas as reacc¢des de PCR foram
consideradas validas por amplificacdo bem sucedida do DNA do controlo positivo.
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3.2.5. Citologia ocular para diagnéstico de M .felis

Nao foram visualizadas inclusdes intracitoplasmaticas suspeitas de infecdo por

M.felis em nenhum dos animais estudados.

3.2.6. Resultados da PCR em tempo real para deteccado de DNA de C.felis

Através da PCR em tempo real foi possivel identificar C. felis em nove dos 29
(31,0%) gatos em estudo. Em todas as amostras consideradas positivas e no controlo
positivo, a analise da curva de melting evidenciou um pico de grande intensidade, com uma
temperatura de dissociagdo entre 82,3 °C e 82,5 °C, e alguns picos de menor intensidade
(figura 20). Os picos de menor intensidade podem ser devidos a presenca de dimeros de

primers e/ou produtos de amplificagdo inespecifica.

Pico de melting: [82,3 °C - 82,5 (]

Figura 20 — Curva de melting de algumas das amostras em estudo. A seta continua aponta
para o controlo positivo e as amostras consideradas positivas. A seta interrompida aponta para o
controlo negativo e as amostras consideradas negativas.

Nas amostras em que foi realizada a PCR convencional seguida de restricdo com a
enzima Hinf |, os resultados confirmaram a presenca de DNA de Chlamydophila felis.

De entre os nove gatos infetados com C. felis, 3 (33,3%) tinham uma apresentacao
unilateral e os restantes seis (66,7%) bilateral (figura 21). De referir que um dos animais
positivos tinha, apenas, um olho, desconhecendo-se a historia pregressa. Esse animal foi

inserido no grupo de animais positivos em apenas um dos olhos.
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Figura 21 — Resultado da PCR para Chlamydophila felis.

Os machos inteiros, foram os mais afectados, com quatro animais positivos
(44,4%). Tanto machos como fémeas castrados, apresentaram uma frequéncia de dois
animais (22,2%). Apenas uma das fémeas inteiras do estudo (11,1%) foi positiva para este
agente.

Quatro dos gatos positivos (44,4%) ndo se encontravam vacinados e outros quatro
(44,4%) estavam vacinados com a vacina trivalente. Apenas um gato (11,1%) estava

vacinado com a vacina pentavalente (figura 22).

1

Sem vacinagao Vacina Pentavalente Vacina Trivalente

Figura 22 — Distribuicdo dos gatos positivos para C.felis em fung&o dos protocolos de
vacinagao.

No que diz respeito ao protocolo de desparasitacdo adotado, 22,2% (2/9) dos gatos
realizavam um protocolo que abrangia as vertentes interna e externa, 33,3% (3/9) apenas
haviam sido submetidos a desparasitacdo interna, 11,1% (1/9) apenas a desparasitacado
externa e 33,3% (3/9) ndo tinham realizado qualquer tipo de desparasitacao (figura 23).
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Figura 23 — Distribuicdo dos gatos positivos para C.felis em fung&o dos protocolos de
desparasitagéo.

Os tipos de habitagcéo indoor, outdoor e mista apresentaram a mesma frequéncia de
positivos, com trés animais em cada categoria (33,3%).

De entre os gatos positivos para C.felis, 33,3% (3/9) coabitavam com gatos com
sinais clinicos de conjuntivite/DTRS, 44,4% (4/9) com outros gatos sem sinais clinicos de

conjuntivite/DTRS e os restantes, viviam sem contacto com outros gatos (figura 24).

Coabitagdo com gatos com Coabitagdo com gatos sem Sem coabitantes
sinais clinicos sinais clinicos

Figura 24 — Distribuicao dos gatos positivos para C.felis em funcdo da existéncia de
coabitantes e do seu estado clinico.

A média de idades destes animais foi de 38 meses, sendo a média de idades dos
animais positivos em apenas um dos olhos, superior & média das idades dos animais
positivos para ambos os olhos (51 meses versus 32 meses, respetivamente).

Todos os animais apresentavam sinais de conjuntivite, quer unilateral (33,3%), quer
bilateral (66,7%). Os sinais clinicos apresentados pelos animais positivos encontram-se
listados na tabela 13, assim como a respetiva frequéncia.
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Tabela 13 — Sinais clinicos apresentados pelos animais positivos para C.felis.

Sinais Clinicos Frequéncia (n=9)

Absoluta Relativa

Sinais clinicos ndo especificos de conjuntivite:

Espirros 3 33,3%
Prostracdo 3 33,3%
Anorexia 2 22,2%
Pirexia 2 22,2%
Ictericia 1 11,1%
Corrimento oronasal seroso 1 11,1%
Sinais clinicos especificos de conjuntivite:
Hiperemia bilateral 6 66,7%
Corrimento ocular mucopurulento bilateral 3 33,3%
Quemose bilateral 3 33,3%
Hiperemia unilateral 2 22,2%
Corrimento ocular seroso unilateral 1 11,1%
Corrimento ocular seroso bilateral 1 11,1%
Corrimento ocular mucopurulento unilateral 1 11,1%
Corrimento ocular mucopurulento + seroso 1 11,1%
Hiperemia + Quemose bilateral 1 11,1%
Sinais clinicos de cojuntivite bilateral 6 66,6%
Sinais clinicos de cojuntivite unilateral 3 33,3%

3.2.7. Citologia ocular para diagnéstico de C.felis

Em seis gatos positivos por PCR, foram visualizadas, em pelo menos um dos olhos,
inclusBes intracitoplasmaticas suspeitas de infecdo por C.felis (figura 25). Estas foram
detetadas, apenas, em um animal, de modo bilateral (figura 26). N&do foram detetadas
inclusBes intracitoplasméaticas suspeitas de infecdo por C.felis em nenhum dos animais
negativos na PCR.

