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Resumo

Atualmente, na pratica clinica veterinaria, recorre-se muitas das vezes a testes rapidos
(kits) para se realizar o diagnostico de uma doenca infeciosa, dada a sua rapidez e um custo
relativamente baixo. Deste modo, nesta dissertacdo foi realizada uma analise de doencas
diagnosticadas através de testes rapidos e sobre a eficacia dos mesmaos.

Durante o periodo de 29 de setembro de 2019 a 31 de janeiro de 2020, realizou-se um
estagio curricular, no Hospital Veterinario de Gaia. O objetivo consistiu em analisar testes
rapidos no diagnostico de doencas infeciosas. Para este estudo foram estudados 44 animais de
companhia, dos quais 16 (36,4%) eram cdes e 28 (63,6%) eram gatos. Estes animais
apresentaram-se com sinais clinicos de diferentes doencas (ou para efetuar o rastreio das
mesmas). Destes animais 36 (81,8%) apresentavam-se com sinais clinicos e 8 (18,2%) ndo
apresentaram qualquer sinal.

Dos 28 gatos em estudo, 46,4% foram positivos ao teste rapido para FIV e 28,6% foram
positivos ao teste para detecdo de FeLV. Dos animais que ndo apresentavam sinais clinicos, 4
gatos foram positivos a FIV e 2 gatos foram positivos a FeLV. Tiveram resultados positivos a
ambos os testes, 21,4% dos gatos e, 46,4% gatos foram negativos a ambos os testes.

Dos 16 cées, 11 foram sujeitos ao Teste SNAP® Parvovirose, 27,3% tiveram resultado
positivo e 72,7% tiveram resultado negativo.

Os testes rapidos (Kits) sdo cada vez mais utilizados na pratica clinica. Embora tenha sido

utilizada uma amostra de conveniéncia, os resultados desde trabalho contribuem para a

fiabilidade da utilizacdo de testes rapidos no diagnostico de doencas infeciosas.

Palavras-Chave: Doengas Infeciosas, Testes Rapidos, Diagnostico, Clinica de Animais de

Companhia.






Abstract

Currently, in veterinary clinical practice, rapid tests Kkits are often used to diagnose an
infectious disease, given its speed and relatively low cost. Thus, in this dissertation, an
analysis of diseases diagnosed through rapid tests and on their effectiveness was carried out.

During the period from September 29", 2019 to January 31%, 2020, a curricular internship
took place at the Hospital Veterindrio de Gaia. The objective was to analyse the use of rapid
tests Kits in the diagnosis of infectious diseases. For this study, 44 animals were analyzed, of
which 16 (36.4%) were dogs and 28 (63.6%) were cats. These animals presented clinical
signs of different diseases (or to screen for them). Of these animals, 36 (81.8%) presented
with clinical signs and 8 (18.2%) did not show any signs.

Of the 28 cats under study, 46.4% tested positive for the rapid test for FIV and 28.6%
tested positive for FeLV. Of the animals that did not show clinical signs, 4 cats tested
positive for FIV and 2 for FeLV. About 21.4% of cats analysed tested positive for both
diseases while, 46.4% cats were negative for both tests.

Of the 16 dogs, 11 were subjected to the SNAP® Parvovirus test, 27.3% tested positive
while 72.7% tested negative.

Rapid tests kits are increasingly used in clinical practice. Although a convenience sample
was used, the results of this work contribute to the reliability of the use of rapid tests in the

diagnosis of infectious diseases.

Keywords: infectious diseases, Rapid test kit, diagnosis, pets.
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Introducéo

| - 1L.Introducéo:

A elaboracdo do presente documento, foi realizada no a&mbito das doencas infeciosas,
tendo por base a casuistica observada no Hospital Veterinario de Gaia (HVG), durante a
realizacdo do estagio curricular, no periodo compreendido entre 29 de setembro de 2019 e
31 de janeiro de 2020. Neste trabalho sdo abordados cinco doengas cujo diagnostico €
possivel através de testes rapidos de diagnostico: Parvovirose Canina, Virus da
Imunodeficiéncia Felina e o Virus da Leucemia Felina. Estas doencas infeciosas foram
diagnosticadas no HVG através de testes rapidos e foram recolhidos dados relativamente aos
animais testados.

