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Epigrafe

“Viver é como andar de bicicleta. E preciso estar
em constante movimento para manter o equilibrio.”

Albert Einstein
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Resumo

Os virus pertencentes a familia Retroviridae tém vindo a ser estudados
porque sdo responsaveis por importantes infecdes, em varias espécies, em todo o
Mundo. Dentro desta familia incluem-se dois retrovirus felinos com grande
importancia em Medicina Veterinaria, o Virus da Leucemia Felina (FeLV, do inglés
“Feline Leukemia Virus”) e o Virus da Imunodeficiéncia Felina (FIV, do inglés
“Feline Immunodeficiency Virus”). Estes causam um grande espectro de doencas e
comprometem o bem-estar dos animais infetados.

O presente estudo teve como objetivo geral determinar as taxas de infegdes
por FeLV e por FIV, através de um ensaio de imunoabsor¢do enzimatica (ELISA, do
inglés “Enzyme-Linked Immunosorbent Assay”) para a dete¢do de antigénio e
anticorpo, respetivamente, numa amostra populacional de 152 gatos errantes que
vivem na Ilha de Faro, peninsula do Ancdo. Os objetivos especificos foram a
caracterizacdo da populagdo, quanto ao sexo, idade e sinais clinicos e investigar
possiveis relagdes entre os casos positivos de infe¢do e as varidveis epidemiologicas
referidas.

A prevaléncia real de gatos infetados por FeLV foi de 7,6% (13/150) e por
FIV de 14,7% (21/152). Para além do referido, parece existir uma possivel relacao
entre a positividade de infe¢do por FIV e as varidveis idade e presenca de
linfadenopatia.

O presente documento constitui o primeiro estudo epidemioldgico na
populacao de gatos errantes da Ilha de Faro. Assim, recomenda-se a implementagdo
de medidas profildticas nesta populacdo e, no futuro, a realizacdo de novo estudo

epidemioldgico, avaliando a evolugao dos valores de infecao por FeLV e FIV.

Palavras-chave: gatos, retrovirus, FeLV, FIV, Ilha de Faro, ELISA.



Abstract

Viruses belonging to the Retroviridae family have been studied because they
are responsible for important infections, in various species, all over the world. Within
this family, there are two feline retroviruses with great importance in Veterinary
Medicine, the Feline Leukemia Virus (FeLV) and the Feline Immunodeficiency Virus
(FIV). These cause a wide spectrum of diseases and compromise the wellbeing of
infected animals.

The general objective of the present study was to determine, in a population
sample of 152 wandering cats of Ilha de Faro, Ancdo, the rates of FeLV and FIV
infections by an enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) for the detection of
antigens and antibodies, respectively. The specific objectives were to characterize the
population regarding to sex, age and clinical signs and investigate possible relations
between positive cases of infection and epidemiological variables.

The real prevalence of FeLV infected cats was 7.5% (13/150) and of FIV
infected cats was 14.7% (21/152). In addition, there seems to be a possible relation
between the positivity of FIV infection and the variables age and presence of
lymphadenopathy.

This document is the first epidemiological study in a population of
wandering cats of the Island of Faro. Thus, it is recommended the implementation of
prophylactic measures in this population and, in the future, the accomplishment of a

new epidemiological study, evaluating the evolution of FeLV and FIV infection rates.

Key words: cats, retroviruses, FeLV, FIV, Ilha de Faro, ELISA.
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I - Descricao das atividades do estagio curricular

O estagio curricular da autora foi realizado em duas entidades, no
Laboratorio de Analises Clinicas e Histopatologia (LACH) da Faculdade de Medicina
Veterinaria (FMV) da Universidade Luséfona de Humanidades e Tecnologias
(ULHT), em Lisboa, e no Hospital Referéncia Veterinaria Montenegro (HRVM), no
Porto.

O estagio curricular no LACH-FMV, ULHT foi efetuado sob orientagdo da
Professora Doutora Margarida Alves, tendo permitido a elaboracdo da presente
dissertacdo. O estagio teve a duracdo de um més (entre 1 e 31 de Margo de 2016),
onde a autora realizou trabalho laboratorial, conforme descrito no presente
documento.

O estagio curricular no HRVM foi realizado sob orientagdo do Doutor Luis
Montenegro. O estagio teve a duragdo de seis meses (entre 1 de Setembro de 2015 a
28 de Fevereiro de 2016), em regime de horario rotativo, com turnos diurnos de 8
horas (das 9h as 17h ou das 14h as 22h), turnos noturnos de 16 horas (das 17h as 9h)
¢ mistos, de 24 horas.

O hospital tem o servigo de atendimento de urgéncias permanente durante 24
horas, todos os dias do ano. Durante a semana estd aberto para consultas no horario
das 10h as 20.30h, e ao sdbado, das 10h as 18h; o restante tempo, domingos e
feriados, esta ao servigo de urgéncia.

Pontualmente, a autora estava escalada para um turno de 8 horas, das Sh as
17h, noutras instalacdes do hospital, na Clinica Veterinaria Montenegro, também
situada no Porto, que tem o mesmo hordrio de funcionamento que o hospital e
também dispde do servico de atendimento de urgéncia durante 24 horas, todos os dias
do ano. A clinica reine varios servigos, como internamento, consultas de clinica
geral, medicina preventiva e acompanhamento pos-cirtirgico; também sdo efetuadas
cirurgias simples, como ovariohisterectomia (OVH), orquiectomia e remocdo de
pequenos nddulos, que a autora teve a possibilidade de ajudar e/ou assistir.

No HRVM, durante os dias semanais, a autora teve oportunidade de assistir e
intervir nas reunides médicas matinais, onde diariamente eram discutidos os casos
clinicos e abordados temas diversos, de forma a haver troca de conhecimento entre

clinicos e atualizacdo do conhecimento na area da medicina e cirurgia. Teve, ainda,

12



Numero de casos

possibilidade de assistir a varias exposi¢des farmacéuticas de medicamentos e ragdes
médico-veterinarias e a agdes de formagdo na area laboratorial, anestesia, imagiologia
e oncologia que decorreram no hospital. Para além do referido, também preparou e
organizou apresentagdes em regime de trabalho de grupo e/ou individual, onde exp0s,
oralmente, temas pertinentes e casos clinicos, como OVH e hemofilia.

Em relagdo ao servigo de consultas, teve, também, a possibilidade de assistir
e/ou auxiliar nas consultas médico-veterinarias de varias especialidades. Na figura 1
estd descrita, de forma resumida, a casuistica dos casos observados, distribuidos por
especialidades e espécies animais. A casuistica maior foi de consultas de medicina
preventiva, seguindo-se a especialidade de neurologia, infeciologia, oncologia e

nefrologia/urologia, respetivamente.
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Figura 1: Casuistica dos casos observados nas consultas médico-veterindrias no Hospital
Referéncia Veterindria Montenegro, durante o periodo de 1 de Setembro de 2015 a 28 de
Fevereiro de 2016, distribuidas por especialidades e espécies animais,.

Nas consultas de medicina preventiva era realizado um exame clinico geral,
vacinag¢ao, aplicagdo do microchip e desparasitacdo interna e externa.

O servigo de neurologia teve grande importancia, pois a autora aprendeu a
realizar um exame neurolédgico e a localizar a lesdo. As principais lesdes e/ou doengas
observadas foram hérnia discal cervical e toracica e convulsdes/epilepsia. Teve,
também, possibilidade de observar um caso de hidrocefalia e um caso de sindrome de

Wobbler num céo.
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A infeciologia foi uma especialidade com grande casuistica. Importa referir
que os casos de traqueobronquite infeciosa canina foram muitos e regulares durante o
estagio. Observaram-se outros casos de doengas, como esgana € parvovirose, em caes,
e Peritonite Infeciosa Felina (PIF), Infecdao pelo Virus da Leucemia Felina (FeLV, do
inglés “Feline Leucemia Virus”), Virus da Imunodeficiéncia Felina (FIV, do inglés
“Feline Immunodeficiency Virus”), em gatos.

Quanto ao servico de oncologia, foram observados casos muito variados,
como linfoma, osteossarcoma, mastocitoma, melanoma, entre outros. A autora teve
possibilidade de assistir e auxiliar em sessdes de quimioterapia. Aprendeu, ainda, a
realizar o célculo da dose e alguns protocolos que estavam em curso, especialmente
no tratamento de linfoma.

A especialidade de nefrologia/urologia teve consideravel casuistica,
especialmente em animais geriatricos, sendo a insuficiéncia renal, a infe¢do urinaria e
os célculos urinérios os casos mais observados.

A autora teve, também, oportunidade de presenciar os restantes servigos,
apesar de serem em menor nimero. Na especialidade de cardiologia, normalmente,
realizava-se o acompanhamento regular dos animais e os casos mais assistidos foram
os de insuficiéncia cardiaca. No servico de comportamento animal, a autora teve
possibilidade de assistir a consultas de socializagdo entre caes. Durante as consultas
de dermatologia, familiarizou-se com os procedimentos mais realizados, como
citologia e tricograma, assim como os métodos terapéuticos mais adequados. Quanto
a especialidade de endocrinologia, os casos mais observados foram de hipotiroidismo
e hiperadrenocorticismo em cdes e de hipertiroidismo em gatos. No servico de
estomatologia, o complexo eosinofilico felino foi a doenga com maior prevaléncia.
Nas sessoes de fisioterapia e electroestimulagdo, a autora teve oportunidade de assistir
a algumas técnicas adaptadas a cada caso. Na drea de gastroenterologia, a maioria dos
casos foi de ingestdo de corpo estranho, gastroenterite, doenga inflamatdria intestinal
(IBD, do inglés “Inflammatory Bowel Disease”), fecaloma e dilatagdo e/ou tor¢ao
gastrica. Na area de hematologia, os casos mais recorrentes foram de intoxicagdo por
dicomarinicos. Na especialidade de oftalmologia foram examinados casos de catarata,
depdsitos de calcio no olho, microftalmia, distiquiase, conjuntivite e Glcera na cornea
e foi dada possibilidade a autora de se familiarizar com os instrumentos e
procedimentos mais executados neste servico, como a utilizagdo do otoscopio, teste

de Schirmer, teste de fluoresceina, tonometria, entre outros. Na especialidade de
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Numero de casos

ortopedia, auxiliou em exames de diagnostico precoce de displasia da anca, em testes
para diagnostico de rotura de ligamento cruzado anterior e luxacdo de patela e
observou casos de traumatologia, como fratura 6ssea e maceragdo muscular por
atropelamento. Na area de pneumologia, a maioria da casuistica foi de bronquites
crénicas e broncopneumonias. Por fim, na area da reproducgdo e obstetricia, a autora
teve oportunidade de acompanhar consultas de planecamento de gestacdo de um casal
de caes da raga Akita Inu, onde aprendeu a realizar e a interpretar citologias vaginais,
recolha de sémen e avaliag@o e controlo da gestacdo por ecografia.

Em relagdo ao servigo de cirurgia, participou na preparagdo pré-cirirgica, na
cirurgia propriamente dita e na monitorizagdo pos-cirurgica. Na figura 2 est4 descrita,
de forma resumida, a casuistica das cirurgias observadas, distribuidas pelas espécies

animais.
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Figura 2: Casuistica dos casos observados nas cirurgias médico-veterinarias no Hospital
Referéncia Veterindria Montenegro, distribuidas por especialidades e espécies animais,
durante o periodo de 1 de Setembro de 2015 a 28 de Fevereiro de 2016.

Na preparagdo pré-cirurgica, a autora tinha como principais tarefas ajudar
e/ou realizar o painel analitico adequado ao animal, discutido com o médico
veterinario responsavel, colocar o cateter endovenoso e assegurar a correta
fluidoterapia, fazer contencdo animal quando requisitada para tal, efetuar a tricotomia,
lavagem e desinfecdo da area cirurgica, discutir a pré-medicacdo adequada ao animal
com o médico anestesista, realizar a inducao anestésica e assegurar a administragao da

medicacdo profilatica pré-cirargica, conforme prescrita pelo médico. Na sala de
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cirurgia, a autora executava e/ou ajudava na entuba¢do do animal e conexdao ao
sistema de anestesia volatil e na ligacao de todos os equipamentos necessarios para
monitorizagdo anestésica e respetiva cirurgia.

Durante a cirurgia, a autora tinha as tarefas de monitorizacdo anestésica do
animal, ajudante de cirurgido e circulante. Quando destacada para monitorizacao
anestésica, tinha de conferir as constantes vitais do animal, assegurando uma correta
anestesia. Como ajudante de cirurgido, teve oportunidade de, na pratica, observar
técnicas cirrgicas e, no final da cirurgia, pontualmente teve oportunidade de realizar
uma sutura de encerramento. Quando selecionada para circulante, a principal tarefa
era fornecer o material cirurgico necessario, de forma célere e asséptica.

Apds terminar a cirurgia, a autora acompanhava o animal, realizava
radiografias pos-cirtirgicas, quando solicitadas pelo médico cirurgido, e assegurava a
monitorizagdo pos-cirirgica, controlando os sinais vitais, certificando a subida da
temperatura e a administragdo da medicacdo necessaria, prescrita pelo médico.

Conforme apresentado na figura 2, a maioria das interven¢des observadas
foram cirurgias de tecidos moles, geralmente, OVH e orquiectomia simples. No
entanto, a autora também teve possibilidade de assistir a outras cirurgias de tecidos
moles para além das referidas, como OVH por complicagdes como pidmetra ou
mucometra, cesariana, mastectomia, esplenectomia, gastrotomia por corpo estranho,
resolugdo de torcdo géastrica, resolugdo de hérnia diafragmatica, excisdo de nddulos
cutaneos, lipomas, mastocitomas e outros.

A maioria dos casos de neurocirurgia foram da espécie canina e a cirurgia
que a autora teve possibilidade de assistir, com maior frequéncia, foi a
hemilaminectomia. Foi, ainda, possivel ajudar numa cirurgia complicada de resolu¢ao
de luxagdo atlanto-axial com fratura da asa do atlas.

A cirurgia ortopédica teve, também, considerdvel casuistica, tendo as
principais técnicas cirargicas observadas sido de resolucdo de fraturas de ossos longos
com aplicagdo de placas, amputacdo de membros posterior e anterior, entre outros.

Em relagdo a intervencdo estomatoldgica, a autora auxiliou em
destartarizagdes e extracdes dentdrias e teve oportunidade de acompanhar as varias
fases de um caso de implantagdo de uma protese de um dente canino, num cdo da raga
Galgo Afegao.

A cirurgia oftdlmica foi a menos observada, mas os casos que teve

possibilidade de auxiliar foram de resolugdo de distiquiase e enucleacao.
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O hospital disponibiliza o servigo de endoscopia, tendo sido possivel auxiliar
diversos procedimentos; a gastroscopia foi a mais observada, tendo ajudado na
realizacdo de biopsias com recurso a endoscopio.

Da mesma forma, o hospital tem ao dispor métodos de diagndstico
complementares, como hemograma, andlises bioquimicas sanguineas, ionograma,
urianalise, exame fecal, citologia e anatomia patoldgica, analises microbioldgicas e
micologicas, recolha e andlise de liquido cefalorraquidiano, que a autora teve a
possibilidade de executar e/ou auxiliar. O hospital trabalha em conjunto com
laboratérios de analises clinicas médico-veterindrios nacionais e internacionais, que
realizam testes serologicos e hormonais, quando requisitados pelo centro hospitalar.

As andlises clinicas sdo requeridas pelos médicos responsaveis e efetuadas
para avaliacdo pré-cirirgica, auxilio ao diagnoéstico clinico, apreciagdo de resposta a
tratamentos em curso e, de forma rotineira, para monitorizagdo da fungdo dos
principais o6rgaos, especialmente em pacientes geriatricos. A autora teve possibilidade
de discutir o painel analitico mais adequado a alguns casos clinicos.