Em trés dos nove animais positivos ao diagnostico molecular (33,3%), ndo se

visualizaram células inflamatorias. Nos restantes, foram detetadas, com igual frequéncia
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(22,2%, 2/9), inflamacéao neutrofilica e linfocitica bilateral, inflamacao neutrofilica e linfocitica

unilateral e inflamacao neutrofilica bilateral.

Figura 25 — Citologia conjuntival corada com May Grunwald-Giemsa QUICK STAIN, onde se
observa incluséo intracitoplasmocitaria de C.felis (seta) (objetiva de 1000x) (Original da autora).

1

Com inclusdes Com inclusdes Sem inclusGes
intracitoplasmaticas em apenas intracitoplasmaticas em ambos intracitoplasmaticas
um olho os olhos

Figura 26 — Distribuicdo dos gatos positivos por PCR para C.felis em funcédo da existéncia
de inclusdes intracitoplasmaticas.

3.2.8. Presenca de co-infeccOes

Em 17,2% (5/29) dos gatos em estudo foi possivel amplificar DNA de FHV-1 e de
C.felis, isto é, 29,4% (5/17) (figura 27) dos animais infetados por FHV-1 e 55,5% (5/9) (figura
28) dos animais infetados por C.felis, estavam co-infetados (tabela 14).

Importa também realcar que tinha sido diagnosticada infeccdo pelo virus da
imunodeficiéncia felina (FIV) a dois dos gatos infetados por C.felis.
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Infecgdo Unica Co-infecgdo

Figura 27 — Frequéncia dos gatos infectados por FHV-1 em infec¢do Unica e co-infeccao.

Infecgdo Unica Co-infecgdo

Figura 28 — Frequéncia dos gatos infectados por C.felis em infecgdo Unica e co-infeccao.

Tabela 14 — Frequéncias dos diferentes agentes em estudo, em infe¢cdo Unica e em co-
infecédo.

Agentes em estudo Frequéncia (n=29)
Absoluta Relativa
FHV-1 (Co + IU) 17 58,6%
C.felis (Co + IU) 9 31,0%
FHV-1 + C felis 5 17,2%
FHV-1 (1U) 12 41,3%
C felis (1U) 4 13,8%

Co — co-infec¢éo; IU — infeccao Unica
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[NOME DA SERIE] [N IE]
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[NOME DA SERIE]
0 [VALOR]
Infecgdio por M.felis Infecgdo por FHV-1 Infecgdo por C.felis Negativo

Figura 29 — Resumo dos resultados do diagnéstico molecular com a distribuicdo dos
agentes em estudo (n=29).
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4. Discussao de Resultados

A doenca do trato respiratorio superior e a conjuntivite s&o muito comuns em gatos,
apesar de nem sempre lhes ser dada a devida importancia, quer por parte de Médicos
Veterinarios, quer por parte dos tutores. O presente trabalho teve, assim, o objetivo de
identificar, em gatos com sinais clinicos de DTRS/conjuntivite, a presenca de C.felis, FHV-1
e M.felis.

N&o se encontra descrita nenhuma predisposicéo de sexo para a infe¢éo por C.felis
(Sykes, 2005); porém, no presente estudo, 44,4% dos animais positivos para C.felis eram
machos que se encontravam castrados. Estudos conduzidos por diversos autores apontam
para uma predisposicdo trés vezes superior por parte de machos inteiros para infe¢gdo por
FHV-1 e para DTRS. Embora ndo exista uma explicacdo para esta predisposicao, cré-se
que possa ter origem em questdes comportamentais, uma vez que gatos inteiros tendem a
passar mais tempo no exterior e, consequentemente, a estarem mais expostos a agentes
infeciosos (Binns et al., 2000; Dinnage et al., 2009; Wong et al., 2013; Fernandez et al.,
2017). No presente estudo, ndo se verificou nenhuma predisposi¢cdo de sexo para a infecgéo
por FHV-1, uma vez que tanto machos como fémeas, castrados ou inteiros, apresentavam

frequéncias semelhantes.

Sendo as causas infeciosas as mais comuns para conjuntivite, € compreensivel que
ndo tenham sido obtidos resultados positivos em gatos com idade inferior a oito semanas,
visto que até esta idade os animais se encontram protegidos pelos anticorpos maternos
(Wills, 1986; Stiles, 2003; Gould, 2011).