Muitas das doencas de importancia médico veterinaria sao causadas por microrganismos
virais, bacterianos, helmintes, fungos, protozoarios, entre outros. Estas doencas podem
apresentar sinais clinicos semelhantes e isso dificulta muito um diagndstico diferencial na
auséncia de exames laboratoriais. O diagnostico definitivo de qualquer doenca infeciosa
requer a detecédo direta ou indireta e/ou a identificacdo do agente, que pode ser encontrado
em tecidos ou fluidos infetados pelo agente. As técnicas classicas de laboratdrio usadas para
isolar, cultivar e identificar organismos sdo trabalhosas, intensivas e caras, exigindo
equipamento e uma experiéncia consideravel. Embora sejam muito Gteis na identificacdo e
caracterizacdo de microrganismos, estas técnicas ndo sao exequiveis na pratica clinica. O
uso de testes rapidos imunoenzimaticos tem vindo a aumentar na pratica clinica. A maioria
inclui um substrato que produz uma cor quando se forma um complexo anticorpo-antigénio
permitindo que a presenga do agente seja observado visualmente sem ajuda de qualquer
aparelho amplificador (Wright,1992; Greene, 2016; Alhajj et al., 2020).

Para que se consiga realizar uma boa pratica clinica, é necessario relacionar, conceitos
clinicos e epidemioldgicos, sinais clinicos, historia e exame fisico, de forma a determinar o
mais rapidamente, o agente infecioso que podera estar envolvido. A prevencgéo da infecdo é
sempre preferivel ao seu tratamento (Lappin, 2014).
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2.Parvovirose Canina
2.1.Etiologia

Os parvovirus sdo virus sem envelope, apresentam uma simetria icosaédrica e possuem
uma cadeia simples de ADN). Este virus pertence ao subgrupo do parvovirus felino dentro
do género Parvovirus. O CPV emergiu como um agente patogénico em cées no final da
década de 1970 como uma variante do parvovirus felino (FPV) (Markey et al., 2013).

A capside apresenta uma série de caracteristicas superficiais que estdo associadas ao
seu funcionamento. O local de ligacdo do recetor dos parvovirus felinos e caninos, que
determina o seu hospedeiro e o tropismo do tecido, esta localizado na superficie da espicula
que é também o local de ligacdo da maioria dos anticorpos dirigidos contra a capside
(Fenner, 2017). A cépside é composta por um total de 60 moléculas proteicas,
aproximadamente, 90% sendo VP2 e aproximadamente 10% sendo a proteina
VP1 sobreposta mas maior. Em alguns virus, uma terceira proteina, VP3, é formada pela
clivagem de péptidos na regido amino-terminal da VP2 (MacLachlan et al., 2011). Estas
proteinas, com especial énfase a VP2, sdo responsaveis pelo tropismo celular, pela ligacdo
ao recetor, pelas propriedades antigénicas e pela estabilidade do virus no ambiente (Fenner,
2017).

A enterite pelo parvovirus canino é provavelmente uma das doencas infeciosas mais
comuns dos cdes e 0 virus mais prevalente em cdes com diarreia infeciosa. Esta doenca
altamente contagiosa, muitas vezes fatal, é causada por estirpes de CPV-2 (2, 2a, 2b e 2¢). O
CPV-2, possivelmente teve origem numa evolugdo do FPV, levando a que o mesmo
passasse a infetar carnivoros selvagens (Truyen, 2006). Esta doenca altamente contagiosa,
muitas vezes fatal, é causada por estirpes de CPV-2 (2, 2a, 2b e 2¢) (Greene, 2016).

2.2.Epidemiologia

O virus que revela a maior importancia em doencgas gastrointestinais em cdes € 0
parvovirus canino tipo 2 (CPV-2). O CPV é o agente etioldgico de uma doenca contagiosa,
caracterizada principalmente por sinais de gastroenterite clinica em cdes mais novos. CPV-2
emergiu como um novo virus no final dos anos 70 (Miranda & Thompson, 2016). Este virus
é considerado como um dos mais importantes virus causadores de gastroenterites no cé@o
(Decaro et al., 2007)
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A enterite aguda por CPV-2 pode ocorrer em cées de qualquer raga, idade ou sexo. No
entanto, cachorros entre as 6 semanas e 6 meses de idade e da raca
Rottweiler, Doberman Pinscher, Labrador Retriever, American Staffordshire Terrier, Pastor
Aleméao e Malamute do Alasca parecem ter um risco aumentado (Greene, 2016).