No servigo de imagiologia do hospital incluem-se radiografia e ecografia. A
autora realizou e/ou auxiliou em exames radiograficos, mielografia, ecografias
abdominais, ecocardiografias e procedimentos ecoguiados, como cistocentese, puncao
aspirativa de estruturas internas e colocacdo de pleurocan (R).

Para além do ja referido, ainda teve oportunidade de auxiliar exames
imagiologicos no Centro de Imagem Montenegro, como a tomografia axial
computorizada e a ressonancia magnética. No Centro de Imagem, quando requisitada,
a autora ajudava na conten¢do animal, colocagdo de cateter endovenoso, assegurando
a fluidoterapia, administragdo de medica¢do pré-anestésica e inducdo anestésica,
entubacao, certificando-se da correta ligacdo ao sistema de anestesia volatil, controlo
da anestesia e administragdo de solucdo de contraste, quando necessario. A autora
aprendeu algumas nog¢des basicas destes dois meios de diagnostico.

Em relacdo ao servico de internamento, estava encarregue de fazer os
exames clinicos diarios (controlo da temperatura, frequéncia respiratdria, frequéncia
cardiaca, pulso, mucosas e tempo de replecdo capilar), garantir o cumprimento da
fluidoterapia e a sua adequada preparagdo, com supervisdo médica, assegurar o
cumprimento da administracdo das medicagdes injetdveis e orais prescritas pelos
médicos, que eram discutidas com a autora, e preparar e fazer a alimentacdo e a

higiene diaria dos animais. Para além do referido, sempre que solicitada, tinha outras
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tarefas, como garantir uma boa conten¢ao fisica, preparar material e colocar cateteres
endovenosos e subcutaneos e fazer colheitas de sangue.

Também estava encarregue, sempre que requisitada, de fazer fisioterapias de
acordo com o protocolo instituido, realizar nebuliza¢des, monitorizar animais em
processo de transfusdo sanguinea e ajudar em procedimentos de doa¢do de sangue,
executar curvas de glicemia, fazer enemas, algaliagdes e pensos, medir pressoes
arteriais e realizar eletrocardiogramas. Sempre que necessario, também estava
encarregue de tarefas como monitorizar pacientes dispneicos e assegurar uma correta
oxigenioterapia, controlar comportamento de animais com grande potencial de
desenvolver convulsdo, ajudar em métodos de didlise peritoneal e em lavagens intra-
articulares, entre outros procedimentos necessarios a satide e ao bem-estar do animal,
como corte de unhas, esvaziar sacos anais, limpeza dos ouvidos, entre outros.

Ademais, a aluna teve oportunidade de presenciar e ajudar em diversas
situacdes de urgéncia médica, como paragens cardiovasculares, convulsdes e
hemorragias pulmonares, onde foi necessario auxiliar nos procedimentos em equipa
com os médicos e enfermeiros de forma célere.

No hospital, também ¢ realizada a eutandsia em determinados casos, um
procedimento que a autora teve possibilidade de observar e ajudar.

Em certas situacdes, cujo diagndstico ¢ desconhecido, ou de doenga com um
curso atipico, € realizada a necropsia. Durante a presenga da autora no HRVM, foi-lhe
dada a oportunidade de assistir e ajudar numa necropsia.

Para além do referido, a aluna teve, também, possibilidade de contactar com
o publico em geral e, na maioria das vezes, com os proprietarios, em atendimento
telefonico e pessoal. No atendimento pessoal estava responsavel por fazer uma

triagem e o check-up inicial a entrada dos animais e uma rapida anamnese.
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II — Avaliacdo da infecao pelos virus da leucemia felina e da
imunodeficiéncia felina numa colonia de gatos errantes da Ilha de

Faro, peninsula do Ancao

1. Introducao

A familia Retroviridae tem vindo a ser estudada ha algum tempo porque ¢
responsavel por importantes infe¢des em todo o Mundo, em varias espécies, incluindo
humanos e felinos (Dunham & Graham, 2008; Levy et al., 2008a; Lairmore, 2011;
Policicchio et al., 2016).

As doencas associadas as retroviroses foram descritas desde muito cedo ¢ em
1970 foi realizada a descoberta de uma importante enzima, a transcriptase reversa,
caracteristica desta familia (Baltimore, 1970; Temin & Mizutani, 1970).

Este grupo de retrovirus ¢, também, caracterizado por ser composto por duas
cadeias simples de acido ribonucleico (RNA, do inglés “Ribonucleic Acid”). O
genoma diploide dos retrovirus € constituido por trés genes estruturais: i) o gene gag,
que codifica proteinas da matriz, capside icosaédrica e nucleocépside, ii) o gene pol,
que codifica enzimas responsaveis pela replicagdo viral iii) e o gene env, que codifica
glicoproteinas do envelope do virido, de superficie de ligagdo ao receptor e

transmembranar (figura 3) (Dunham & Graham, 2008; Lairmore, 2011).

Glicoproteina de ligagdo ao recetor

. . ¢ Do . .
Proteina da cépside - ) ™ Glicoproteina transmembranar

~
= Transcriptase reversa
[ntegrase

RNA gendmico Protcina da matriz

Figura 3: Esquema da estrutura de um retrovirus (Adaptado de Lairmore, 2011).
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No ciclo de replicacdo viral dos retrovirus, o agente entra na célula
hospedeira e sofre um processo de transcri¢cdo reversa. O termo retro (reverso) reflete
a propriedade que os retrovirus tém de sintetizar uma copia de acido
desoxirribonucleico (DNA, do inglés “Deoxyribonucleic Acid”) a partir do RNA
viral, por acdo da enzima transcriptase reversa. O DNA sintetizado ¢ integrado no
genoma das células infetadas, por acdo da enzima integrase, persistindo nelas como
provirus. Ademais, o genoma viral ¢ traduzido e transcrito e ¢ efetuada a morfogénese
de novos virides que sdo extruzidos (Dunham & Graham, 2008; Lairmore, 2011).

O processo de transcri¢do reversa ndo ¢ efetuado de forma completamente
precisa e, por vezes, sdo introduzidos alguns erros no genoma viral. Assim, existe
uma grande variabilidade genética dos virides produzidos e, embora alguns possam
ter defeitos, outros tém alteragdes benéficas que lhes conferem uma vantagem
significativa de sobrevivéncia contra a resposta imune do organismo. Para além do
referido, existe uma grande frequéncia de recombinacdes genéticas entre 0 genoma
das células infetadas e um ou varios virus, que lhes podem, da mesma forma, conferir
vantagens (Dunham & Graham, 2008; Lairmore, 2011).

A familia Retroviridae é dividida em duas subfamilias, a Orthoretrovirinae ¢
a Spumaretrovirinae. A Orthoretrovirinae subdivide-se em seis géneros:
Alpharetrovirus, Betaretrovirus, Gammaretrovirus, Deltaretrovirus,
Epsilonretrovirus e Lentivirus. A familia Spumaretrovirinae tem apenas a familia
Spumavirus (Lairmore, 2011).

Dentro da familia dos retrovirus destacam-se dois que infetam gatos: i) o
virus da leucemia felina (FeLV, do inglés “Feline Leukemia Virus”), um
Gammaretrovirus, e ii) o virus da imunodeficiéncia felina (FIV, do inglés “Feline
Immunodeficiency Virus”), um Lentivirus. Estes dois retrovirus tém elevada
importancia em Medicina Veterinaria (Arjona et al., 2000; Dunham & Graham, 2008;
Hartmann, 2011; Lairmore, 2011; Little, 2011).

Para além do referido, também se encontra descrita a existéncia de um
terceiro retrovirus felino, com menor importancia do ponto de vista clinico, o virus
espumoso felino (FeFV, “Feline Foamy Virus”), um Spumavirus. Este retrovirus ¢
considerado ndo patogénico (Romen et al.,, 2006; Dunham & Graham, 2008); no
entanto, estudos mais recentes tém refutado esta hipdtese (German et al., 2008).

O FeLV e o FIV tém potencial de causar um espetro de doengas bastante

semelhante, de tal modo que diferencia-las clinicamente ¢ bastante dificil. Estas duas
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retroviroses sdo caracterizadas pelo desenvolvimento de tumores, anemia,
imunodeficiéncia e infe¢des oportunistas secundarias (Bande et al., 2012). Apesar das
semelhancas, o FeLV e o FIV diferem bastante na forma de infe¢do, na resposta

imune e na patogenia (Hartmann, 2011).

1.1.  Virus da leucemia felina

O FeLV foi descoberto, pela primeira vez, em 1964, numa populagdo de
gatos com linfoma, por Jarrete et al. (1964) e, trés anos depois, isolado por Kawakami
et al. (1967). Atualmente, continua a ser uma importante doenca dos gatos domésticos

(Hardy et al., 1976; Dunham & Graham, 2008).

1.1.1. Estrutura e classifica¢ao viral

O FeLV ¢ um retrovirus, do tipo C, que pertence a subfamilia
Orthoretrovirinae e género Gammaretrovirus (Lairmore, 2011; O’Brien et al., 2012).

O genoma deste retrovirus ¢ constituido por trés genes estruturais: i) o gene
gag, que codifica proteinas do interior do virido, incluindo a proteina p27, da capside,
a proteina p10, da nucleocépside, a proteina pl5c, da matriz, e a proteina pl12, cuja
localizacdo ainda ndo ¢ totalmente conhecida, ii) o gene pol, que codifica a enzima
transcriptase reversa € a integrase e iii) o gene env, que codifica a glicoproteina gp70,
de superficie e a proteina pl5e, transmenbranar (Hartmann, 2006; Lutz et al., 2009;
Lairmore, 2011; O’Brien et al., 2012).

Nos gatos domésticos existem formas exdgenas e endogenas de FeLV. Os
virus exogenos sdo patogénicos e podem ser transmitidos horizontalmente. Os virus
enddgenos sdo conhecidos como RD-114, enFeLV e MAC-O e, quando presentes, sao
apatogénicos e inerentes ao animal. Normalmente, os virus endogenos estdo presentes
no genoma de uma populacao de gatos e a sua transmissdo ¢ vertical, através da linha
germinativa. As fraccdes de DNA proviral endégenas ndo induzem a producao de
particulas virais infeciosas (Hartmann, 2006; Lutz ef al., 2009; Anai et al., 2012).

O FeLV também ¢ classificado em subtipos, de acordo com a variacdo na
sequéncia do gene env. Existem diferentes subtipos virais, o FeLV-A, o FeLV-B, o
FeLV-C e o FeLV-T; no entanto, apesar de distintos, sdo antigenicamente

semelhantes (Lutz et al., 2009; Stewart et al., 2012).
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O subtipo A ¢ o mais frequente nas infegdes em gatos domésticos, sendo a
sua transmissao horizontal (Hartmann, 2006; Dunham & Graham, 2008; Lutz et al.,
2009). Os subgrupos restantes ndo sdo transmitidos horizontalmente, na natureza,
surgindo quando o subtipo A infeta um animal e ocorrem mutagdes e/ou
recombinacdes entre o genoma viral de FeLV-A e genes celulares do hospedeiro, ou
genes de um virus endégeno de FeLV. Desta forma, a patogenia do virus aumenta
(Hartmann, 2006; Dunham & Graham, 2008; Lutz et al., 2009; Helfer-Hungerbuehler
et al., 2010; Stewart et al., 2012).

O subtipo B ¢ o produto de uma recombinacdo de FeLV-A com enFeLV, um
Gammaretrovirus enddgeno felino. O FeLV-B tem a capacidade de influenciar o
curso da doenca, por exemplo, acelerando o desenvolvimento de tumores e
aumentando o potencial neuropatogénico do virus (Dunham & Graham, 2008; Lutz et
al., 2009; Lairmore, 2011; O’Brien et al., 2012).

O subtipo C ¢ raro e ¢ o resultado de uma mutacdo no gene env de FeLV-A.
O FeLV-C causa um rapido desenvolvimento de anemia ndo regenerativa fatal
(Hartmann, 2006; Dunham & Graham, 2008; Lutz et al., 2009).

O FeLV-T ¢ um subtipo que foi descoberto recentemente, sendo o resultado
de varias mutagdes no gene env de FeLV-A. Este ¢ caracterizado por ter citotropismo
para os linfécitos T e por causar uma severa imunossupressdo (Hartmann, 2006;

Dunham & Graham, 2008; Lutz et al., 2009).
1.1.2. Epidemiologia

1.1.2.1. Prevaléncia e distribuicdo

O FeLV infeta, principalmente, gatos domésticos na natureza; no entanto,
encontram-se descritos alguns casos de infe¢des por este virus em espécies felinas
ndo-domésticas, incluindo gato-bravo (Felis silvestres), gato-chileno (Leopardus
guigna) lince ibérico (Lynx pardinus), lince-pardo (Felis rufus), puma (Puma
concolor) e chita (Acinonyx jubatus) (Hartmann, 2006; Lutz et al., 2009; Blanco et
al., 2011; Filoni et al., 2012; Foley et al., 2013; Mora et al., 2015).

Virios autores tém realizado estudos epidemioldgicos sobre a infecdo por
FeLV que evidenciam que este retrovirus tem uma distribui¢ao ubiqua, com excecao
da Ilha Granada, Galapagos e Antilhas, onde ainda ndo foi descoberta infecdo por este

agente (Hartmann, 2006; Levy et al., 2008c).
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Importa referir que t€ém sido demonstradas varias evidéncias de que a infegao
por FeLV tem vindo a diminuir desde a década de 80 (Levy & Crawford, 2005;
Hartmann, 2006; Levy et al., 2008; Meichner et al., 2012). A descida dos valores de
infecdo tem-se verificado especialmente em gatis, devido a realizagdo de exames de
diagnostico para esta doenca e as praticas preventivas instituidas. A melhor
compreensdo da patogenia, assim como o inicio da vacinacdo para este agente,
também contribuiu para a descida da taxa de infecao (Hartmann, 2006).

A prevaléncia de infe¢do por FeLV ¢ influenciada pela densidade
populacional, suas caracteristicas, como idade, sexo, estado de saude e estilo de vida,
zona geografica e tipo de local (Hartmann, 2006; Little et al., 2009; Lutz et al., 2009).

Encontra-se descrito, que os valores de infecdo por este agente sdo varidveis
de acordo com a regido geografica, sendo de 2,3 a 3,3% na América do Norte, 0 a
2,9% na Asia e 3,5 a 15,6% na Europa (Gleich et al., 2009; Spada et al., 2012;
Chbhetri et al., 2013). Para além do referido, em média, uma populagdo aparentemente
saudavel tem uma taxa de infe¢dao de 1 a 8%; uma populagdo com inclusdo apenas de
animais doentes, em média, tem uma taxa de infecdo de doenga superior a 38%; uma
populacdo composta por animais que apresentem doencgas como linfoma e leucemia
tem uma taxa de infecdo média de 75% (Arjona et al., 2000; Levy & Crawford, 2005;
Hartmann, 2006).

Considerando apenas estudos realizados com recurso ao teste de ensaio de
imunoabsor¢do enzimatica (ELISA, do inglés “Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay”) para deteccdo de antigénio de FeLV, as prevaléncias de infecdo encontradas
foram de 2,3% (409/18038), na América do Norte, numa populacdo de gatos
provenientes de coldnias (n=8068) e com proprietarios (n=9970) (Levy et al., 20006),
de 7,5% (17/227), no México, numa popula¢do de gatos com proprietarios (Ortega-
Pacheco et al., 2013), de 3,4% (383/11144), no Canadd, numa populacdo mista de
gatos errantes (n=1556) e com proprietario (n=9588) (Little et al., 2009) e de 1,0%
(2/196), na Finlandia, numa populacdo de gatos errantes (Sukura et al., 1992).