A média de idades dos animais em estudo foi 47 meses (figura 6). De entre os
animais com PCR positivo para C.felis e FHV-1, a média de idades foi, respetivamente, 38
meses e 49 meses. Estas médias apresentam-se semelhantes entre si, porém um pouco
elevadas em comparacdo ao descrito na literatura (Wills et al., 1988; Sykes et al., 1999a;
Sykes, 2005; Turner 2010b; Fernandez et al., 2017). Estas idades sugerem que, na maior
parte dos gatos, ndo se tratasse de uma infecdo primaria. Contudo, esta hipotese deve ser
colocada com cautela, dada a idade média dos animais em estudo ser relativamente
elevada (47 meses) e devido ao facto de existir, apenas, um animal com idade inferior a 6
meses (idade até a qual as infe¢Bes primérias por FHV-1 sdo mais provaveis). Por outro
lado, a mesma hipotese pode ser suportada pelo facto de, apenas, 23,5% de animais com
PCR positivo para FHV-1 (tabela 12) e 33,3% dos positivos para C.felis (tabela 13),
apresentarem conjuntivite unilateral, o que remete para a presenca de uma infegdo cronica
(Nasisse et al., 1989b; Stiles, 2003; Sykes, 2005; Gruffydd-Jones et al., 2009; Turner 2010b;
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Gould, 2011). A semelhanca do que parece acontecer no presente estudo, também no
estudo de Fernandez e colaboradores (2017), ndo se encontrou relacdo entre a idade jovem

e estas infe¢des.

Os motivos que mais frequentemente levaram os animais a consulta foram a
profilaxia e a realizacdo de ovariohisterectomias/castracées. Embora todos os gatos em
estudo apresentassem sinais clinicos de conjuntivite e/ou de DRTS, apenas 20,7% se
apresentaram a consulta por esses motivos (figura 7). Estes dados provam que, embora a
doenca do trato respiratorio superior seja frequente, é muitas das vezes negligenciada por
parte dos tutores. Esta situacdo encontra-se, também, descrita na literatura (Lee-Fowler,
2014, Lister et al., 2015; Wagner et al., 2018). Muitos tutores afirmam que ndo atribuem
relevancia, devido a cronicidade dos sinais clinicos e, na opinido dos mesmos, por ndo
interferirem diretamente com a qualidade de vida dos animais, uma vez que ndo notam

sinais de dor ou desconforto.

Nos gatos infetados por FHV-1 ndo existiu uma discrepancia relevante entre
animais desparasitados (9/17) e animais ndo desparasitados (8/17) (figura 15), ao invés dos
resultados obtidos para C.felis, onde apenas um ter¢co dos animais (3/9) ndo tinha efectuado
qualquer tipo de protocolo de desparasitacdo (figura 23). A percentagem de animais com
resultado negativo para todos os agentes foi superior em gatos ndo desparasitados. Nao foi
encontrada na literatura nenhuma relagéo entre a desparasitacdo dos animais e a infecdo
pelos agentes em estudo. Porém, seria expectavel que um animal parasitado pudesse
apresentar alguma imunossupressao e, por isso, encontrar-se mais vulneravel a qualquer
uma das infe¢des ou, no caso de ja estar infetado por FHV-1, acontecer uma reativacéo da
infecdo. Note-se, no entanto, que 51,7% dos animais em estudo, ndo estavam

desparasitados (figura 8), o que podera justificar esta observacgéo.

Apenas quatro animais estavam vacinados com um protocolo que confere
imunidade contra a clamidiose felina (figura 9), o que é justificavel por ndo se tratar de uma
vacina core, contrariamente a vacina trivalente (Gruffydd-Jones, 2009; Fernandez et al.,
2017). A vacina RCP+Ch mostrou-se competente para C.felis, pois nenhum destes animais
apresentou resultado positivo para este agente (figura 22).

De entre 0s 12 animais vacinados com protocolos que conferem imunidade contra
FHV-1 (trivalente, pentavalente e RCP+Ch), oito apresentaram resultado positivo para FHV-
1, sendo que quatro estavam vacinados com a vacina trivalente, trés estavam vacinados

com RCP+Ch, dois tinham iniciado o protocolo vacinal e, apenas, um gato estava vacinado
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com a vacina pentavelente (figura 14). Estes resultados comprovam o descrito na literatura,
onde se relata a importancia da verificacdo do estado de vacinacado dos animais infetados
(incluindo a mae, quando se trata de animais jovens) (Gould, 2011). Porém, animais
vacinados também podem desenvolver a infe¢do por FHV-1, ainda que geralmente de forma
muito mais leve, uma vez que as vacinas apenas reduzem a gravidade dos sinais clinicos,
ndo prevenindo nem a infecdo, nem a reativacdo do virus latente (Stiles, 2003; Turner,
2010b). Por outro lado, alguns dos animais em estudo provinham de Associacdes que
recolhem animais errantes, tendo estes sido vacinados ja em adultos, ndo se conhecendo o
seu historial clinico, nem se ja estariam infetados aquando da vacinagdo, encontrando-se

virus na sua fase de laténcia.