Em Portugal, as trés variantes encontram-se em circulagcdo e em diferentes frequéncias.
Durante o periodo de 2012-2014, a CPV-2c foi a variante com maior prevaléncia, seguida
da CPV-2b e por dltimo a CPV-2a. A CPV-2b foi a variante mais predominante na regido
Norte e Centro, enquanto a CPV-2c liderou na regido Sul e foi a Unica variante a ser
detetada nas Ilhas (Miranda et al., 2016)

O CPV é altamente contagioso e a maioria das infecdes ocorrem como resultado do
contacto com fezes contaminadas no ambiente. Além disso, fomites tais como equipamentos
em instalacbes veterinarias, insetos e roedores podem servir de vetores. Os cdes podem
transportar o virus no pelo por longos periodos. O periodo de incubacdo médio é de 7 a 14
dias (Khatri et al., 2017).

2.3. Patogenia

O CPV reconhece como tecidos-alvo para replicacdo viral as criptas intestinais e 0s
6rgdos linfoides, mas o virus pode disseminar-se para todos os tecidos, incluindo o cérebro
(Decaro et al., 2009).

Apb6s a entrada do virus na orofaringe, a replicacdo inicial do virus ocorre no
tecido linféide da orofaringeo, timo e ganglios mesentéricos (Prittie, 2004). Posteriormente,
0 virus dissemina-se para outros 6rgdos e para a corrente sanguinea, ocorrendo uma virémia
primaria 1-5 dias ap6s a infeccdo (Decaro & Buonavoglia, 2012). As células que tém
recetores apropriados e que se encontram na fase S do ciclo celular séo infetadas e mortas
ou impedidas de entrar em mitose. O virus replica-se em tecidos linfoides associados ao
sistema gastrointestinal e é disseminado por leucécitos infetados ao epitélio germinal das
criptas do intestino delgado, causando diarreia. A replicagdo do virus nestes tecidos origina a
viremia secundaria, geralmente durante o 3° pds-infegdo (Decaro et al., 2009). Isto provoca a
destruicdo e colapso do epitélio intestinal. Como resultado, o “turnover” celular (geralmente
entre 1 e 3 dias no intestino delgado) é prejudicado e as vilosidades ficam encurtadas
(McCaw & Hoskins, 2006). Infecbes bacterianas secundarias da microbiota Gram-negativa

e anaerobia causam complicacdes adicionais relacionadas com danos intestinais, bacteriemia
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e endotoxemia e coagulagdo intravascular disseminada. A excregao ativa das estirpes CPV-2
comecga no terceiro ou quarto dia apds exposicdo, geralmente antes de surgirem sinais
clinicos evidentes. O CPV-2 comeca a ser excretado em grandes quantidades 7 a 10 dias
apos a infecdo (Decaro et al., 2007b). A ocorréncia de citélise da medula 6ssea e de outras
celulas linféides leva a linfopenia ou a leucopenia, enquanto a perda de células epiteliais
intestinais pode levar a enterite hemorragica. Pode envolver a perda das células progenitoras
mieloides, diminuindo o numero de trombdcitos circulantes, eritrocitos, granuldcitos e
mastocitos. No entanto, hospedeiros e estirpes virais diferentes resultam em tropismos
preferenciais do tecido e sinais clinicos diferenciados, de modo que a manifestacdo da
doenca clinica pode variar de grave a subclinica (Hoelzer & Parrish, 2010).