Em Portugal, foram efetuados alguns estudos que indicam ocorréncia de
infecdo por este retrovirus. Rosado (2009) estudou uma populagao de gatos do Canil
Municipal de Lisboa, através do teste ELISA ViraCHEK®/FeLV (Synbiotics) e
concluiu que a prevaléncia aparente de infecdo por FeLV foi de 10% (5/50). Outra
investigacdo, realizada na area metropolitana de Lisboa, na qual foram testados gatos

errantes provenientes de varias colOnias, através do mesmo teste concluiu que a
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prevaléncia aparente de infecao foi de 7,1% (14/198) (Duarte et al., 2010). Ainda em
Lisboa, Turras (2014), utilizando o teste rapido de imunocromatografia FeLV/FIV da
sensPERT® (Venco) e a reagdo em cadeia da polimerase (PCR, do inglés
“Polymerase Chain Reaction”) como teste confirmatorio, encontrou, numa populacao
de gatos provenientes de varias coldnias de animais errantes, uma prevaléncia de
infecdo de 5,7% (5/88). Na regido de Setubal, foi estudada uma populagdo de animais
de um gatil, através do teste rapido de imunocromatografico Speed® Duo FeLV/FIV
(Virbac), tendo sido obtida uma prevaléncia real de infe¢do por FeLV de 9,8% (5/50)
(Rodrigues, 2012). Na Ilha de Sao Miguel, regido auténoma dos Agores, através do
método de ELISA ViraCHEK®/FeLV (Synbiotics), Botelho (2014) estudou uma
populacao de gatos errantes e assilvestrados e detetou uma prevaléncia real de 0,6%
(2/90) para a ocorréncia de infe¢ao por FeLV.

Na Ilha de Faro nunca foi realizado nenhum estudo acerca desta infecdo, pelo
que a presenca de doenca ainda ¢ desconhecida (Diario Digital & Agéncia Lusa,

2014).

1.1.2.2. Transmissdo

O FeLV pode ser transmitido horizontalmente ou verticalmente, apesar da
ultima via ser menos comum (Gomes-Keller et al., 2006; Levy et al., 2008; O’Brien
etal., 2012).

A transmissdo horizontal ¢ a mais comum e, normalmente, ocorre via
oronasal (Hardy et al., 1973; Levy et al., 2008; Bande et al., 2012; Chhetri ef al.,
2015). A transmissdo do FeLV ¢ bastante comum entre gatos que vivam juntos,
fagam gromming mutuo, partilhem as tacas da 4gua e comida e usem a mesma liteira
(Arjona et al., 2000; Hartmann, 2006; Dunham & Graham, 2008; Levy et al., 2008;
Lutz et al., 2009; Chhetri et al., 2015).

A principal secre¢do corporal que pode infetar um novo animal ¢ a saliva,
uma vez que tem uma elevada concentracdo viral e, portanto, ¢ a que estd mais
envolvida na transmissdo da doenca, na natureza (Hartmann, 2006; Helfer-
Hungerbuehler et al., 2010). Porém, também estdo descritas outras que tém este
potencial, como secre¢des respiratorias, fezes, urina, lagrima e leite materno (Arjona

et al., 2000; Hartmann, 2006; Levy et al., 2008; Lutz et al., 2009; Munro et al., 2014).
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A transmissdo iatrogénica, por contaminacdo de agulhas, instrumentos,
fomites e transfusdo sanguinea ¢ improvavel porque o virus ¢ inativado em poucos
segundos no ambiente (Hartmann, 2006; Munro et al., 2014; Nesina et al., 2015).

A transmissdo vertical, de gatas infetadas com FeLV, para a descendéncia,
pode ocorrer apesar de ser um acontecimento raro na natureza (Levy ef al., 2008). A
transmissdo pode ocorrer via transplacentaria, contacto com a saliva da progenitora e
ingestao do leite materno (Nemzek et al., 1994; Little et al., 2011; Munro et al., 2014)

Normalmente, as gatas com infe¢do progressiva tém morte embrionaria,
morte fetal, reabsor¢do fetal ou parem gatos virémicos, que possuem grande risco de
sobrevida curta. Estd descrito que apenas cerca de 20% dos gatos infetados
verticalmente sobrevivem; no entanto, tornam-se persistentemente infetados, em
adultos (Hartmann, 2006; Lutz et al., 2009). Em relacdo as gatas com infecao
regressiva, a transmissdo do virus a descendéncia ocorre através da ingestdao do leite
materno. Desta forma, os gatos podem tornar-se virémicos apOs nascimento
(Hartmann, 2006; Lutz et al., 2009). As gatas com uma infe¢do atipica na glandula
mamaria podem, também, transmitir o virus a descendéncia, através da ingestdo de
leite (Hartmann, 2006).

Para além do referido, estd descrito que o FeLV ja cresceu,
laboratorialmente, em células de outras espécies animais, como caes, coelhos, porcos,
vacas, entre outros. Os subtipos B e C do FeLV tém a capacidade de replicar em
linhagens de células humanas. Apesar destas descobertas, atualmente, o FeLV nao ¢

transmissivel para estas espécies (Lappin, 2003; Hartmann, 2006).

1.1.2.3. Fatores de risco

A infecdo por FeLV ¢ uma doenga de gatos que coabitam, uma vez que a
transmissdo ¢ feita essencialmente pelo contacto social (Hartmann, 2006).

Esté descrito, em estudos recentes, que a idade do animal, quando infetado, o
sexo, o estilo de vida e o estado de saude poderdo ser fatores de risco para adquirir
esta infe¢do (Levy ef al., 2006; Lutz et al., 2009; Bande et al., 2012; de Almeida et
al., 2012; Meichner et al., 2012; Sukhumavasi et al., 2012).

A susceptibilidade dos gatos ao FeLV ¢ dependente da idade, sendo que
gatos, com idade compreendida entre quatro e seis meses, tém maior probabilidade de

desenvolver infecdo progressiva, quando comparando com animais mais velhos. Com
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a idade, os gatos tornam-se cada vez mais resistentes ao retrovirus, mas, se expostos a
doses elevadas, podem ser infetados (Hoover et al., 1976; Hosie et al., 1989; Levy et
al., 2008; Gleich et al., 2009; Lutz et al., 2009; Ramirez et al., 2016).

Em relagdo ao sexo do animal, existem varios estudos que afirmam que gatos
machos tém um risco significativamente maior de contrair uma infe¢do por FeLV do
que as fémeas (Hartmann, 2006; Levy et al., 2006; Gleich et al., 2009; Little et al.,
2009; Bande et al., 2012). No entanto, também foram descritos outros dados
epidemioldgicos que ndo suportam esta afirmagdo (Bandecchi ef al., 2006; Danner,
2007).

Os gatos que vivem com densidade populacional elevada, especialmente em
locais pouco higienizados, também t€m maior probabilidade de adquirir uma infe¢ao
por FeLV comparando com os que vivem numa habita¢do sozinhos (Gleich et al.,
2009; Bande et al., 2012; Ramirez et al., 2016). Da mesma forma, animais com
acesso ao exterior tém maior probabilidade de adquirir uma infecdo por este agente,
comparando com gatos confinados a residéncia (Levy et al., 2006; Levy et al., 2008;
Gleich et al., 2009).

Os gatos que apresentem outra doenca também tém maior probabilidade de

adquirir infecdo por FeLV (Hosie et al., 1989; Little et al., 2009; Bande et al., 2012).

1.1.3. Patogenia

O resultado de infecdo ¢ diferente entre animais, porque depende do estado
do sistema imune, idade quando infetado, subtipo viral, respetiva patogenia e
concentragdo viral (Hartmann, 2006).

Existem quatro possiveis resultados de infecdo. Numa habitacdo em que
coabitam varios gatos domésticos, em que ndo estd instituida nenhuma medida
profilatica, em média, 30 a 40% dos animais tera uma infe¢ao progressiva, 30 a 40%,
uma infecdo regressiva, 20 a 30%, uma infe¢do abortiva e cerca de 5% terd um curso
atipico de infe¢ao (Lutz et al., 2009).

Os gatos que desenvolvem uma infecdo progressiva sdo animais cujo
organismo ndo obteve uma resposta imune eficiente contra o retrovirus no inicio da
doenga (Hartmann, 2006).

Numa infe¢do progressiva, apos exposicao ao virus, este comega a replicar,

no tecido linféide local, na orofaringe (1* etapa). Posteriormente, hd uma
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disseminagdo do virus através da circulagdo sanguinea de células mononucleares
(linfocitos e mondcitos) infetadas pelo virus (2* etapa), que s@o transportadas para
outros orgaos, como baco, linfonodos e tecido linfoéide associado ao intestino onde se
replicam (3? etapa). Depois, também migram para a medula dssea (4* etapa). Como as
células da medula 6ssea t€m elevado indice mitdtico, apds a sua infe¢do, sdo
produzidos virides a uma taxa elevada. Acontece a disseminacdo de plaquetas e
neutrdfilos infetados derivados da medula dssea (5 etapa) seguindo a infegdo epitelial
disseminada com secrecdo viral, principalmente na saliva (6* etapa) (Lappin, 2003;
Dunham & Graham, 2008; Lutz et al., 2009; Lairmore, 2011; Hartmann, 2012).
Numa infe¢do progressiva, os animais ndo desenvolvem uma imunidade especifica
para o retrovirus, sendo os niveis de anticorpos baixos. Tornam-se persistentemente
infetados, tendo potencial de transmitir o FeLV a outros animais e desenvolver
doencas associadas a este retrovirus, com progndstico mau e uma esperanga média de
vida sem tratamento, de trés anos (Hartmann, 2006; Hartmann, 2011; Hartmann,
2012).

Na infecdo regressiva, hd uma resposta imune e a replicagdo viral ¢
controlada antes ou aquando da infecdo da medula 6ssea (Hartmann, 2006; Levy et
al., 2008a). Acontecem as primeiras trés etapas acima referidas e, nesta fase, os gatos
eliminam o virus, principalmente na saliva, sendo, portanto, infeciosos para outros
animais. Esta virémia termina dentro de algumas semanas, tendo uma duragcao média
de trés a 16 semanas (Hartmann, 2006; Hartmann, 2012). Alguns gatos conseguem
controlar a virémia muito cedo (menos de 3 semanas), sem que a medula Ossea seja
infetada. Estes desenvolvem uma resposta imune efetiva, estdo protegidos contra nova
exposicdo ao virus e tém pouco risco de desenvolver doencas associadas a este
retrovirus; no entanto, o virus estd integrado no genoma como provirus (Hartmann,
2006). Noutros, a virémia dura mais de trés semanas ¢ a medula 6ssea ¢ infetada,
sendo produzidos neutréfilos e plaquetas infetados que circulam no organismo. No
entanto, mesmo nestes casos, em que as células da medula 6ssea sdo infetadas, alguns
animais conseguem controlar a virémia. Apesar do DNA proviral ficar presente nas
células estaminais da medula dssea, existe uma resposta imune eficiente e ndo sao
produzidas particulas virais. Estes gatos ndo transmitem o virus, ndo sdo infeciosos
para outros animais e t€ém baixa probabilidade de desenvolver doencas associadas a
FeLV (Hartmann, 2006). Ainda assim, nos casos de infecdo regressiva, pode haver

uma reativacdo da infecdo, com producgdo viral, dado que a informacdo para a
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producdo de virdes esta presente nas células do organismo, existindo um potencial de
ser reutilizada quando os niveis de anticorpos diminuem. Desta forma, os gatos
regressivos podem voltar a tornar-se novamente virémicos (Hartmann, 2012). Esta
diminui¢do dos anticorpos pode acontecer devido a uma imunossupressdo, depois de
situagdes de stress, experimentalmente quando administrada uma dose elevada de
glucocorticoides, ou durante a gestacdo, como resultado de imunossupressdo de
progesterona enddgena (Hartmann, 2006). No entanto, importa referir que os gatos
com infe¢do regressiva eliminam por completo os genes virais das suas células, em
média, nove a 16 meses depois da infecdo (Hartmann, 2006).

A infe¢do abortiva acontece em alguns gatos que sdo imunocompetentes.
Normalmente, estes animais sdo expostos a baixas doses de FeL'V e a replicagao viral
¢ terminada por uma resposta imune efetiva. O virus ndo se espalha sistemicamente,
0s gatos nunca se tornam virémicos nem acontece a integragdo de DNA proviral no
genoma do animal (Hartmann, 2006; Hartmann, 2012). Estes animais tém anticorpos
que persistem varios anos, tém baixo risco de desenvolver doencas associadas a FeLV
e o potencial de transmitir o virus ¢ muito baixo (Hartmann, 2006; Hartmann, 2012).

A infecdo focal ou atipica acontece na natureza, sendo, no entanto, um
acontecimento raro. E uma infegdo que se caracteriza por uma replicacio viral, local,
atipica e persistente, por exemplo, na glandula mamaria, na bexiga ou no olho, na

qual existe uma produg¢do baixa ou intermitente do antigénio p27 (Hartmann, 2012).

1.1.4. Sinais clinicos

Clinicamente, o FeLV ¢, geralmente, mais patogénico do que o FIV. Os
sinais clinicos de uma infecdo pelo FeLV sdo muito varidveis, estando descrito o
desenvolvimento de imunossupressdao, infe¢des secundarias, tumores, alteragdes
hematologicas, como anemia e leucopenia, entre outros (Hartmann, 2006; Gleich et
al., 2009; Lutz et al., 2009; Hartmann, 2011).

Os animais com infecdo por FeLV podem desenvolver imunossupressao e
tém elevada probabilidade de adquirir infe¢des bacterianas, virais, fungicas e por
protozodrios (Hartmann, 2006; Gleich et al., 2009; Lutz et al., 2009; Hartmann, 2011;
Hartmann, 2012; Gleich & Hartmann, 2009). Est4d descrito que a infecdo por FeLV

pode predispor a infecdes como estomatite, rinite cronica, abcessos subcutineos,
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otites externas, doengas de pele, entre outras (Hartmann, 2006; Lutz et al., 2009;
Kornya et al., 2014).

O FeLV causa diferentes tumores nos gatos. Os mais comuns sio o linfoma,
normalmente com origem nos linfocitos T, e a leucemia, mas também estdo descritos
outros tumores hematopoeticos, como mielofibrose, fibrossarcoma, osteocondroma,
neuroblastoma oftalmico, entre outros (Jackson et al, 1993; Hartmann, 2006;
Dunham & Graham, 2008; Lutz et al., 2009; Hartmann, 2011; Hartmann, 2012;
Meichner et al., 2012; Stiles, 2014; Nesina et al., 2015). Este retrovirus pode
predispor os animais a doengas imunomediadas, incluindo anemia hemolitica,
glomerulonefrite e poliartrite (Lutz et al., 2009; Gleich & Hartmann, 2009). Estdo
descritos outros sindromes associados a este retrovirus, como sindrome de
imunodeficiéncia adquirida felina (SIDA), enterite associada a FeLV, alteragdes
reprodutivas, sindrome de gato-bebé enfraquecido, neuropatia e hepatopatia

(Hartmann, 2006; Lutz et al., 2009).

1.1.5. Diagndstico

Para o diagndstico da infecdo por FeLV, foram desenvolvidas varias
técnicas, sendo que algumas detetam o antigénio p27 soluvel, outros o virus, outros o
DNA proviral ou, ainda, o RNA viral (Dunham & Graham, 2008). Estudos recentes
tém sido realizados de forma a desenvolver testes diagnodstico alternativos, como a
detecdo dos anticorpos para a proteina p1l5e transmembranar (Boenzli ef al., 2014).