Relativamente ao tipo de habitagdo dos animais em estudo, seria expectavel que a
maioria dos gatos infetados tivesse acesso ao exterior, uma vez que a probabilidade de
infecdo € superior, devido ao contacto com animais infetados ou fémites (Halanova et al.,
2011; Wu et al., 2013; Fernandez et al., 2017; Lobova et al., 2019). Contudo, tal facto nem
sempre se verificou. Embora mais de metade dos animais em estudo tivesse acesso ao
exterior, 53,0% dos positivos para FHV-1 viviam exclusivamente indoor (figura 16).
Relativamente aos gatos positivos para C.felis, 66,7% tinham acesso ao exterior, embora
metade deles em regime misto.

Apenas trés animais positivos a FHV-1 e dois animais positivos para C.felis ndo
coabitavam com outros gatos. De entre os animais com infeccdo por FHV-1, 64,7%
coabitavam com gatos com sinais clinicos de DTRS/conjuntivite, 0 mesmo acontecendo a
33,3% dos gatos positivos para C.felis (figuras 17 e 24, respetivamente). Esta situagdo torna
mais provavel a sua infec¢do, conforme descrito por diversos autores (Hanselaer et al.,
1989; Yan et al., 2000; Turner, 2010b; Halanova et al., 2011; Wu et al., 2013; Fernandez et
al., 2017). E, também, importante referir que a maior parte dos gatos em estudo foram
resgatados da rua e, por isso, a probabilidade de terem coabitado com animais com sinais

clinicos é superior.

No que respeita aos sinais clinicos, dos animais em estudo, 20,7% nao
apresentavam historial clinico pregresso de conjuntivite, 0 que leva a crer tratarem-se de
infecdes agudas. Por outro lado, 37,9% ja tinham historial de conjuntivite, o que remete para
a presenca de infecdo cronica. Sobre os restantes 41,4% dos animais, ndo foi possivel obter
essa informacao, por se tratarem de animais de rua e/ou recém adotados.

O sinal clinico ndo especifico de conjuntivite mais frequente nos gatos infectados

foram os espirros, com 41,2% nos positivos para FHV-1 e 33,3% nos positivos para C.felis
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(tabelas 12 e 13). Estes resultados corroboram o descrito por Sykes et al. (1999a), que
descrevem que animais que apresentam espirros estdo mais frequentemente infetados por
FHV-1 do que por C.felis. Prostracdo e anorexia foram, também, sinais clinicos comuns,
com uma frequéncia de 23,5% cada, para animais positivos a FHV-1 e 33,3% e 22,2%,
respetivamente, para animais positivos para C.felis (Helps et al., 2005; Dinnage et al., 2009)
(tabelas 12 e 13).

O sinal de conjuntivite apresentado com maior frequéncia na popula¢do em estudo
foi o corrimento ocular seroso, observado em 55,2% dos gatos, seguido de hiperemia
conjuntival, com 48,3% (tabela 11). Estes foram, também, os sinais clinicos mais
frequentemente representados nas infe¢cdes por FHV-1, contrariamente ao que se verificou
nos animais infetados por C.felis, onde a hiperemia foi o sinal mais frequente, seguido de
guemose e corrimento ocular mucopurulento (tabelas 12 e 13). Segundo a literatura
consultada, estes sdo os sinais clinicos mais comuns em gatos infetados tanto por FHV-1
como por C.felis, a semelhanca do encontrado no presente estudo. Era, também, expectavel
que o tipo de corrimento ocular mais frequente fosse o corrimento ocular seroso, pois é o
mais comum em infe¢cBes pelos agentes em estudo e porque antecede os restantes tipos de
corrimento (Hoover et al., 1978; Wills & Gaskell, 1985; Nasisse et al., 1989b; Morgan 1994;
Morgan et al., 1996; Stiles, 1995; Nasisse et al., 1998; Ramsey, 2000; Allgoewer et al.,
2001; Stiles, 2003; Gruffydd-Jones et al., 2009; Turner, 2010b; Gould, 2011; Stiles, 2013).

Os sinais clinicos de conjuntivite observados nos gatos com infecgéo,
apresentaram-se, mais frequentemente, de modo bilateral, em particular nos infectados por
C.felis (figura 13 e 21), indo ao encontro da hipotese de que a maioria das infecdes
diagnosticadas, sé@o infe¢fes secundarias ou que estiveram em periodo de laténcia (Sykes,
2005; Gruffydd-Jones et al., 2009).

Dois dos animais positivos para FHV-1, ndo apresentavam quaisquer sinais de
conjuntivite no momento da recolha. Embora possivel, a hipétese de se tratarem de falsos

positivos é remota, apontando para uma infecéo em fase de laténcia (Turner, 2010b).

No presente estudo, FHV-1 foi o agente etiol6gico detetado em maior nimero de
gatos (n=17) (tabela 14, figura 29), tal como esperado, pois este encontra-se descrito como
sendo a maior causa de conjuntivite crénica e aguda nesta espécie (Nasisse et al., 1993). A
taxa de infeccdo detetada para agente foi de 58,6% (tabela 14). Este valor foi superior ao ja
descrito por Hartmann e colaboradores (2010), onde foi determinada uma prevaléncia de
27% (11/41), utilizando a mesma técnica e tendo o0 mesmo gene como alvo. Porém, o
resultado obtido encontra-se dentro dos valores descritos por varios autores, entre 1% e

88,9%, utilizando diversos métodos de diagnéstico (Hara et al. 1996; Stiles et al., 1997a;
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Stiles et al., 1997b; Burgesser et al., 1999; Maggs et al., 1999b; Sykes et al., 1999a; Sykes
et al., 2001; Helps et al., 2003; Maggs & Clarke, 2005; Volopich et al., 2005; Fernandez et
al., 2017; Nguyen et al., 2018).