Os midcitos cardiacos também podem suportar o crescimento do CPV apenas nas
primeiras 2-3 semanas de vida do cachorro, ocorrendo quando os mesmos sdo infetados no
Utero ou nas primeiras semanas de vida (Sime et al., 2015). Quando a infecdo ocorre em
neonatos, o virus podera infetar as celulas do miocardio, uma vez que o musculo cardiaco
encontra-se numa rapida divisdo celular celular na primeira semana de vida do animal.
Consequentemente, a infecdo pode levar a necrose do miocardio e inflamacdo, levando a
edema pulmonar e/ou congestdo hepatica devido a insuficiéncia cardiaca. Esta forma clinica
de miocardite conduz, frequentemente, a morte subita dos cachorros, no entanto, caso
sobrevivam, poderdo desenvolver insuficiéncia cardiaca entre as 6-8 semanas de idade
(MacLachlan et al., 2011).

2.4. Sinais Clinicos

A gastroenterite aguda € a manifestacdo mais comum de doenca e surge frequentemente
em cachorros ndo vacinados entre as 6 semanas e 0s 6 meses de idade (MacLachlan et al.,
2011).

Os sinais clinicos ocorrem ap6s um periodo de incubagdo de 3-7 dias e consistem
maioritariamente em anorexia, prostracdo, vomitos e diarreia sanguinolenta e/ou mucoide,
desidratacéo e febre (Decaro et al., 2005). Devido a diarreias hemorrégicas, as perdas de
sangue podem levar a anemia. Um valor reduzido de proteinas plasmaticas e dos parametros
de cloro, potéssio e sddio também sdo observaveis devido a episddios de diarreia (Greene,
2016). A leucemia ocorre frequentemente, em que as contagens de globulos brancos a

descerem abaixo das 2000-3000 celulas/mL de sangue. No entanto, as contagens totais de
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leucécitos podem estar dentro dos intervalos normais devido a linfopenia induzida pelo
virus concomitante com uma neutrofilia provocada por infeces por bactérias oportunistas
(Decaro et al., 2005).

A morte ocorre principalmente devido a desidratacdo, desequilibrios eletroliticos, choque
endotdxico ou septicemia associada a destruicdo da mucosa intestinal e a leucopenia (Prittie,
2004).

A dispneia, prostracdo e o choro sdo sinais clinicos caracteristicos do quadro cardiaco em
cachorros. Muitas das vezes, acabam por morrer em menos de 24 horas apds o inicio da
sintomatologia (Evermann & Kennedy, 2011).

2.5.Diagndstico

O diagndstico clinico de casos fulminantes de parvovirus canino é relativamente facil,
dado que poucas doengas nos cédes causam a enterite aguda, febre e leucemia (Greene,
2016).

O aparecimento subito de diarreia sanguinolenta e de odor intenso num céo jovem (com
menos de 2 anos) € frequentemente considerado indicativo da infecdo pelo CPV. No
entanto, nem todos os cdes com diarreia sanguinolenta (com ou sem vOmitos) estdo
necessariamente infetados com CPV e muitos dos casos de CPV ndo levam a uma diarreia
hemorragica. As infecBes parasitarias e bacterianas enteropatogénicas, isoladas ou em
combinacdo, também devem ser consideradas, bem como outras infecdes virais (Castro et
al., 2007).

2.5.1.Hemaglutinacédo

Varios testes estdo disponiveis para o diagndstico do parvovirus canino entre eles, o teste
de hemaglutinacdo (HA). Este foi um teste muito utilizado no século passado, um dos
métodos tradicionais disponiveis para o rastreio do parvovirus canino, dado que este virus
atraves das suas hemaglutininas, tem o potencial de hemaglutinar eritrocitos de
suinos/felinos/macacos-rhesus (Senda et al., 1986). O teste HA é uma técnica simples que
pode ser realizada mesmo em condicGes laboratoriais mal equipadas com resultados que
podem ser interpretados ap0s 4 horas. Este teste estuda a atividade de hemaglutinagédo

do parvovirus canino, especialmente com globulos vermelhos suinos a 4°C. Os eritrdcitos
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de outras espécies podem ser usados, mas sao dificeis de obter nas quantidades necessérias,
ou sdo caros. No entanto, para uma leitura clara deste ensaio, devem ser assegurados
eritrocitos de boa qualidade, uma vez que o ensaio é afetado por um coeficiente alterado de
sedimentacdo eritrocitaria que pode ocorrer em caso de stresse ou doenca do suino doador
(Desario et al., 2005).