Os testes de diagndstico efetuados em clinica para detecdo de uma infegdo
por FeLV, sdo diretos e baseiam-se na dete¢do do antigénio viral p27, o antigénio
soluvel em circulagdo. O diagnostico de FeL'V através da dete¢do de anticorpos ndo ¢
eficiente porque, muitas vezes, os gatos desenvolvem anticorpos contra o virus
enddgeno e, desta forma, poderiam existir muitos resultados falso positivos (Levy et
al., 2003; Hartmann et al., 2007; Levy et al., 2008a; Kim et al., 2014).

A imunocromatografia e a ELISA sdo as técnicas utilizadas nos testes de
triagem (Hartmann et al., 2007). A ELISA ¢ um teste serologico imunoenzimatico
que deteta a presenga do antigénio p27 soluvel, que tem a vantagem de possuir uma
elevada sensibilidade e especificidade (Lutz ef al., 2009; Little et al., 2011). A técnica
de ELISA em microplacas ¢ bastante utilizada para estudar o estado de infe¢do por

este agente em populagdes. A imunocromatografia ¢ um método que se baseia no
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mesmo principio que a ELISA, sendo as suas sensibilidade e especificidade bastante
semelhantes (Lutz ef al., 2009).

Regra geral, quando se utilizam estes testes, a maioria dos animais sO
apresenta um resultado positivo apds 28 dias da exposi¢do inicial; no entanto, o
desenvolvimento da antigenemia ¢ extremamente variavel, podendo ser superior ao
tempo referido (Levy et al., 2008a; Little ez al., 2011).

Importa, ainda, referir que os gatos bebés expostos a FeLV por transmissao
materna, podem ter resultados falso negativos, até alguns meses apds o nascimento
(Levy et al., 2008a; Little et al., 2011). Em relacdo a vacinac¢do contra o FeLV, esta
ndo compromete o resultado dos testes dado que estes detetam antigénios e nao
anticorpos. No entanto, a amostra para o diagnostico deve ser colhida antes da
administracdo da vacina, para evitar que contenha antigénios vacinais (Levy et al.,
2003).

Assim, nestes casos, quando o resultado dos testes que pesquisam antigénio &
negativo, ndo se pode excluir uma infecdo recente, sendo recomendada a sua
repeticdo 30 dias apoés a ultima potencial exposicdo (Levy et al, 2008a).
Alternativamente, podem utilizar-se testes moleculares, como a PCR, para detegdo de
provirus, uma vez que, normalmente, sdo positivos mais cedo, quando comparados
com testes que detetam o antigénio p27 (Hofmann-Lehmann ef al., 2001; Levy et al.,
2008a; Lutz et al., 2009).

Quando os resultados dos testes que pesquisam antigénio solivel sdo
positivos ¢ recomendado efetuar confirmacdo, uma vez que podem ser resultados
menos exatos quando comparando com os negativos, especialmente, se se tratarem de
animais com risco reduzido e clinicamente assintomaticos (Hartmann, 2006;
Hartmann et al., 2007; Levy et al., 2008a; Little et al., 2011). Existem varias técnicas
disponiveis para confirma¢do, como o isolamento retroviral, a PCR e o teste de
imunoflurescéncia (IFA, do inglés “Immunofluorescence Assay”) direta. Também se
pode optar por realizar um segundo teste de triagem para detecdo de antigénio
soluvel, preferencialmente de um fabricante diferente (Hartmann et al., 2007;
Dunham & Graham, 2008; Levy et al., 2008a; Little et al., 2011).

O isolamento retroviral em cultura ¢ considerado o método de diagnostico
padrdo para dete¢do de infe¢do progressiva por FeLV, embora ndo seja realizado por
rotina (Hartmann, 2006; Hartmann et al., 2007; Dunham & Graham, 2008; Levy et
al.,2008a; Lutz et al., 2009; Little et al., 2011).
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A PCR ¢ um método de diagnostico oferecido por laboratérios, que pode ser
realizado no sangue, na medula 6ssea, na saliva ou em tecidos, que permite a detecao
de DNA proviral exdgeno. Existem animais com resultados positivos na PCR apos
uma a duas semanas da exposi¢do ao retrovirus. Este é um teste que permite um
resultado precoce quando comparando com o que deteta o antigénio p27 (Jackson et
al., 1993; Gomes-Keller et al., 2006; Arjona et al., 2007; Levy et al., 2008a; Little et
al.,2011).

Para além da reagdo convencional, existe a PCR em tempo real, um teste
com grande sensibilidade, que permite, para além de detetar, quantificar o DNA
proviral presente na amostra. Esta técnica permite diferenciar uma infecdo regressiva
de uma progressiva, uma vez que, numa fase mais tardia da infecdo, a primeira esta
associada a uma baixa carga de DNA proviral e a segunda a valores elevados (Levy et
al., 2008 Lutz et al., 2009; Little et al., 2011; Hartmann, 2012).

A PCR em tempo real também pode ser utilizada para detetar e quantificar o
RNA viral. Apesar de ser uma técnica muito sensivel, tem desvantagens em relagdo a
PCR para dete¢do de DNA proviral, pois os gatos que controlam a antigenemia
permanecem positivos para provirus e negativos para o RNA viral (Gomes-Keller et
al., 2006; Lutz et al., 2009).

A TFA direta ¢ uma técnica que pesquisa, em esfregacos de sangue ou de
medula 6ssea, o antigénio p27 viral dentro de granulocitos, linfocitos e plaquetas
infetados (Levy et al., 2008a). Esta técnica tem as desvantagens de ndo detetar a
infecdo por FeLV até a medula 6ssea ser infetada (6 a 8 semanas apos exposicao
inicial) e da possibilidade de ocorrerem resultados falso negativos em gatos com
leucopenia ( Little ez al., 2011; Levy et al., 2008a). Um teste de IFA positivo indica
que se trata de um animal com grande probabilidade de se manter com uma infe¢ao
progressiva (Levy et al., 2008a; Little et al., 2011).

Ainda assim, podem ocorrer resultados de testes discordantes sendo,
portanto, dificil determinar o verdadeiro estado de infe¢do FeLV num animal (Levy et
al., 2008a; Little et al., 2011). O estado do gato com resultados discordantes pode,
eventualmente, ser clarificado, repetindo os testes em 60 dias e, depois, anualmente
até que os resultados dos mesmos sejam concordantes. Alternativamente, a PCR em

tempo real pode ajudar a esclarecer os resultados discordantes dos exames (Levy et

al.,2008a; Lutz et al., 2009; Little et al., 2011).
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Os gatos com infecdo regressiva, numa fase inicial, tém resultados positivos
nos testes que detetam antigénio p27, mas, posteriormente, testam negativo pois ja
controlaram a antigenémia. Assim, nestes casos, sO ¢ possivel diagnosticar a
exposicao prévia a FeLV através de testes que procurem DNA proviral (tabela 1)

(Levy et al., 2003; Hartmann, 2006; Arjona et al., 2007; Little, 2011; Hartmann,
2012).

Tabela 1: Possiveis resultados da infecdo por FeLV e as suas respetivas diferengas nos
métodos de diagnodstico (Adaptado de Levy, 2008 e Hartmann, 2012).

Método de diagnéstico Resultado
L . . DNA Doenca
Antigénio p27 Cultura viral Cultura viral
. proviral Excrecdo viral associada a
no sangue de sangue de tecidos
no sangue FeLV
Infecio . "y "y . .
. Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Muito provavel
progressiva

° Negativo ou Negativo ou Negativo ou Positivo Negativo ou
«® Infecao o o o )
g transitoriamente | transitoriamente | transitoriamente | (mais tarde | transitoriamente | Pouco provavel
& .
= regressiva » - » ) o
> positivo positivo positivo negativo) positivo
=
o Infecao ) ) ) ) )
=2 Negativo Negativo Discutivel Negativo Negativo Pouco provével
= abortiva

Infecido ) ) o Nao ) )

. Variavel Variavel Positivo Variavel Desconhecido
atipica testado

Nos casos de infe¢des atipicas, em que a producdo do antigénio p27 ¢ baixa e

intermitente, os resultados dos testes que pesquisam o antigénio podem alternar entre

o0 positivo e o negativo (tabela 1) (Hartmann, 2006; Hartmann, 2012).

A acrescentar, os animais com infe¢ao abortiva, teoricamente, t€m resultados

negativos para testes que procuram o antigénio p27, RNA viral, e DNA proviral no
sangue, em qualquer fase da infe¢do. No entanto, recentemente, esta hipotese tem
vindo a ser refutada, uma vez que, em animais com este tipo de infecdo, tem sido

encontrado, por PCR, RNA viral em tecidos (tabela 1) (Hartmann, 2006; Hartmann,
2012).
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1.2. Virus da imunodeficiéncia felina

O FIV foi isolado pela primeira vez, em 1986, por Perdensen et al. (1987).
Atualmente, continua a ser uma importante doenga dos gatos domésticos (Dunham &

Graham, 2008; Lairmore, 2011; Sampaio Ferreira ef al., 2011).

1.2.1. Estrutura e classifica¢ao viral

O FIV ¢ um retrovirus exdégeno, do tipo B, que pertence a subfamilia
Orthoretrovirinae ¢ ao género Lentivirus, que partilha caracteristicas semelhantes
com o Virus da Imunodeficiéncia Humana (VIH) como a estrutura viral, ciclo de vida
e patogenia. O FIV tem sido objecto de grande investigacdo, como modelo das
lentiviroses para patogenia e prevengdo e o conhecimento nesta drea continua a
crescer (Beebe et al., 1994; Bendinelli et al., 1995; Dean & G, 2003; Sellon &
Hartmann, 2006; Hosie et al., 2009; Lairmore, 2011; Policicchio et al., 2016).

O genoma deste retrovirus ¢ constituido por trés genes estruturais: i) o gene
gag que codifica proteinas do interior do virido, incluindo a proteina p15, da matriz, a
proteina p24, da capside, e a proteina, pl13, da nucleocapside, ii) o gene pol que
codifica a transcriptase reversa e a integrasse e iii) o gene env que codifica as
glicoproteinas gp95 e gpl20 de superficie e a glicoproteina gp41 transmembranar
(Dunham & Graham, 2008; Hosie et al., 2009; Westman et al., 2015). Para além
destes, o FIV tem, na constituicdo do seu genoma, genes “acessorios”’, ndo estruturais,
incluindo rev, vif, e outros, que lhe fornecem a capacidade de regular o seu ciclo de
vida e infetar maior diversidade celular (Dunham & Graham, 2008; Lairmore, 2011;
Sampaio Ferreira et al., 2011; Mohammadi & Bienzle, 2012).

Existem varios subtipos virais, o A, B, C, D, E e F, que sdo definidos de
acordo com a diversidade genética nas sequéncias do gene env (Sellon & Hartmann,
2006; Dunham & Graham, 2008; Hayward & Rodrigo, 2008; Hosie et al., 2009;
Samman et al., 2011; Margola et al., 2013; Beczkowski et al., 2014).
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1.2.2. Epidemiologia

1.2.2.1. Prevaléncia e distribuicdo

Tém sido efetuados estudos seroldgicos que demonstram que a infegdo
causada pelo FIV ¢ endémica em gatos domésticos em todo o Mundo (Hosie ef al.,
2009; Lairmore, 2011). Este agente também ja foi isolado em felinos silvaticos, como
o puma (Puma concolor), ledo (Panthera leo), lince (Lynx spp.), ocelote (Leopardus
pardalis), gato-maracaja (Leopardus wiedii), chita (Acinonyx jubatus), leopardo
(Panthera pardus), gato-leopardo (Prionailurus bengalensis) e no gato-de-pallas
(Otocolobus manul), gato-chileno (Leopardus guigna), entre outros (Lutz et al., 1992;
Barr et al., 1997; Hosie et al., 2009; Blanco et al., 2011; O’Brien et al., 2012;
Teixeira et al., 2012; Foley et al., 2013; Mora et al., 2015).

Os subtipos de FIV, A, B, C, D, E e F, estdo distribuidos, de forma distinta, a
nivel mundial. A maioria dos virus identificados sdo os subtipos A e B. O subtipo A ¢
0 Unico subtipo encontrado no Reino Unido, predomina na Australia, tendo, ainda, ja
sido encontrado a Norte da Europa, na Suica e na Alemanha, a Oeste dos Estados
Unidos da América (EUA), incluindo na Califérnia, a Norte do Japdo e a Sul de
Africa. O subtipo B ¢ o unico subtipo encontrado no Brasil e foi identificado no
Centro e a Este dos EUA, no Centro e Sul da Europa, incluindo Italia e Portugal, e a
Este do Japao. O subtipo C ¢ o menos comum e foi identificado nos EUA, na
California, na Europa e na Asia, na China. O subtipo D foi encontrado apenas no
Japdo; o subtipo E foi identificado no Japdo e na Argentina; o subtipo F foi
encontrado recentemente e apenas em Portugal (figura 2) (Sellon & Hartmann, 2006;
Iwata & Holloway, 2008; Hosie et al., 2009; Samman et al., 2011; Margola et al.,
2013; Beczkowski et al., 2014; Munro et al., 2014).

AB
AB B B A,B,C,D

E,B A
A,C

Figura 4: Mapa Mundo com distribui¢do dos subtipos virais de FIV (Adaptado de Hosie et
al., 2009).
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A nivel mundial e epidemioldgico, e ao contrario do que se verifica com a
infecdo por FeLV, cujo nimero de casos tem vindo a diminuir desde a década de 80,
os valores da infecdo por FIV ndo tem apresentado mudancas significativas desde a
sua descoberta (Sellon & Hartmann, 2006; Levy et al., 2008a; Meichner et al., 2012).
Levy et al. (2008a) referem que uma justificacdo valida para esta situacdo podera
estar relacionada com o facto da vacinagdo para FIV ter sido introduzida mais
recentemente e apenas em alguns paises (Levy et al., 2008a).

A prevaléncia de infecdo por FIV ¢ influenciada pela densidade
populacional, as suas caracteristicas, como idade, sexo, estado reprodutivo, estilo de
vida, a zona geografica e o tipo de local (Sellon & Hartmann, 2006; Notrris et al.,
2007; Gleich et al., 2009; Little et al., 2009).

Virios estudos de prevaléncia para a infe¢do por FIV tém sido efetuados e
demonstrado que a distribuicdo deste virus ¢ mundial. A taxa de infe¢do de FIV ¢
bastante variavel de acordo com a localizacdo geografica do Mundo estudada (Hosie
et al., 2009; Chhetri et al., 2013). Encontra-se descrito que, na América do Norte, os
valores de infecdo por este agente ¢, em média, de 2,5% em populagdes de gatos com
proprietarios e de 3,5 a 23% em gatos sem proprietarios (Ortega-Pacheco et al.,
2013). Na Asia tém sido descritas taxas de infegdo entre 0 a 22% na Asia, no Norte da
Europa de 2 a 6% e de 10% no Sul da Europa (Gleich et al., 2009; Spada et al., 2012).
Em média, uma populacdo aparentemente saudavel tem uma prevaléncia de infegao
por FIV de 2 a 14%, valor bastante menor quando comparando com populagdes com
apresentacdo clinica de doenga, que apresentam um valor médio de 44% (Arjona et
al., 2000; Hartmann, 2005; Sellon & Hartmann, 2006; Levy ef al., 2008a; Hosie et al.,
2009).