Ao exame citolégico, ndo foram visualizadas quaisquer inclusdes virais, sugestivas
de infecdo por FHV-1. Este resultado comprova a baixa sensibilidade do diagnéstico
citoldgico face ao diagndstico molecular, como descrito na literatura consultada, onde se
relata que a visualizagdo destas inclusbes é pouco frequente (Volopich et al., 2005; Amor,
2014, p.60; Hillstrom et al., 2012). De entre os animais positivos para FHV-1 através da
PCR, 41,2% n&o apresentavam inflamac¢éo em nenhum dos olhos. Hillstrom e colaboradores
(2012), descrevem uma prevaléncia de 44% de animais positivos para FHV-1 por PCR que
ndo apresentavam inflamacé&o ou com inflamacéo ligeira. Contrariamente ao descrito por
estes autores, onde nenhum dos animais positivos para FHV-1 na PCR apresentou
inflamacao linfocitica nem bacteriana, no presente estudo um gato apresentava inflamacéo
bacteriana e trés inflamacéo linfocitica. Esta diferenca de resultados pode dever-se ao baixo
namero de amostras do estudo de Hillstrom e colaboradores (2012) face ao presente (8
animais versus 17 animais). Por outro lado, a infecdo bacteriana pode né&o ter sido a
etiologia priméria de conjuntivite, ndo estando, por isso, diretamente associada a infecao por
FHV-1. Possivelmente, a presenca dessa infecdo bacteriana podera dever-se a uma
infecdo de caréater oportunista por parte da propria microbiota bacteriana da conjuntiva face
a conjuntivite (Souza et al., 2010).

Outra justificacdo para esta discrepancia entre resultados das duas técnicas
utilizadas prende-se com a possibilidade de ocorréncia de falsos positivos no diagndstico
por PCR e falsos negativos no diagnéstico citolégico. Os resultados falso-positivos poderéo
dever-se a contaminacdes com DNA exdgeno, enquanto que os falso-negativos poderéo
relacionar-se com a baixa celularidade de algumas das amostras. No presente trabalho,
porgue nos controlos negativos realizados em todos os PCR, ndo ocorreu amplificagdo de

DNA, a hipotese da ocorréncia de resultados falso positivos parece remota.

A taxa de infeccdo por C.felis no presente estudo foi de 31,0% (tabela 14). Este
valor encontra-se proximo dos valores descritos na literatura. Diversos estudos
epidemioldgicos mostram prevaléncias entre 3,12% e 30% em animais que apresentam
conjuntivite (Shewen et al., 1980; Wills et al., 1988; Hanselaer et al., 1989; Gruffydd-Jones et
al., 1995; Iwamoto et al., 2001; Rampazzo et al., 2003; Low et al., 2007; Baumworcel et al.,
2017; Fernandez et al., 2017). Schulz e colaboradores (2015) obtiveram, por PCR, uma
frequéncia de 35,6% (37/104) para C.felis em animais com DTRS, quando estudadas quatro

amostras de diferentes locais (faringe, lingua, nariz e conjuntiva) para cada animal.
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Considerando, apenas, 0s animais positivos em amostras retiradas da conjuntiva (tal como
acontece no presente estudo), a frequéncia foi de, apenas, 24,0%. O valor obtido no
presente estudo poderia, também, ser superior se tivessem sido analisadas amostras de
outras localizacdes.

De entre os animais com PCR positivo para C.felis, 66,6% apresentaram inclusdes
intracitoplasmaticas suspeitas de infecdo por este agente (figura 25). As prevaléncias
encontradas na literatura variam entre 20% e 100%, para animais positivos por PCR
(Hillstrom et al., 2012; Amor, 2014, p.61; Anderlini et al., 2018). As inclusbes
intracitoplasméticas diagnosticas de C.felis sdo visualizadas com maior probabilidade entre
0s 7 e os 14 dias ap0s a infecdo, o que pode contribuir para a existéncia de resultados falso
negativos, caso a citologia seja realizada fora deste intervalo de tempo (Ramsey, 2000;
Rand, 2006; Hillstrom et al., 2012).

No presente trabalho, em 33,3% dos gatos positivos para C.felis, ndo foram
visualizadas células inflamatérias. As inflama¢Ges neutrofilica bilateral, mista bilateral e
mista unilateral apresentaram-se com a mesma frequéncia (22,2%). No estudo de Hillstrom
e colaboradores (2012), todos os animais apresentavam inflamacéo, sendo que 37% dos
mesmos apresentavam inflamacéo neutrofilica, 37% inflamagéo linfocitica e 25% inflamacgéo
mista. Estes resultados podem servir como referéncia; porém, ndo podem ser tidos como
comparagdo direta, pois 0s autores apenas retiraram uma amostra ao olho afetado com

maior gravidade, ao passo que, no presente trabalho, existe uma dinamica uni/bilateral.