Considerando apenas estudos realizados com recurso a técnica de ELISA
para detecdo de anticorpos anti-FIV, estima-se que as prevaléncias de doenca sejam
de 2,5% (446/18038), num estudo realizado numa populacio de gatos provenientes de
coldnias (n=8068) e que iam a consulta a clinicas veterinarias (n=9970), na América
do Norte (Levy et al., 2006), 2,5% (5/227) num estudo realizado numa populacao de
gatos com proprietarios, no México (Ortega-Pacheco et al., 2013), 4,3% (480/11144)
num estudo efetuado numa populagdo de gatos composta por animais provenientes de
coldnias (n=1556) e que iam a consulta a clinicas veterinarias (n=9588), no Canada
(Little et al., 2009) e 6,6% (13/196), num estudo realizado numa populacao de gatos

errantes, na Finlandia (Sukura et al., 1992).
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Em Portugal, foram efetuados alguns estudos que indicam ocorréncia de
infecdo por este retrovirus. Rosado (2009) estudou uma populagao de gatos do Canil
Municipal de Lisboa, através do teste ELISA ViraCHEK® FIV (Synbiotics) e
concluiu que a prevaléncia aparente de infe¢do por FIV foi de 18,0% (9/50). Outra
investigacdo, realizada na area metropolitana de Lisboa, na qual foram testados gatos
errantesprovenientes de vérias coldnias, através da técnica de Western blot concluiu
que a prevaléncia de infecdo por FIV foi de 10,2% (23/226) (Duarte et al., 2010).
Ainda em Lisboa, Turras (2014), utilizando o teste rapido de imunocromatografia
FeLV/FIV da sensPERT® (Venco) e a PCR como teste confirmatdrio, encontrou,
numa populagdo de gatos provenientes de varias coldnias de animais errantes, uma
prevaléncia de infecdo de 8% (7/88). Na regido de Setibal, foi estudada uma
populacdo de animais de um gatil, através do teste rdpido imunocromatografico
Speed® Duo FeLV/FIV (Virbac), tendo sido obtida uma prevaléncia real de infe¢ao
por FIV de 21,9% (11/50) (Rodrigues, 2012). Na Ilha de Sao Miguel, regido
autonoma dos Acores, através do método de ELISA ViraCHEK® FIV (Synbiotics),
Botelho (2014) estudou uma populacido de gatos errantes e assilvestrados e detetou
uma prevaléncia real de 14,2% (12/90) para a ocorréncia de infe¢ao por FIV.

Na Ilha de Faro, local objeto do presente estudo, nunca foi realizado nenhum
estudo acerca desta infecdo, pelo que a prevaléncia de doenca ¢, ainda, desconhecida

(Diério Digital & Agéncia Lusa, 2014).

1.2.2.2. Transmissdo

O FIV pode ser transmitido horizontalmente ou verticalmente, apesar de a
ultima via ser menos comum (Sellon & Hartmann, 2006).

A principal forma de transmissdo na natureza ¢ a horizontal, sobretudo
através de mordeduras, uma vez que este retrovirus ¢ eliminado em grandes
concentragdes pela saliva (Medeiros et al., 2012). A transmissdo deste retrovirus
ocorre, frequentemente, em lutas e durante o acasalamento, devido ao comportamento
agressivo do macho (Arjona et al., 2000; Hosie et al., 2009; Medeiros et al., 2012).

Desta forma, entende-se que a transmissdo entre gatos que coabitem e
socializem, mas que ndo lutem, seja incomum. No entanto, estd descrito que, mesmo

assim, podera ocorrer (Hosie et al., 2009).
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A transmissdo venérea ¢ incomum nha natureza; no entanto, o virus ja foi
isolado em sémen de gatos infetados (Levy et al., 2008a). Experimentalmente, os
animais podem ser infetados por inoculagdo do virus no nariz, na boca, na vagina e no
reto (Dean, 2003; Hosie et al., 2009). Apesar de existirem estas evidéncias, ndo ha
indicios de que estas formas de transmissdo tenham um papel importante na
manuten¢do da infe¢do natural; no entanto, ndo ¢ possivel excluir a probabilidade de
ocorrer ocasionalmente (Sellon & Hartmann, 2006; Levy et al., 2008).

A transmissdo iatrogénica pode ocorrer por contaminacdo de agulhas,
instrumentos, fomites e transfusdo sanguinea; no entanto, ¢ muito improvavel porque
o retrovirus € inativado em poucos segundos no ambiente (Hartmann, 2006; Munro et
al.,2014).

Em relagdo a transmissdo vertical, esta ¢ bastante incomum na natureza, mas
estd descrito que pode ocorrer; contudo, s6 alguma descendéncia se torna
persistentemente infetada, dependendo a respetiva propor¢ao da carga viral da mae,
durante a gravidez e o parto. A transmissdo pode ocorrer transplacentariamente e por
ingestdo de leite materno (O’Neill et al., 1995; Hosie et al., 2009 Medeiros et al.,
2012; Litster, 2014).

E importante realgar que o Homem ndo é susceptivel a infegdo por FIV

(Sellon & Hartmann, 2006).

1.2.2.3. Fatores de risco

Encontra-se descrito que a idade do animal, sexo, comportamento, estilo de
vida e estado de saude poderdo ser fatores de risco para adquirir esta infecdo (Natoli
et al., 2005; Hosie et al., 2009; Bande et al., 2012).

Os gatos adultos, especialmente com mais de cinco anos, tém maior
prevaléncia de doenga, quando comparados com animais mais jovens. Tal evidéncia
pode ser justificada pelo longo periodo de incubacdo do retrovirus, até que se
desenvolva a doenga clinica, e pelo facto de um animal, uma vez infetado por FIV, ser
positivo para o resto da sua vida (Sellon & Hartmann, 2006; Murray et al., 2009;
Hellard et al., 2011; Sukhumavasi ef al., 2012; Liem et al., 2013; Garigliany et al.,
2016).

Em relagdo ao sexo do animal, existem varios estudos que afirmam que gatos

machos tém um risco significativamente maior de ter uma infecdo por FIV do que as
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fémeas (Levy et al., 2006; Danner et al., 2007; Little et al., 2009; Hellard et al., 2011;
Bande et al., 2012; Sukhumavasi et al., 2012; Liem et al., 2013; Garigliany et al.,
2016). No entanto, foram descritos dados epidemiologicos noutro estudo que
contradizem esta afirmagdo. Bandecchi ef al. (2006) descrevem que o sexo do animal
ndo tem influéncia na infecdo por FIV. Tais resultados podem ser justificados pelo
facto do estudo ter incluido apenas animais sem acesso ao exterior.

Relativamente ao comportamento animal, a agressividade ¢ um fator de risco
que tem vindo a ser descrito por varios autores, uma vez que a maior forma de
transmissdo de FIV ¢ por mordeduras e lutas (Natoli et al., 2005; Goldkamp et al.,
2008; Gleich et al., 2009; Bande et al., 2012). Também estd descrito que os animais
com acesso a rua t€ém maior risco de contrair esta infe¢do (Bande et al., 2012).

Os gatos que tenham doenga concomitantes possuem, também, maior risco
de contrair uma infe¢do por FIV (Hosie et al., 1989; Little et al., 2009; Bande ef al.,
2012).

1.2.3. Patogenia

A doenca clinica causada pelo FIV ¢ dependente da idade, do estado de
satde do animal quando infetado, da dose e via de inoculagdo do virus, do subtipo
viral e da competéncia imunologica do gato (Pedersen et al., 1990; Hartmann, 2005).

O virus ¢ transmitido a um hospedeiro susceptivel e, posteriormente, através
de varios processos, persiste nos linfocitos sanguineos, mesmo que exista uma forte
resposta imune. A evolugdo da infe¢do por FIV pode ser caracterizada pela transi¢cao
gradual de trés fases (fase aguda, fase assintomatica e fase terminal) que sdo definidas
pelas alteracdes dos sinais clinicos, o nivel de virémia, a imunidade antiviral e a
propor¢do entre linfocitos T auxiliares CD4+ e linfocitos T citotoxicos/supressores
CD8+ (CD4+:CD8+) no sangue periférico (Kolenda-Roberts et al., 2007).

Inicialmente, a glicoproteina gp120, presente no envelope de FIV, liga-se a
um receptor primario, o CD134, na superficie celular de linfocitos T auxiliares CD4+,
linfocitos B e macrofagos. Depois, ¢ permitida a fusdo membranar, a entrada do
retrivirus e a sua integragdo proviral no genoma do hospedeiro (Shimojima et al.,
2004; Dunham & Graham, 2008; Hosie et al., 2009).

A fase aguda da infecdo dura, geralmente, semanas a meses apOs exposicao

ao virus (Kolenda-Roberts et al., 2007; Dunham & Graham, 2008). Nos primeiros
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dias da infe¢do, o retrovirus replica com rapidez, principalmente, em linfocitos T
auxiliares CD4+ e sdo produzidas novas particulas virais que disseminam por todo o
organismo (Kolenda-Roberts et al., 2007; Dunham & Graham, 2008; Levy et al.,
2008a; Hosie et al., 2009). Na terceira semana de infecdo, o retrovirus esta presente
em tecidos linféides do organismo e replica no timo, nos linfonodos regionais e no
tecido linfoide associado ao intestino. Nesta fase, o virus ja é excretado na saliva
(Kolenda-Roberts et al., 2007).

Durante as primeiras semanas da infe¢do por FIV, os niveis de linfocitos T
auxiliares CD4+ ¢ linfocitos T citotoxicos CD8+ descem. Mais tarde, oito a 12
semanas apOs a exposicdo, a carga viral no plasma e proviral nas células
mononucleares sanguineas aumenta, ocorrendo um pico de virémia (Diehl et al.,
1995; Dunham & Graham, 2008; Hosie ef al., 2009). De seguida, ¢ desencadeada uma
resposta imune, que ¢ caracterizada pela produgdo de anticorpos, supressao dos niveis
virais em circulacdo e aumento dos linfocitos T citotoxicos CD8+ (Beebe et al., 1994;
Levy et al., 2008a). O racio CD4+:CD8+ inverte-se e persiste para o resto da vida do
animal (Kolenda-Roberts et al., 2007; Levy et al., 2008a).

Sellon & Hartmann (2006) descobriram que niveis elevados de virémia
durante a fase aguda da infecdo estdo associados com a rapida progressdo da doenga
na fase terminal.

Os gatos infetados entram numa fase assintomatica. Este periodo tem
duragdo variavel e, em alguns animais, pode durar varios anos ou até mesmo a vida
inteira; no entanto, outros poderdo nunca passar por este periodo, saltando
diretamente da fase aguda para a terminal. A duracdo desta fase depende de varios
fatores, como a idade do animal quando infetado, o subtipo viral, a respetiva
patogenia e a exposicdo do animal a outros agentes (Sellon & Hartmann, 2006;
Dunham & Graham, 2008; Hosie et al., 2009; Hartmann, 2011).

Na fase assintomatica, a carga viral no plasma € estavel e baixa e existe uma
resposta imune especifica contra o virus. Contudo, gradualmente, verifica-se um
declinio progressivo dos linfocitos T auxiliares CD4+ e linfécitos T
citotoxicos/supressores CD8+ (Diehl et al., 1995; Dunham & Graham, 2008; Levy et
al., 2008a; Hartmann, 2011).

A terceira e ultima fase da infe¢do por FIV, a fase terminal, ¢ caracterizada
pela SIDA, que coincide com o restabelecimento da circulagdo viral, uma diminui¢do

marcada do numero de linfocitos T citotoxicos/supressores CD8+ em circulagdo e a
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persisténcia da deficiéncia de linfocitos T auxiliares CD4+ (Kolenda-Roberts et al.,
2007; Hartmann, 2011). Esta fase ocorre, geralmente, em gatos com idade
compreendida entre quatro e seis anos (Hosie et al., 2009).

Estd descrito que os animais, na terceira fase, podem voltar a fase

assintomatica, se tratados apropriadamente (Hartmann, 2011).

1.2.4. Sinais clinicos

Os sinais clinicos da infe¢do por este agente sdo variaveis e dependem de
varios fatores, como a idade do animal na altura da infecdo, o subtipo viral, a dose, a
via de transmissao do virus e a exposi¢do a outros agentes secundarios. Alguns sinais
clinicos sdo o resultado do efeito direto do virus por si s6; no entanto, a maioria nao ¢
causada pela infe¢do de FIV (Hosie ef al., 2009; Sampaio Ferreira et al., 2011).

Na fase aguda de doenga, os primeiros sinais clinicos sdo inespecificos, leves
a moderados e transitorios que, muitas vezes, passam despercebidos. Alguns deles sdo
febre transitoria, depressdo, letargia, anorexia e sinais de linfadenopatia generalizada,
que estdo associados ao crescimento viral inicial ndo inibido (Sellon & Hartmann,
2006; Kolenda-Roberts et al., 2007; Dunham & Graham, 2008; Levy et al., 2008a;
Hosie et al., 2009; Hartmann, 2011; Sampaio Ferreira et al., 2011; Hartmann, 2012).

Depois da fase aguda, os animais infetados entram na fase assintomaética,
uma fase subclinica, onde parecem clinicamente saudaveis, podendo, no entanto,
existir sinais de linfadenopatia generalizada, uveite, gengivite e estomatite (Sellon &
Hartmann, 2006; Kolenda-Roberts et al., 2007Hosie et al., 2009; Sampaio Ferreira et
al.,2011).

A fase terminal ¢ a etapa onde se desenvolve a doenga clinica e ocorre a
SIDA, que ¢ caracterizada por niveis virais elevados e sinais clinicos graves
relacionados com infe¢des secundarias, doencas degenerativas e neoplasias (Kolenda-
Roberts et al., 2007; Hartmann, 2011; Hartmann, 2012). Nesta fase, os animais t€ém
grande probabilidade de desenvolver infegcdes virais, bacterianas, flingicas e
protozodarias secundarias, uma vez que este retrovirus causa imunossupressao (Levy et
al., 2008a; Hosie et al., 2009; Hartmann, 2011; Hartmann, 2012; Sobrinho et al.,
2012). Encontra-se descrita a ocorréncia de uveite, conjuntivite, rinite cronica, doenga
periodontal croénica, estomatite, traquebronquite, abcessos, doenga dermatolégica,

como demodicose e dermatofitose, distirbios gastro-intestinais por sobrecrescimento
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bacteriano e falhas reprodutivas (Hosie et al., 2009; Reche et al., 2010; Hartmann,
2012; Stiles, 2014; Weese et al., 2015). A gengivo-estomatite cronica felina ¢ uma
das mais frequentes apresentagdes clinicas de gatos infetados com FIV (Hofmann-
Lehmann ef al., 1998; Quimby ef al., 2008; Hartmann, 2012; Kornya et al., 2014).

Para além de causar imunossupressdo, este virus ¢é responsavel por
imunoestimulagdo, resultando, muitas vezes, em doenga imunomediada. Os
anticorpos nao sdo neutralizados e sdo produzidos complexos antigénio-anticorpo,
que vao depositar-se em capilares, causando poliartrite, uveite, vasculite e
glomerulonefrite (Callanan et al., 1992; Hosie et al., 2009Hartmann, 2012; Asproni et
al., 2013; Stiles, 2014).

Os animais infetados com este virus também tém maior probabilidade de
desenvolver neoplasias, geralmente linfoma, em especial de células B, e leucemia
(Levy et al., 2008a; Hartmann, 2012). No entanto, também estdo descritas outras
neoplasias associadas a uma infe¢do por FIV, nomeadamente carcinoma de células
escamosas, carcinoma broncoalveolar, fibrossarcoma, mastocitoma e adenocarcinoma
da glandula mamaria (Sellon & Hartmann, 2006; Hartmann, 2012).

Da mesma forma, tém vindo a ser descritos sinais neurologicos, associados
ao sistema nervoso central e periférico, como agressividade, incontinéncia fecal e
urindria, alteragdes do ciclo do sono, nistagmus, ataxia e convulsdes, entre outros

(Hosie et al., 2009; Sampaio Ferreira ef al., 2011; Hartmann, 2012).

1.2.5. Diagnéstico

Os animais infetados com FIV tém cargas virais bastante reduzidas durante a
maior parte das suas vidas. Desta forma, o desenvolvimento de testes de triagem, para
detecdo de antigénio, ndo ¢ vantajoso. Os animais infetados por este agente tém uma
infecdo persistente, pelo que os métodos que detetam anticorpos no sangue periférico
sdo os mais indicados para os testes de triagem de rotina, caso o animal ndo tenha sido
vacinado para FIV anteriormente (Kolenda-Roberts et al., 2007; Levy et al., 2008a;
Sand et al., 2009).

Existem vérios testes de triagem para identificar uma infe¢ao por FIV, que se
baseiam na dete¢do de anticorpos contra antigénios retrovirais, principalmente para o
antigénio p24 (Levy et al., 2008a; Hosie et al., 2009). A imunocromatografia e a

ELISA sao as técnicas utilizadas nos testes de triagem em clinica (Crawford & Levy,
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2007; Hosie et al., 2009). A ELISA ¢ um teste serologico indireto, que deteta a
presenca de anticorpos para as proteinas p15 (da matriz) e/ou p24 (da capside) e/ou
glicoproteina transmembranar gp41, que tem elevada sensibilidade e especificidade
Alguns laboratorios disponibilizam a técnica de ELISA em microplacas, bastante
utilizada para estudar o estado de infecdo por este agente, em populagdes. A
imunocromatografia ¢ uma técnica que deteta anticorpos para a proteina pl5 e/ou
glicoproteina gp41 (Reid et al., 1992; Crawford & Levy, 2007; Hosie et al., 2009;
Ammersbach et al., 2013; Westman et al., 2015).

Os testes positivos que detetam anticorpos anti-FIV, em gatos com menos de
seis meses, devem ser interpretados com alguma cautela (Levy et al, 2008a). Os
anticorpos de maes vacinadas ou infetadas sdo transmitidos a descendéncia e
persistem apds a idade de desmame (oito semanas), em mais de metade da
descendéncia (MacDonald et al., 2004; Levy et al., 2008a; Levy et al., 2008b). Estes
gatos bebés testam positivo para anticorpos anti-FIV, mas podem ndo estar infetados e
ter resultados negativos quando reavaliados apds os seis meses de idade. No entanto,
apesar da infe¢do por FIV de gatos bebés ser incomum, pode ocorrer ocasionalmente
e estes animais, quando reavaliados apds os seis meses de idade, continuam a ter
resultados positivos para anticorpos anti-FIV; nesse caso, devem ser considerados
verdadeiro infetados (Levy et al., 2008a).

A maioria dos animais faz a seroconversdao 60 dias apds a exposi¢do inicial;
no entanto, alguns gatos poderdo so apresentar anticorpos detetaveis apos um periodo
mais prolongado, o que deve ser considerado aquando do diagnostico (Goldkamp et
al., 2008; Levy et al., 2008a). Esta descrita a possibilidade de ocorrerem resultados
falso negativos na primeira fase de infecdo, quando os animais sdo seronegativos, mas
jé tém provirus integrado. Assim, quando o resultado deste teste ¢ negativo, mas nao
pode ser descartada uma recente exposicao ao retrovirus, deve ser repetido, apoés um
periodo minimo de 60 dias da ultima potencial exposi¢cdo (Levy ef al., 2008a). Para
além do referido, também poderdo existir resultados falso negativos, em animais que
estejam na fase terminal de doenga, com imunodeficiéncia, que apresentem uma carga
viral tdo elevada, que sequestre os anticorpos, formando complexos antigénio-
anticorpo (Hosie et al., 2009).

Quando os resultados dos testes que detetam anticorpos anti-FIV sdo
positivos esta recomendado efetuar confirmagdo, uma vez que podem ser resultados

menos exatos quando comparando com os negativos e, especialmente, se se tratarem
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de animais com risco reduzido e clinicamente assintomaticos (Hartmann et al., 2007;
Levy et al., 2008a; Hosie et al., 2009). Para a confirmacdo, existem vdarias op¢des
disponiveis, como o isolamento retroviral, a IFA indireta, o Western Blot e a PCR.
Também se pode optar por um segundo teste de anticorpo, de preferéncia, de um
fabricante diferente (Levy et al., 2008a).

O isolamento retroviral em cultura ¢ o método de diagndstico padrdo para a
identificacdo da infe¢do por FIV, todavia, os laboratérios ndo o disponibilizam
comercialmente (Levy ef al., 2008a; Levy et al., 2008b; Hosie et al., 2009).

A TFA indireta ¢ um teste que deteta anticorpos contra uma variedade de
antigénios retrovirais, sendo, no entanto, menos sensiveis e especificos do que os
testes de triagem efetuados na clinica (Andersen & Tyrrell, 2004; Hartmann et al.,
2007; Levy et al., 2008a; Levy et al., 2008Db).

O Western blot ¢ um teste que deteta anticorpos especificos para proteinas
retrovirais que ¢ muito util na confirmac¢do de resultados inconclusivos (Levy ef al.,
2008Db).

A PCR convencional deteta o DNA proviral duas semanas apos a infe¢do
inicial e tem sido promovido como um método para determinar o verdadeiro estado de
infecdo num animal (Bienzle et al., 2004; Crawford et al., 2005; Levy et al., 2008a;
Levy et al., 2008b).

Em Julho de 2002, foi licenciada, em alguns paises, a primeira vacina para
este agente (Levy et al., 2008b). Algumas semanas apds a vacinagdo, 0s animais
produzem anticorpos que sdo detetados nos testes de triagem e dificilmente
distinguidos de anticorpos induzidos pela infe¢do natural (Levy et al., 2004; Levy et
al., 2008a; Levy et al., 2008b; Westman et al., 2015). A PCR em tempo real pode ser
utilizada para diferenciar entre uma verdadeira infecdo e uma situacao de presenca de
anticorpos vacinais (Crawford et al., 2005; Levy et al., 2008a; Ammersbach et al.,
2013). Em 2007, foi desenvolvido um método experimental baseado no principio de
ELISA, que deteta anticorpos para varios antigénios de FIV permitindo a distingao de
animais vacinados dos infetados por este agente, com uma precisdo acima dos 97%
(Kusuhara et al., 2007; Levy et al., 2008b). Outro método desenvolvido, de forma a
distinguir um animal infetado de um vacinado, foi a mensurag@o do racio de linfocitos
T CD4+:CD8+ (Litster et al., 2014). Mais recentemente, em 2015, foram
desenvolvidos novos testes baseados no principio de imunocromatografia, que

detetam anticorpos para varios antigénios de FIV, com elevada sensibilidade e
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especificidade, que permitem a diferenciacdo entre gatos verdadeiramente infetados

com FIV dos vacinados (Westman et al., 2015).

1.3. Controlo das retroviroses

Os gatos infetados com retroviroses precisam de cuidado e tratamento
especiais, de forma a melhorar o seu bem-estar (Levy et al., 2008a; Lutz et al., 2009).

Os medicamentos disponiveis para o tratamento dos casos de retroviroses em
gatos sdo antiretrovirais € imunomodeladores (McCaw et al., 2001; Hosie et al., 2009;
Lutz et al., 2009).

A azidotimidina (AZT) ¢ um medicamento antiretroviral que tem a
capacidade de impedir a acdo da transcriptase reversa. O AZT reduz os niveis de
FeLV e FIV no sangue periférico, melhorando o estado imunolégico e clinico de
animais infetados (Smith et al., 1998; Bisset et al., 2002; Hosie et al., 2009; Lutz et
al., 2009; Mohammadi & Bienzle, 2012; Schwartz et al., 2014; Hartmann, 2015).
Outro exemplo de medicamento antirretroviral ¢ o Raltegravir, um inibidor da enzima
integrase (Morais de Almeida & Pedroso, 2015).

O tratamento de suporte, em gatos com infegdes por retroviroses, deve ser
instituido logo que possivel, adequado a necessidade de cada caso, de forma a
melhorar a qualidade de vida do animal (Hartmann, 2005; Levy & Crawford, 2005;
Levy et al., 2008a; Hosie et al., 2009; Lutz et al., 2009).

Em animais com retroviroses esta recomendada uma alimenta¢do completa
nutricionalmente equilibrada. Também se deve evitar a administragdo de carne e
produtos lacteos crus (Hartmann, 2005; Levy & Crawford, 2005; Levy et al., 2008a).

A implementacdo de medidas profilaticas ¢, também, muito importante, de
forma a maximizar a preven¢do das infecdes causadas por retroviroses, devendo
existir uma parceria entre os médicos veterinarios e os proprietarios. Os protocolos de
analises laboratoriais, vacinagdo, educag¢do pessoal e programas de lembrete do
proprietario podem ajudar na profilaxia destas doengas (Levy ef al., 2008a).

A primeira etapa para prevenir infe¢des causadas pelas retroviroses € ter o
conhecimento do estado de infecdo do animal. A American Association of Feline

Practitioners’ (AAFP) e a European Advisory Board on Cat Diseases (ABCD)
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recomendam testar todos os gatos paras as infecdes de FeLV e FIV (Levy et al.,
2008a; Mostl et al., 2013).

Outra medida muito importante para a prevencdo destas doengas ¢ o
isolamento dos animais infetados, impedindo a disseminagdo dos retrovirus e
restringindo o contato com outros agentes, prevenindo o agravamento do estado
clinico. Da mesma forma, em gatis, devem existir espagos diferenciados para os
animais (Levy et al., 2008a; Lutz et al., 2009; Mostl et al., 2013).

Na Europa, estd disponivel a vacinagdo para o FeLV. A vacinacdo
providencia uma boa protecdo devendo, por isso, ser considerada, caso a caso (Hosie
et al., 2009). No entanto, para o FIV, ainda ndo estd disponivel a vacina na Europa.
Alguns estudos experimentais tém mostrado que os animais sem infe¢do ou infetados
nas primeiras fases por FIV, que estejam assintomaticos, desenvolvem uma forte
resposta imune se forem vacinados. Ainda ndo se sabe se 0 mesmo acontece nos gatos
que estdo nas fases mais tardias de infe¢do, com imunodeficiéncia associada (Lutz et

al., 2009).

O objetivo geral do presente estudo foi determinar a prevaléncia de infecdo
por FeLV e por FIV numa populacdo de gatos errantes residentes da Ilha de Faro,
peninsula do Ancdo, no ano de 2014.

Os objetivos especificos do estudo foram:

a) Caracterizar a populacdo de gatos errantes da Ilha de Faro, peninsula do
Ancdo, quanto as variaveis intrinsecas, sexo e idade e varidveis
extrinsecas, sinais clinicos;

b) Através da técnica ELISA, testar os gatos em estudo para a presenga, em
circulagdo, do antigénio p27 de FeL'V e de anticorpos anti-p24 de FIV;

c) Avaliar uma eventual relagdo entre os casos positivos para FeLV e FIV e
algumas varidveis epidemiologicas intrinsecas, como idade, sexo e

extrinsecas, como alguns sinais clinicos dos animais.
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2. Material e Métodos

2.1. Projeto

A Associacdao Animais de Rua, a Camara de Faro e a Change for Animals
Foundation, em colaboracdo com a Faculdade de Medicina Veterinaria (FMV) da
Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias (ULHT), promoveram um
projeto pioneiro, em Portugal, de esteriliza¢do cirirgica, vacinagdo e desparasitagdo
de uma populacao de gatos errantes da Ilha de Faro, peninsula do Ancdo. A equipa era
composta por cinco médicos veterinarios voluntarios e o projeto decorreu no periodo
de 10 a 28 de Outubro de 2014 (A Voz do Algarve, 2014; Diario Digital & Agéncia
Lusa, 2014).

O objetivo do programa era controlar e reduzir significativamente a
populacdo de animais errantes que vive livremente na praia, promovendo a sua
qualidade de vida e saude, encorajando a adocdo responsavel e a convivéncia
saudavel entre os animais e os moradores e, também, recolher amostras biologicas de
forma a, posteriormente, se efetuarem estudos epidemioldgicos em relagdo a algumas

doengas (A Voz do Algarve, 2014).

2.2. Amostra populacional

Estima-se que a populacdo de gatos errantes na Ilha de Faro, peninsula do
Ancdo, seja de 230 (Didrio Digital & Agéncia Lusa, 2014) a 250 (A Voz do Algarve,
2014) animais, aproximadamente.

No total, foram incluidos no programa, 164 gatos errantes. No entanto,
quatro das amostras ndo estavam identificadas, pelo que foram excluidas. Oito
amostras tinham soro insuficiente para o diagndstico das infe¢des pelos dois
retrovirus e também foram excluidas. E ainda, duas amostras biologicas eram
insuficientes para diagnostico da infecdo por FeLV, pelo que foram excluidas para a
avaliagdo da presenca deste retrovirus. Assim, a amostra populacional, para avaliacao
da presenca de antigénio p27 de FeLV foi de 150 animais e para avaliacdo da
presenca de anticorpos anti-p24 de FIV, foi de 152 animais.

Posteriormente, foi efetuado o célculo de amostragem, com um erro amostral

definido de 5% e um intervalo de confianga de 95%. O numero amostral
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estatisticamente calculado para o presente estudo seria de 145 a 152 animais (Santos,
2016).

O ntimero de amostras foi alcangado por questdo de conveniéncia do trabalho
experimental, mas sendo coincidente com o numero amostral apropriado para o
trabalho, permite-se, assim, a extrapolacdo para a populagdo do qual foram retiradas
as amostras.

Cada animal foi submetido a um check-up geral tendo sida preenchida uma
ficha clinica (anexo 1). A ficha tinha informag¢des de preenchimento rapido e os dados
relevantes para a realizagdo do presente estudo foram a idade, o sexo e alguns sinais
clinicos.

A idade foi dividida em trés classes: os juvenis, animais com menos de um
ano (<1 ano), os adultos, animais com idade compreendida entre um e 10 anos (>1
ano) e, por ultimo, os seniores, animais com mais de 10 anos (>10 anos). O sexo foi
dividido em duas classes: macho e fémea. Finalmente, os sinais clinicos analisados
foram: lesdes dérmicas, linfadenopatia, lesdes oculares, atrofia muscular, epistaxis,
palidez das mucosas e diarreia.

Depois de preenchida a ficha, foi realizada a venopungao nas veias jugulares
dos gatos e foram colhidos cerca de 2 ml de sangue periférico para um tubo seco.
Apo6s retracdo do coagulo, foi efetuada centrifugagdo, a 3500 rpm, durante 10
minutos. O soro foi recolhido para um microtubo limpo, devidamente identificado e
armazenado a uma temperatura de -20 °C, até processamento.

Cada ficha clinica foi associada a amostra biologica por identificagdo

numérica.
2.3. Métodos de diagndstico

2.3.1. Virus da leucemia felina

O diagnostico da infecdo por FeLV foi realizado através do teste de ELISA
ViraCHEK®/FeLV (Synbiotics), desenvolvido nos Estados Unidos da América
(EUA). Este, ¢ um teste de ELISA sandwich direta, em placa, com micropogos que
contém anticorpos para pesquisa do antigénio p27 e que apresenta uma sensibilidade
de 94,9% (IC de 95%: 83,1-98,6%) e uma especificidade de 98,4% (IC de 95%: 96,8-
99,2%) (Hartmann et al., 2007).
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Em cada ensaio foram analisadas 10 amostras com os respetivos controlo
positivo e negativo. Para tal, era destacada uma tira com 12 micropogos, que se
colocava num suporte apropriado.