No presente trabalho ndo foram identificados gatos infectados com M.felis. Embora
os organismos do género Mycoplasma sejam, frequentemente, encontrados, quer em gatos
sintomaticos, quer em gatos assintomaticos, 0 seu papel como agente etiolégico primario
nas conjuntivites e na DTRS carece, ainda, de certezas, existindo estudos contraditérios
(Campbell et al., 1973; Tan, 1974; Haesebrouck et al., 1991; Low et al., 2007; Sjodahl-Essén
et al., 2008; Veir et al., 2008; Holst et al., 2010; Hillstrom et al., 2012; Gourkow et al., 2013;
Stiles, 2013; Fernandez et al., 2017). A semelhanca dos resultados aqui obtidos, a auséncia
de infeccdo também foi descrita noutros estudos semelhantes (Sjodahl-Essén et al., 2008;
Amor, 2014).

Embora a citologia conjuntival ndo seja tida como o método de diagndstico mais
eficaz para este agente, no presente estudo nao foram encontrados organismos compativeis
com a infe¢cdo por M.felis, em nenhuma das amostras observadas, o que vai ao encontro

dos resultados obtidos através da PCR.

81



Dos 29 gatos em estudo, apenas cinco (17,2%) foram positivos tanto para FHV-1
como para C.felis (tabela 14). Este valor estd um pouco abaixo do descrito por Fernandez e
colaboradores (2017), onde 35,4% (92/260) dos animais que apresentavam sintomatologia
clinica, estavam co-infetados. De notar que este estudo incluia ndo s6 um maior nimero de
animais, como animais com sintomatologia de conjuntivite, DTRS e/ou gengivoestomatite,
ndo especificando quantos animais co-infetados apresentavam sintomatologia de
gengivoestomatite, pelo que, as duas populagdes ndo sdo comparaveis. Outro fator que
pode justificar a discrepancia entre resultados é o facto de o estudo de Fernandez e
colaboradores (2017) incluir, também, o diagndstico de Calicivirus felino. Num estudo levado
a cabo por Lobova e colaboradores (2019), foi obtido um valor de 17,4% (38/218) para
animais co-infetados. Este valor é semelhante ao obtido no presente estudo; porém, além
dos agentes estudados no presente trabalho, os autores estudaram, também, Calicivirus
felino e Bordetella bronchiseptica, pelo que os valores devem ser comparados com cautela.
Acresce, ainda, que o estudo de Lobova e colaboradores (2019) engloba, quer animais com
sintomatologia clinica de DTRS, quer animais clinicamente saudaveis, isto €, a populacdo
em estudo é distinta da do presente estudo.

O Unico gato que, no presente estudo, apresentava, simultaneamente, hiperemia e
quemose, de forma bilateral, encontrava-se infetado tanto por FHV-1 como por C.felis.
Todos os animais co-infetados apresentavam conjuntivite com hiperemia.

Dos animais infetados por C.felis, 55,5% estavam co-infetados com FHV-1 (tabela
14). Este valor esta dentro dos valores descritos na literatura, que variam entre os 8% e o0s
64% (Wills et al., 1988; Von Bomhard et al., 2003).

Dois animais estavam infetados, simultaneamente, com o virus da imunodeficiéncia
felina (FIV) e C.felis. Esta co-infecdo prolonga a duragdo da conjuntivite e o tempo de
excrecdo de C.felis forma consideravel (O’Dair et al., 1994; Lobova et al., 2019). Gatos
infetados com FIV excretam o virus durante um periodo que pode ir até 270 dias, o que
contrasta com os 70 dias de excrecdo em animais néo infetados com FIV (O’Dair et al.,
1994). Os gatos do presente estudo tinham sido resgatados da rua recentemente, ndo se

sabendo, por isso, a data do inicio dos sinais clinicos.

Oito dos animais inseridos no estudo, ndo apresentaram resultado positivo para
nenhum dos agentes estudados. Embora a hip6tese de se tratarem de falsos-negativos
devido, por exemplo, a recolha insuficiente da amostra e/ou a fase de laténcia caracteristica
de algumas destas infecdes, ndo possa ser colocada de parte, existem outras etiologias que
podem explicar os sinais clinicos por estes apresentados, nomeadamente, infeccdo por

calicivirus, conjuntivite bacteriana, conjuntivite alérgica, corpo estranho/trauma,
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gueratoconjuntivite seca, queratoconjuntivite eosinofilica ou neoplasia (ex: linfoma). A
conjuntivite pode, ainda, ser secundaria a outra doenca ocular como entrépio, uveite,
glaucoma ou, ainda, a presenca de uma massa ha regido orbital (que, por sua vez, pode
obstruir a drenagem venosa, causando hiperemia e quemose) (Maggs, 2008; Turner, 2010a;
Hartley, 2014).

No presente estudo, podemos apontar como principal limitacdo, 0 ndmero de
amostras, que se desejava maior, e a falta de seguimento clinicos dos casos, uma vez que
0S animais provinham, maioritariamente, de Associacfes ou Abrigos de animais retirados da
rua. Seria, também, oportuno continuar este estudo, porém, com maior nimero de amostras,

recolhidas de outras localiza¢Bes, como a lingua, faringe e nariz.