Inicialmente, foi colocada uma gota do controlo positivo no primeiro
micropo¢o ¢ uma gota do controlo negativo no segundo micropogo. Nos dez
micropogos subsequentes foram adicionados 50 pl de soro de cada amostra. Em
seguida, foi adicionada uma gota do reagente 1, o anticorpo conjugado de peroxidase
de raiz forte ou rabano-bastardo (Armoracia rusticana) (HRP, do inglés “horseradish
peroxidase”), em todos os poc¢os, apos o que se davam pequenas pancadas laterais no
suporte para promover a homogeneizagao. A esta etapa, seguiu-se uma incubacdo, a
temperatura ambiente, durante cinco minutos. A seguir, o sobrenadante foi
desprezado e todos os micropogos foram lavados diretamente e vigorosamente com
uma solu¢do de lavagem, em quantidades generosas. Este ponto foi repetido cinco
vezes, seguido de uma remocao final da solu¢do de lavagem por inversdo do suporte
para um papel absorvente. A solu¢do de lavagem consistia em tampao fosfato salino
(PBS, do inglés “Phosphate Buffered Saline”), a uma concentragdo de 1x. Em
seguida, foram colocadas, em todos os micropogos, duas gotas do reagente 2, o
substrato cromogénico, tendo-se agitado o suporte com pequenas pancadas laterais
para promover a homogeneizagdo. Seguiu-se uma incubagao a temperatura ambiente,
durante cinco minutos. Ap6s a ultima etapa, a incubagdo, os resultados foram
imediatamente lidos qualitativamente. O teste era considerado valido se o controlo
positivo apresentava cor azul e o controlo negativo se mantivesse transparente. De
acordo com a bula do teste, as amostras consideradas positivas eram as que
apresentavam cor azul (a intensidade do azul podia variar com a quantidade de
antigénio p27 de FeLV presente na amostra) e as amostras consideradas negativas

eram as que tinham uma coloragdo igual a do controlo negativo (figura 5).
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Figura 5: Fotografia retirada durante o trabalho laboratorial como exemplo de um teste
valido. a) controlo positivo; b) controlo negativo; ¢) amostras bioldgicas a testar; d) amostra
positiva.
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2.3.2. Virus da imunodeficiéncia felina

O diagnostico da infecdo por FIV foi realizado através do teste de ELISA
ViraCHEK® FIV (Synbiotics) desenvolvido nos EUA. E um teste de ELISA indireta
em placa, com micropogos que contém o péptido sintético antigénico p24 de FIV para
pesquisa de anticorpos contra o virus, € que tem uma sensibilidade de 92,6% (IC de
95%: 82,4-97,1%) e uma especificidade de 99,8% (IC de 95%: 98,8-100%)
(Hartmann et al., 2007).

Em cada ensaio foram analisadas 10 amostras com os respetivos controlos
positivo e negativo. Para tal, foi destacada uma tira com 12 micropogos que se
colocou num suporte apropriado.

Inicialmente foram colocadas, em cada micropoco, quatro gotas
(aproximadamente 160 pl) do reagente A, o anticorpo conjugado de HRP.
Posteriormente, foi adicionada, no primeiro micropogo, uma gota (aproximadamente
40 pl) do frasco B, o controlo positivo, que contém anticorpos anti-FIV e, no segundo
micropogo, uma gota (aproximadamente 40 pl) do frasco C, o controlo negativo. Nos
restantes 10 micropogos foram adicionados 10 pl de soro de cada amostra. Em
seguida, agitou-se o suporte para promover a mistura dos reagentes, sendo, depois,
deixado a incubar, durante 10 minutos, a temperatura ambiente. Apds esta etapa, o
sobrenadante foi desprezado e os micropocos lavados direta e vigorosamente com
uma solucao de lavagem (PBS 1x), em quantidades generosas. A lavagem foi repetida
cinco vezes seguida de uma remocdo final da solucdo de lavagem por inversdo do
suporte para um papel absorvente. Subsequentemente, foram colocadas, em cada
micropogo, duas gotas (aproximadamente 80 pul) do reagente D, o substrato, e deram-
se pequenas pancadas laterais no suporte para promover a mistura. Por fim, seguiu-se
uma incubacdo, durante cinco minutos, a temperatura ambiente. Imediatamente apos
esta ultima etapa, os resultados foram lidos de duas formas:

1. Anadlise qualitativa: o teste era valido se o controlo positivo
apresentava cor azul e o controlo negativo se mantinha transparente.

ii.  Andlise quantitativa: a absorvancia em cada micropogo foi lida num

espectrofotometro  Multiskan FC, (Thermo Scientific) a um
comprimento de onda (1) de 595 nm. O teste era valido se o controlo

positivo apresentasse uma absorvancia superior a 0,150.
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A interpretacdo dos resultados foi efetuada de acordo com as duas analises: 1)
as amostras que apresentavam cor azul e uma absorvancia superior a 0,040 foram
consideradas positivas (a intensidade da coloragdo das amostras consideradas
positivas varia de acordo com a quantidade de anticorpo para p24 de FIV presente na
amostra); ii) as amostras que ndo apresentavam cor € com uma absorvancia superior a
0,040 foram consideradas duvidosas e iii) as amostras que ndo apresentavam cor e
com uma absorvancia igual ou inferior a 0,040 foram consideradas negativas.

O cut off considerado foi de 0,040, dado que foi o maior valor obtido de

absorvancia para o controlo negativo nos varios ensaios realizados.

2.4. Analise estatistica

Com recurso ao programa informdtico Microsoft Office Excel 2010, foi
construida uma base de dados onde foi introduzida a informacao descritiva dos 152
gatos analisados.

A analise estatistica dos resultados foi realizada com o programa IBM SPSS,
versdo 22. Foi efetuada uma andlise descritiva da populacdo em estudo, quanto as
variaveis de caraterizagdo intrinseca, sexo e idade, ¢ de caraterizacdo extrinseca,
sinais clinicos. Foram calculadas as prevaléncias aparentes das infe¢des por FeLV e
FIV. Utilizando o teste chi-quadrado, foram avaliadas as relacdes entre os resultados
dos testes ELISA e as variaveis epidemiolédgicas referidas.

Posteriormente, foram calculadas as prevaléncias reais das infe¢des por

FeLV e FIV.
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3. Resultados

3.1. Caracterizacio da amostra populacional

A amostra populacional em estudo foi de 152 animais. Em alguns deles, a
ficha clinica ndo se encontrava preenchida na totalidade, pelo que ndo foi possivel

conhecer toda a amostra populacional (tabela 2).

Tabela 2: Resumo da auséncia de informacdo de varidveis epidemioldgicas em parte dos
animais estudados.

S I SCLD | SCL | SCLO | SCAM | SCE | SCPM | SCD
Vélidos 124 119 109 109 108 109 108 111 106
Auséncia
de 28 33 43 43 44 43 44 41 46
informagao

S — sexo; I — idade; SCLD - sinal clinico de lesdes dérmicas; SCL — sinal clinico de
linfadenopatia; SCLO — sinal clinico de lesdes oculares; SCAM — sinal clinico de atrofia
muscular; SCE — sinal clinico de epistaxis; SCPM — sinal clinico de palidez das mucosas;
SCD - sinal clinico de diarreia.

Por existir falta de informagdo, a caracterizagdo da amostra populacional
quanto as varidveis intrinsecas, sexo e idade e as varidveis extrinsecas de sinais
clinicos, lesoes dérmicas, linfadenopatia, lesdes oculares, atrofia muscular, epistaxis,
palidez das mucosas e diarreia deve ser assumida como a percentagem valida, ou seja,
a percentagem de animais cuja informac¢do em relagdo a determinada varidvel ¢
conhecida.

A tabela 3 apresenta a caracterizagdo da populagdo em estudo, em relagdo as
variaveis intrinsecas, sexo e idade. De entre os animais cuja informagao relativa ao
sexo era conhecida, 48,4% eram machos e 51,6% eram fémeas. Assumindo a
percentagem dos animais cuja informagao relativa a idade que era conhecida, 26,1%

eram juvenis, 73,9% eram adultos e 0,0% eram seniores.
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Tabela 3: Caracterizacdo da amostra populacional em relagdo as variaveis intrinsecas, sexo e

idade, em frequéncia absoluta, percentagem e percentagem valida.

Frequéncia Percentagem (%) Percentagem
Absoluta Valida (%)
Masculino 60 39,5 48,4
S Feminino 64 42,1 51,6
Juvenil 31 20,4 26,1
I Adulto 88 57,9 73,9
Sénior 0 0,0 0,0

S —sexo; I — idade.

A tabela 4 apresenta a caracteriza¢do da populacdo em estudo relativamente
a variavel extrinseca sinais clinicos. Dos animais cuja informagdo era conhecida,
1,8% apresentava lesdes dérmicas, 0,9% linfadenopatia, 25,2% palidez de mucosas e

3,8% diarreia.

Tabela 4: Caracterizagdo da amostra populacional em relagdo as variaveis extrinsecas sinais
clinicos em frequéncia absoluta, percentagem e percentagem valida .

Frequéncia Percentagem (%) Percentagem
Absoluta Valida (%)
Auséncia 107 70,4 98,2
SCLD
Presenca 2 1,3 1,8
Auséncia 108 71,1 99.1
SCL
Presenca 1 0,7 0,9
SCLO Auséncia 108 71,1 100,0
SCAM Auséncia 109 71,7 100,0
SCE Auséncia 108 71,1 100,0
Auséncia 83 54,6 74,8
SCPM
Presenca 28 18,4 25,2
Auséncia 102 67,1 96,2
SCD
Presenca 4 2,6 3,8

SCLD - sinal clinico de lesdes dérmicas; SCL — sinal clinico de linfadenopatia; SCLO — sinal
clinico de lesdo ocular; SCAM - sinal clinico de atrofia muscular; SCE — sinal clinico de
epistaxis; SCPM — sinal clinico de palidez das mucosas; SCD — sinal clinico de diarreia.
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3.2. Prevaléncias de infe¢do por FeLV e FIV

Apoés realizacdo do teste ELISA ViraCHEK®/FeLV (Synbiotics), foram
identificados 13 animais positivos e 137 negativos. Dos 137 resultados negativos, para
infecdo por FeLV, 27 eram animais juvenis. A prevaléncia aparente de infe¢do por
FeLV foi de 8,7% (13/150), como apresentado na figura 3.

@ Negativo
& Positivo

Figura 6: Prevaléncia aparente de infe¢do por FeLV.

Sabendo que o teste de ELISA utilizado apresenta uma sensibilidade de
94,9% (IC de 95%: 83,1-98,6%) e uma especificidade de 98,4% (IC de 95%: 96,8-
99,2%) (Hartmann et al., 2007), e que a prevaléncia aparente de doenca foi de 8,7%
(13/150), foi calculada a prevaléncia real de infecdo por FeLV de acordo com a

equacdo 1 (Thrusfield, 1991):

PA+Esp—1 (Equagao 1)
Se+Esp—1

PR: Prevaléncia real

PA: Prevaléncia aparente

Esp: Especificidade

Se: Sensibilidade

A prevaléncia real de infecdo por FeLV calculada foi de 7,6%.
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Ap6s realizacdao do teste de ELISA ViraCHEK® FIV (Synbiotics), foram
identificados 21 animais positivos, 112 negativos e 19 duvidosos. Dos 21 resultados
positivos, 16 eram animais adultos (> lano) e cinco ndo tinham informacao relativa a
idade. Dos 19 resultados duvidosos, sete eram animais juvenis (< 1 ano), oito eram
animais adultos (> 1 ano) e quatro animais nao tinham informagao relativa a idade.

A figura 4 apresenta, de forma esquematica, a prevaléncia aparente de infe¢ao
por FIV, que foi de 13,8% (21/152). Foram considerados os resultados duvidosos, que

correspondem a 12,5% (19/152) da amostra populacional.

B Negativo
B Positivo
O Duvidoso

Figura 7: Prevaléncia aparente de infecao por FIV.

Sabendo que o teste de ELISA utilizado apresenta uma sensibilidade de
92,6% (IC de 95%: 82,4-97,1%) e uma especificidade de 99,8% (IC de 95%: 98,8-
100%) (Hartmann et al., 2007) e que a prevaléncia aparente foi de 13,8%, foi
calculada a prevaléncia real de infecdo por FIV, de acordo com a equacdo 1

(Thrusfield, 1991), tendo sido obtido um valor de 14,7%.

3.3. Relacoes estatisticas

Foram procuradas relacdes estatisticas entre os resultados obtidos nos testes de
ELISA ViraCHEK®/FeLV ¢ ELISA ViraCHEK® FIV e as varidveis de caracterizagio
intrinseca e extrinseca dos animais.
Nao foram encontradas relagdes estatisticamente significativas, exceto entre a
positividade de FIV e a idade e entre a positividade de FIV e a linfadenopatia.

Parece existir uma relagdo entre idade e positividade no teste de FIV, que sugere
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que os animais mais velhos tém maior prevaléncia da doenga (chi-quadrado (1, N=119) =

9,014, p=0,011). Essa relacdo pode ser mais facilmente observada na figura 8.

Idade
@ Juvenil
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Figura 8: Relacgdo entre o estado de infe¢do por FIV e a idade.

Também parece existir uma relacdo entre o sinal clinico linfadenopatia e a
positividade no teste de FIV, que sugere que os animais com linfadenopatia tém maior
prevaléncia da doenga (chi-quadrado (2, N=109) = 7,453, p=0,024). Essa rela¢do pode ser

mais facilmente observada na figura 9.
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Figura 9: Relacdo entre o estado de infeg¢do por FIV e o sinal clinico linfadenopatia.

BA



4. Discussao

A TIlha de Faro, peninsula do Ancdo, estd ligada ao continente apenas por
uma estrada/ponte. Devido a existéncia de um unico acesso, a populacdo de gatos
errantes tem uma migrag¢ao voluntaria muito reduzida, restringindo-se o seu habitat ao
areal (A Voz do Algarve, 2014; Diario Digital & Agéncia Lusa, 2014).

Os gatos reproduziram-se a um ritmo elevado, tendo a coldnia crescido. Com
uma densidade populacional elevada, um territdrio pequeno e de dificil acesso, a
populacdo torna-se fechada (Didrio Digital & Agéncia Lusa, 2014). Assim, a
populagao estudada apresenta elevado risco de contrair doencgas infetocontagiosas.

Os héabitos de vida desta populagdo variam de acordo com a estacdo do ano.
No Verdo, os animais t€ém ao seu dispor excesso de comida, porque a atividade
piscatéria ¢ relativamente grande, sendo que os pescadores alimentam-nos. A
adicionar a este facto, ¢ uma época com estadia de muitos turistas, que também lhes
disponibilizam alimento. Pelo contrario, no Inverno, os animais tém dificuldade em
encontrar comida, passam alguma fome e ingerem apenas restos de peixe fornecido
pelos pescadores (Didrio Digital & Agéncia Lusa, 2014).

Assim, no Inverno, os animais estdo mais imunocomprometidos e, pelo facto
de existir menos alimento disponivel, existe maior probabilidade de lutas por disputa
do mesmo. Sendo uma populacdo constituida por animais errantes, também existem
lutas entre os gatos machos que, at¢ a data do estudo, eram todos inteiros, por
acasalamento e disputa de territorio. Estes comportamentos aumentam a
probabilidade de transmissao de FIV.

Para além do referido, durante todo o ano, os animais coabitam sem restrigao
e, assim, existe grande risco de transmissao de FeLV.

O tipo de estudo realizado apresenta algumas limitagdes. O facto de a
apreciacdo da idade e dos varios sinais clinicos terem sido efetuados por vdrias
pessoas ¢ disso exemplo, uma vez que, apesar do protocolo ser igual, poderdo,
eventualmente, existir ligeiras diferencas na consideragao final.