Apesar das limitagbes acima referidas, este estudo contribuiu para reafirmar a
técnica de PCR como a técnica de eleicdo, comparativamente a citologia conjuntival, para o
diagndstico de FHV-1 e C.felis e confirmar FHV-1 como um importante agente responséavel
por conjuntivites associadas a DTRS. Sendo escassos os estudos desta natureza em
Portugal, o presente estudo é, também, importante para conhecer melhor a realidade

nacional no que toca a prevaléncia destes agentes.
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5. Conclusoes

A conjuntivite e a DTRS séo doencas encontradas, com muita frequéncia, na
pratica clinica de pequenos animais, 0 que, por si so, torna crucial o seu estudo.

Com o presente trabalho foi possivel, ndo s6 comprovar a origem infeciosa de
grande parte das conjuntivites associadas a doenga do trato respiratério superior, como
conhecer melhor os seus agentes etiologicos e a abordagem ao seu diagnostico.

Tal como esperado, as etiologias néo infeciosas mostraram-se pouco frequentes,
dando énfase ao papel dos agentes infeciosos nas conjuntivites associadas a DTRS.

Tal como descrito na literatura, o FHV-1 foi 0 agente diagnosticado com mais
frequéncia (58,6%), seguido de Chlamydophila felis (31,0%).

Este trabalho vem acentuar a davida relativa ao papel de Mycoplasma felis como
agente primario nas conjuntivites associadas a DTRS, uma vez que este agente nao foi
diagnosticado em nenhum dos animais em estudo.

Os sinais clinicos apresentados ndo permitiram, por si s0, diferenciar qual/quais
o(s) agente(s) etioldgico(s) presente(s), acentuando a necessidade de métodos diagnosticos
complementares distintos para um correto diagnéstico. Este diagnéstico é importante para
gue a terapéutica implementada seja a adequada.

A PCR mostrou-se o método de diagnéstico mais indicado para os agentes em
estudo. Embora mais eficaz do que a citologia conjuntival, apresenta a desvantagem de ser
uma técnica mais dispendiosa, 0 que a torna menos comum na prética clinica. Assim sendo,
na impossibilidade de realizar PCR, a citologia conjuntival mostra-se uma boa alternativa,
principalmente para o diagndstico de C.felis. Embora possa ndo permitir um diagnéstico
definitivo, a citologia conjuntival permite uma orientacdo diagnostica, rapida, nao
dispendiosa, passivel de ser realizada em qualquer clinica e que pode ser muito util.

Por fim, o presente trabalho foi, também, particularmente Util na sensibilizacdo dos
tutores quanto a presenga de conjuntivites nos seus animais, uma vez que estas se
mostram, frequentemente, subvalorizadas, ndo sendo com frequéncia, motivo de

apresentacdo do animal & consulta.
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Apéndice |

Tabela 15 — Farmacos utilizados na terapéutica de FHV-1.

Medicamento

Trifluridina

Idoxuridina

Ganciclovir

Aciclovir

Classe

Andlogo de
nucleésido

Anélogo de
nucledsido

Analogo de
nucleésido

Analogo de
nucleésido

Administracéo

Topico a 1%:

Administrar a cada 4-6

horas, durante
21 dias

Tépico a 0,1%
A cada 4-6 horas,
durante 21 dias

Tépico

Gel a 0,15%, a cada 4-6
horas, durante 21 dias

Tépico a 0,5% , 5 vezes
ao dia, durante 10 dias

Eficaciain

vitro

Excelente

Excelente

Excelente

Fraca

Eficaciain
vivo

Nao
determinada

Nao
determinada

Nao
determinada

Moderada

Estudos de
controlo
publicados in
vivo

Comentarios

Tratamento topico de
primeira escolha.
Maior penetracdo no
epitélio da cérnea,
comparativamente a
N&o idoxuridina e a vidarabina.

Téxico quando
administrado
sistemicamente.
Pode causar irritacdo
ocular em gatos.

Toxico se administrado
Nao sistemicamente.

E aproximadamente dez
Nao vezes mais eficaz in vitro
gue o aciclovir

Sinergia quando
combinado com a
Sim administracao de IFN-a
humano.
Pode levar a supresséo da

Referéncias

O’Brien &
Edelhauser, 1977
Chin, 1978 Nasisse
et al., 1989
Stiles, 1995 Maggs,
2001
Galle, 2004
Thiry et al., 2009
Gould, 2011
Thomasy & Maggs,
2016
Kaufman, 1980
Stiles, 1995

Maggs, 2001
Thiry et al., 2009

Thomasy & Maggs,
2016

Maggs & Clarke,
2004 Van der
Meulen, 2006 Thiry
et al., 2009
Gould, 2011
Thomasy & Maggs,
2016

Nasisse et al., 1989
Weiss, 1989
Owens et al., 1996
Maggs, 2001



Vidarabina

Cidofovir

Famciclovir/
Penciclovir

Anélogo de
nucledsido

Anélogo de
nucledsido

Analogo de
nucleésido

Topico. Pomada a 3% a
cada 4-6 horas, durante
21 dias

Tépico a 0,5%.
A cada 12 horas,
durante 21 dias

Oral:
90 mg/kg, a cada 12
horas, durante 21 dias

Sim

Sim

Sim

Nao

determinada N
Sim Sim
Sim Sim

medula 6ssea se
administrado
sistemicamente (séo

necessarias doses muito

elevadas).

Toxico se administrado

sistemicamente.

Pode causa estenose do

canal nasolacrimal.

Famcinclovir € um pro-
farmaco altamente
biodisponivel do
penciclovir.

Metabolizacdo hepética e

excrecao renal exigem

monitorizac@o destes
orgaos.

Mais seguro do que o

aciclovir e valaciclovir.

Maggs & Clarke,
2004
Williams et al., 2004
Williams et al., 2005
Van der Meulen,
2006 Hussein et al.,
2008a
Hussein et al., 2008b
Thiry et al., 2009
Hartley, 2010 Gould,
2011
Thomasy & Maggs,
2016
Nesburn et al., 1974
Lauter et al., 1976
Chin, 1978
Stiles, 1995 Thiry et
al., 2009

Thomasy & Maggs,
2016

Gordon et al., 1994
Sherman et al., 2002
Maggs & Clarke,
2004 Sandmeyer et
al., 2005a
Fontenelle et al.,
2008 Gould, 2011
Thomasy & Maggs,
2016

Gould, 2011
Groth et al., 2014
Hussei et al., 2008a
Hussein & Field,
2008
Maggs & Clark, 2004
Thomasy & Maggs,
2016
Malik et al., 2009
Nasisse et al., 1997
Owens et al., 1996



IFN-w Felino

IFN-a Humano

Lisina

Interferéo

Interferdo

Aminoacido

Sistémico:
1 MU/Kg SC
SID ou QUOD.

Oral: 50 000- 100 000

Ul/dia, 90 dias.

Tépico: diluir 10MU em
19ml de NaCl a 0,9% e

utilizar como colirio.

Duas gotas em cada
olho, 5 vezes/dia, 10

dias.

Sistémico: SC — doses

altas.
10%-10° IU/kg SC, a
cada 24 horas.
PO — doses baixas
5-35 Ul/dia.

Oral: 250 mg BID ou
400mg SID

Sim

Sim

Sim

Nao
determinada

Sim

Nao
determinada

Sim, porém
limitados e
contraditérios

Sim, porém
alguns
contraditérios

Sim, porém
contraditérios

Uso seguro em gatos.
Utilizar juntamente com

lisina em infecdes
crénicas.

Menos bioativo que o
interferdo felino.

Reduz os sinais clinicos,
mas néo a excre¢ao viral.
Utilizar juntamente com

lisina em infe¢cbes
crénicas.

Segura.

Pode levar a distarbios

Sebbag et al., 2016
Thomasy et al., 2007
Thomasy et al., 2011

Thomasy et al.,
2012a
Thomasy et al.,
2012b
Thomasy et al., 2016
Williams et al., 2004
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Wilkes & Hatmann,
2016
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Slack et al., 2013
Thomasy & Maggs,
2016 Wilkes &
Hatmann, 2016
Maggs et al., 2000
Maggs, 2001 Stiles



Leflunomida

Lactoferrina

Imunossupressor

Glicoproteina

(bélus)

N&o determinado (em

estudo) =

N&o determinado (em

estudo) Sim

Nao
determinada

Nao
determinada

gastrintestinais leves.
Quando administrada em
bolus, pode reduzir a
excrecao viral em gatos
infetados de forma latente
e, também, os sinais
clinicos em gatos expostos
pela primeira vez ao virus.
Actua competindo com a
arginina que é necessaria
para a replicacao viral.
Pode ser utilizada como
medida profilatica, em
situagfes de stress.

Observou-se citotoxicidade
com concentragées
elevadas.

Atua inibindo a
adsorcao/penetracédo do
virus na célula
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Apéndice Il

(

NIVERSIDADI

2% LUSOFONA

Nome Tutor:

Nome Animal:

Idade:

N2 de Ficha/Processo:

Nr. de Registo

Data da Colheita:

HvL | |

Local da Colheita:

Motivo da consulta:

HV FMV-ULHT

[ ]

Raca:

Género:

Vacinado: N3o FelLV I:l

Interna I:l
Indoor I:l

Desparasitagao:

Habitagao:

Caes D

Se sim, com sinais clinicos?

Cohabitantes:

Externa l:l
Outdoor I:l

Gatos I:l

el ]
Rep ||

Outra

Nao I:l
Misto I:l

Outros |:|

Sinais Clinicos presentes:

Anorexia

Sialorreia

Ulceras: Nasais

Edemas: Face

Espirros

Prostracao

Ictericia

Linguais

Membros

Tosse

Pirexia

Palato

Articulacdes




Corrimento oronasal/
nasal

Corrimento ocular

OE
Hiperemia I:l
Quemose I:l
Simblefaro I:|

Historial clinico:

Data 12 episddio:

Evolugao:

Seroso

Mucopurulento

Sanguinolento

Seroso
Mucopurulento
Sanguinolento

oD

L

OE

oD

Vi