Ainda, ¢ importante referir que, segundo a bula dos testes utilizados, as
amostras de soro muito lipémicas e hemolisadas podem ter resultados falso positivos,
no entanto, macroscopicamente ndo foram identificadas amostras turvas e leitosas

caracteristicas de lipémia nem amostras rosadas, caracteristicas de hemolise.
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Os valores de prevaléncia obtidos no presente trabalho podem ser
extrapolados para a totalidade da populagdo. Apesar do nimero de amostras ter sido
alcancado por questdo de conveniéncia do trabalho experimental, coincide com o
numero amostral apropriado para o trabalho, calculado posteriormente.

Em relagdo a investigacdo realizada para avaliagdo da infecdo por FeLV na
amostra populacional considerada (n=150), foi pesquisado o antigénio p27 de FeLV,
no sangue periférico.

Os animais com infecdo progressiva tém resultados positivos neste teste; os
animais com infecdo regressiva, numa fase inicial, tém resultados positivos, mas,
posteriormente, testam negativo porque ja ndo apresentam virémia nem antigenemia;
os animais com uma infe¢ao abortiva t€m um resultado negativo neste teste; por fim, os
animais com infecdo focal tém resultados varidveis neste teste (Levy et al., 2003;
Hartmann, 2006; Arjona et al., 2007; Levy & et al, 2008; Little et al., 2011;
Hartmann, 2012). Desta forma, conclui-se que poderdo existir resultados falso
negativos devido a patogenia da presente doenca.

Na maioria dos animais, o desenvolvimento da antigenemia tem uma duracgao
média de 28 dias apds a exposi¢do inicial; no entanto, este ¢ um processo variavel,
podendo ter uma duracdo maior (Levy et al., 2008a; Little et al., 2011). Assim, os
animais que foram positivos neste teste terdo tido contato com este agente pelo menos
28 dias antes da data de recolha da amostra. Ainda de salientar que, animais numa
fase muito inicial de infe¢do, teriam resultados falso negativos, no presente teste.

Assim, existe a possibilidade de um animal estar infetado com este
retrovirus, mas ter um resultado negativo em testes que detetam antigénio (Hofmann-
Lehmann et al., 2001; Lutz et al., 2009). A detecdo de DNA de provirus, por PCR,
seria uma forma de confirmar estes resultados, aumentando, assim, a sensibilidade de
diagnostico.

Os gatos bebés, embora possam ser testados em qualquer idade, quando
infetados por transmissdo materna, podem apresentar resultados falso negativos, até
alguns meses apds o nascimento (Levy et al., 2008a; Little et al., 2011). Assim, ¢
possivel colocar a hipdtese que os 27 animais juvenis (< 1 ano) negativos no teste
possam ser resultados falso negativos. Esta situacdo seria resolvida testando, meses
mais tarde, estes animais; no entanto, dada a natureza do projeto, tal ndo foi possivel.

O valor de prevaléncia real de FeLV obtido no presente estudo foi de 7,6%

(13/150), podendo ser extrapolado para a totalidade da populagdo de gatos errantes da
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Ilha de Faro, uma vez que o numero de animais estudados coincide com o numero
amostral que foi estatisticamente calculado. Este valor encontra-se de acordo com o
descrito na Europa. Segundo a literatura, na Europa, a prevaléncia de infecdo por
FeLV varia entre 3,5 a 15,6% (Gleich et al., 2009; Spada et al., 2012; Chhetri et al.,
2013).

Considerando apenas estudos realizados com recurso a técnica de ELISA,
para detecdo de antigénio de FeLV, as prevaléncias de infe¢do encontradas foram de
2,3% (409/18038), na América do Norte, numa populacdo de gatos provenientes de
colonias (n=8068) e com proprietarios (n=9970) (Levy et al., 2006), de 7,5%
(17/227), no México, numa populacdo de gatos com proprietarios (Ortega-Pacheco et
al., 2013), de 3,4% (383/11144), no Canad4a, numa populacdo mista de gatos errantes
(n=1556) e com proprietarios (n=9588) (Little et al., 2009) e de 1,0% (2/196), na
Finlandia, em gatos errantes (Sukura ef al., 1992). Estes valores sdo inferiores a
semelhantes aos obtidos no presente estudo.

O valor de prevaléncia obtido no presente trabalho ¢ semelhante ao de outros
estudos realizados em Portugal. O estudo portugués cujo resultado da prevaléncia de
FeLV mais se aproxima do obtido no presente estudo foi realizado por Duarte ef al.
(2010), na area metropolitana de Lisboa, no qual foram testados gatos errantes
provenientes de vdrias colonias, tendo sido descrita uma prevaléncia aparente de
infecdo de 7,1% (14/198). Trata-se de uma populacdo com caracteristicas semelhantes
a que foi estudada e o meio de diagnostico utilizado foi o mesmo, apesar de ndo ter
sido calculada a prevaléncia real, ajustada a sensibilidade e especificidade do teste
(Duarte et al., 2010).

Em relacdo a investigacdo realizada para avaliacdo da infecdo por FIV na
amostra populacional considerada (n=152), foram pesquisados anticorpos anti-p24 de
FIV, no sangue periférico.

Os resultados duvidosos obtidos no teste sdo aqueles em que as amostras nao
manifestaram cor azul, mas apresentaram uma absorvancia superior a 0,040, valor
considerado como cut off. Este resultado duvidoso indica que a amostra analisada tem
niveis de anticorpos tdo baixos, que se encontram no limite entre a positividade e a
negatividade para a infecdo por este agente. Uma hipdtese que poderia justificar este
resultado seria a de os gatos se encontrarem numa fase inicial de infecdo e, por isso,

apresentarem baixos niveis de anticorpos. O ideal teria sido fazer a repeticdo dos
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ensaios de ELISA para estas amostras, contudo, devido a restricdes orcamentais, tal
nao foi possivel.

O teste utilizado no presente estudo deteta anticorpos, conforme ja referido.
A maioria dos animais infetados por este retrovirus produz anticorpos que sao
detetaveis cerca de 60 dias ap0Os a exposi¢do inicial; no entanto, alguns gatos poderdo
sO apresentar anticorpos detetaveis mais tarde (Goldkamp et al., 2008; Levy et al.,
2008a). Esta situacao impede o diagndstico por um periodo relativamente prolongado,
existindo, assim, a possibilidade de ocorrerem de alguns resultados falso negativos.

Assim, a realizagdo de um teste molecular, como a PCR, para a dete¢do de
provirus, seria uma forma de confirmar os resultados da serologia.

Os testes positivos que detetam anticorpos anti-FIV, em gatos com menos de
seis meses, devem ser interpretados com alguma cautela (Levy et al., 2008a). Em
mais de metade da descendéncia, os anticorpos de maes infetadas sdo transmitidos aos
gatos bebés e persistem apds a idade de desmame (oito semanas) (MacDonald et al.,
2004; Levy et al., 2008a; Levy et al., 2008b). Assim, a maioria destes gatos bebés tém
resultados positivos em testes que pesquisam anticorpos anti-FIV, mas podem nao
estar infetados e ter resultados negativos quando reavaliados apos os seis meses de
idade (Levy et al., 2008a). No entanto, apesar da infecdo por FIV em gatos bebés ser
incomum, pode ocorrer ocasionalmente; estes animais, quando reavaliados apds os
seis meses de idade, continuam a apresentar resultados positivos para anticorpos anti-
FIV, devendo, entdo, ser considerados verdadeiro infetados (Levy et al., 2008a).

Nenhum animal juvenil (< 1 ano) evidenciou resultado positivo; no entanto,
sete animais juvenis (< 1 ano) apresentaram resultados duvidosos no teste realizado. E
possivel elaborar a hipotese de estes animais terem obtido anticorpos da progenitora,
mas ndo estarem infetados com FIV. Pela limitacdo do estudo (impossibilidade de
reavaliar os animais apos os seis meses) ¢ dificil determinar o seu estatuto em relagao
a esta infecdo. Tendo estes sete animais idades compreendidas até um ano e um
resultado duvidoso no teste de ELISA, considerou-se que a apreciagdo do estatuto
destes animais seria indeterminado.

A prevaléncia real de FIV obtida no presente estudo foi de 14,7% (21/152),
podendo ser extrapolado para a totalidade da populacdo de gatos errantes da Ilha de
Faro, uma vez que o numero de animais estudados coincide com o numero amostral

que foi estatisticamente calculado. Este valor ¢ superior ao descrito noutros paises da
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Europa. Segundo a literatura, no Norte de Europa, a prevaléncia de infe¢do por FIV
varia entre 2 a 6%, sendo no Sul de 10% (Gleich et al., 2009; Spada et al., 2012).

Considerando apenas estudos realizados com recurso a técnica de ELISA
para detecdo de anticorpos anti-FIV, foram descritas seroprevaléncias de 2,5%
(446/18038), na América do Norte, numa populacdo gatos provenientes de coldnias
(n=8068) e com proprietarios (n=9970) (Levy et al., 2006), de 2,5% (5/227), no
México, em gatos com proprietarios (Ortega-Pacheco et al, 2013), de 4,3%
(480/11144), no Canadé, numa populacdo mista de gatos errantes (n=1556) e com
proprietarios (n=9588) (Little et al., 2009) e de 6,6% (13/196), na Finlandia, em gatos
errantes (Sukura et al., 1992). Estes valores sdo bastante mais baixos, comparando
com o obtido no presente estudo.

Em Portugal, foram efetuados alguns estudos epidemiologicos. O estudo
portugués, cujo resultado da seroprevaléncia para FIV mais se aproxima do obtido no
presente estudo, foi realizado na Ilha de Sao Miguel, regido autonoma dos Agores, por
Botelho (2014). Este autor estudou uma populacdo de gatos errantes e assilvestrados,
tendo encontrado uma prevaléncia real de 14,2% (12/90). Trata-se de uma populacao
com caracteristicas semelhantes a estudada, tendo o meio de diagnostico utilizado
sido 0 mesmo que no presente trabalho.

O valor obtido para a prevaléncia de FIV foi bastante superior ao de FeLV,
quase o dobro. Uma possivel justificacdo podera estar relacionada com as diferencas
de patogenia das duas doencas. Um animal exposto ao FIV ird manter-se infetado
durante toda a vida, enquanto que a patogenia de infecdo por FeLV ¢ bastante
variavel. Apesar de alguns gatos infetados por FeLV poderem ganhar resisténcia a
infecdo (infecdo regressiva), outros desenvolvem infecdo progressiva e, nesse caso,
apresentam maior morbilidade e mortalidade (Dunham & Graham, 2008). Por outro
lado, a maioria dos animais em estudo eram adultos (73,9%), facto que podera
justificar a diferenca dos valores calculados para a percentagem de infeg¢do por estes
retrovirus, dado que, segundo a literatura, os gatos mais novos sao mais susceptiveis a
infecdo por FeLV quando comparados com os adultos. Em relagdo a infecao por FIV,
os gatos adultos t€ém maior risco de infe¢do que os jovens.

O presente estudo sugere a existéncia de uma possivel relagdo entre a
positividade para FIV e a idade (figura 8), ou seja, os resultados sugerem que os
animais adultos (> 1 ano) t€ém maior probabilidade de se encontrarem infetados por

FIV, o que esta de acordo com a literatura. Segundo alguns estudos consultados, a
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idade ¢ um fator de risco para a infecdo por FIV, sendo que os gatos adultos,
especialmente com mais de cinco anos, t€m maior prevaléncia de doenca do que
animais mais jovens, o que pode ser justificado pelo longo periodo de incubacdo, que
medeia a infecdo e o desenvolvimento da doenca clinica (Sellon & Hartmann, 2006;
Murray et al., 2009; Hellard et al., 2011; Sukhumavasi et al., 2012; Liem et al., 2013;
Garigliany et al., 2016).

No entanto €, também, de salientar que os grupos inicialmente estipulados
para a idade dos animais sdo desiguais, uma vez que o grupo dos adultos apresenta
um intervalo de idade superior a qualquer outro (juvenis: < 1 ano; adultos: > 1 ano; e
seniores: > 10 anos). Desta forma, existem mais animais que pertencem a esta
categoria. No entanto, tratando-se de uma colénia de animais errantes, classificar a
idade exata de um gato ndo ¢ tarefa facil.

Neste estudo, os resultados apontam para uma eventual relacdo entre a
positividade de FIV e o sinal clinico de linfadenopatia (figura 9), dado que todos os
animais com linfadenopatia também tinham uma infecao por este retrovirus. De facto,
segundo a literatura, este sinal clinico ¢ comum aparecer na primeira fase (fase aguda)
de patogenia, podendo persistir na fase assintomdtica. No entanto, ¢ de salientar que
apenas um animal tinha linfadenopatia neste estudo.

O presente documento constituiu o primeiro estudo epidemioldgico sobre a
infecdo por FeLV e FIV efetuado na populacdo de gatos errantes da Ilha de Faro,

tendo as prevaléncias encontradas sido significativas.
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5. Conclusao

O FeLV e o FIV sdo dois retrovirus felinos com grande importancia em
Medicina Veterindria. No entanto, em Portugal existem, ainda, poucos estudos
epidemioldgicos sobre as infegdes por estes agentes. O presente trabalho constitui um
pequeno contributo para a comunidade cientifica, uma vez que permitiu conhecer a
prevaléncia de infecdo pelos dois retrovirus felinos, numa populagdo nunca antes
estudada.

O estudo que aqui se descreve e apresenta, constitui o primeiro estudo
epidemioldgico realizado na ilha de Faro, peninsula do Ancdo, ndo existindo, por isso,
termos comparativos nem evolutivos sobre as infe¢cdes por FeLV e FIV nesta regido.

A prevaléncia real obtida para a infecdo por FeLV e FIV foi, respetivamente,
de 7,6% (13/150) e de 14,7% (21/152). Foi, ainda, encontrada uma relacao
estatisticamente significativa entre a positividade para FIV e as varidveis idade e
presenca de linfadenopatia.

Na sequéncia dos valores de prevaléncia obtidos, seria recomendavel, a
implementagdo de medidas preventivas, de forma a impedir ou minimizar a
transmissdo de retrovirus; no entanto, devido a natureza do projeto, a concretizagao da
mesma, nesta populagdo, torna-se impossivel. Ainda assim, no caso de adog¢dao de um
gato proveniente desta colonia, no que diz respeito a profilaxia destas duas
retroviroses felinas, salienta-se que ¢ recomendada a realizacdo de testes que
esclarecam o estado de infecdo do animal. Caso seja positivo para infe¢do(des) por
estes retrovirus, ¢ recomendado o isolamento do animal, impedindo o contato com
outros gatos e acompanhamento médico-veterinario.

Para o futuro, seria interessante, realizar novo estudo epidemiologico para
clarificar os resultados duvidosos e avaliar a evolucao das prevaléncias de infecdo por

FeLV e FIV nesta populagao.
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7. Anexos

7.1. Anexo 1 - Ficha de identificacio adaptada e registo de dados clinicos dos

animais envolvidos no estudo

laculdada
e medicina

UNIVERSIDADE LUSOFONA o
e Tecslogiten veterinaria

de Buraidudes ¢

id. do animal

idade aproximada

Sexo: M l:l
Presenca de carracas
wol ] em[]

Sinais clinicos presentes:

Sim Nao
Les6es dérmicas
Linfadenopatia
Lesbes oculares
Atrofia muscular
Epistaxis
Palidez das mucosas

Diarreia

Qutros sinais clinicos:

Projecto "Gatos da ilha de Faro™

Data colheita /1072014

Presenca de pulgas
Nzo l:] Sim l:l
Produto recothido:
Sim Nao
Sangue em EDTA
Sangue em tubo seco
Fezes
Orgaos genitais
Pele da Oretha
Carragas
Pulgas

Outras amostras

QN