No entanto, muito dos casos ddo negativo, uma vez que a hemaglutinacdo s6 é
normalmente detetada em amostras até 1 semana apos a infecdo, quando a carga viral nas
fezes do cdo é elevada (Desario et al., 2005). Pode haver a possibilidade de perda de
atividade de HA devido a degradacdo de hemaglutininas virais apds longos periodos de
congelamento repetido e descongelamento de amostras fecais (Al-Bayati et al., 2010) e
algumas estirpes CPV-2 inerentemente demonstram uma atividade hemaglutinante muito

baixa ou ausente (Cavalli et al., 2001).

2.5.2.1solamento Viral

O isolamento viral € um processo demorado, requerendo um longo periodo de incubacéo
(5-10 dias) e testes adicionais por imunofluorescéncia ou HA, a fim de detetar antigénios
virais. Outra desvantagem é a baixa sensibilidade, provavelmente devido aos anticorpos no
limen intestinal dos cdes infetados que se podem ligar as particulas virais, impedindo

ligacGes virais aos recetores celulares (Desario et al., 2005).

2.5.3.Microscopia Eletronica

O método de microscopia eletrénica é usado para identificar particulas virais com base
no tamanho e forma do virus. Durante a fase aguda, as particulas virais sdo observadas em
fezes utilizando um contraste negativo (Khatrietal.,, 2017). Ao longo do tempo, a
microscopia eletronica para visualizacéo e identificacdo de particulas virais de CPV perdeu
a sua utilidade diagndstica, dado que € uma técnica muito demorada e também porque
necessita de equipamento sofisticado e de um observador experiente (Mathys et al., 1983 ;
Khatri et al., 2017).
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2.5.4.Diagndstico Serologico

2.5.4.1.Teste de Imunofluorescéncia Indireta

Na imunofluorescéncia indireta, é utilizado um corante fluorescente para marcar
anticorpos. Posteriormente utiliza-se um microscopio fluorescente para se detetar a posi¢do
do anticorpo, quando 0 mesmo ao antigénio. Nesta técnica é utilizado tecido congelado ou
entdo fixado com formalina, para a detecdo do CPV, usando a imunofluorescéncia (IF)
e imunoperoxidase (PAP). A PAP permite uma localizacdo intracelular do antigénio com
maior resolugdo. Apesar de serem bastante sensiveis, ambas as técnicas sdo dispendiosas e
necessitam de um operador experiente e atualmente ndo sdo muito utilizadas (Khatri et al.,
2017).

2.5.4.2.Imunocromatografia e ELISA

Os testes imunocromatograficos e 0s que se baseiam no método ELISA sdo os mais
utilizados na prética clinica, uma vez que sao muito faceis e rapidos de executar (Rodrigues
& Molinari., 2018). Detetam a presenca de particulas virais nas fezes, através de anticorpos
monoclonais, todavia ndo permitem fazer a identificacdo do subtipo de parvovirus nem
diferenciar as estirpes vacinais e as estirpes de campo. Estes testes sdo utilizados na pratica
clinica sob a forma de kits e necessitam de uma quantidade de antigénio na amostra
suficiente para formar um complexo visivel, na forma de uma banda colorimétrica evidente
( Desario et al., 2005). Ainda assim, estes testes apresentam maior sensibilidade do que o
teste de hemaglutinacdo e sdo mais rapidos e simples de usar (Lacheretz et al., 2003).

As particulas virais sdo excretadas nas fezes, aproximadamente dias 3 a 12 pds-infecgéo, e
séo facilmente detetaveis no pico de excrecéo viral (4-7 dias apos a infegcdo). Os resultados
falsos positivos podem ocorrer 3-10 dias ap0s a vacina¢do com uma vacina contra o CPV.
Os resultados negativos podem ocorrer secundarios a ligacéo de anticorpos neutralizadores e
particulas virais cessacdo/diminuicdo da carga viral fecal, 10-12 dias ap6s a infecdo. Deste

modo, os testes tém que ser realizados de forma relativamente rapida (Prittie, 2004).
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2.5.5.Diagnostico Molecular
2.55.1.PCR

A Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) baseia-se em 3 passos, nomeadamente
desnaturacdo, ligacdo e extensdo. O método PCR ¢é utilizado para um diagnostico rapido da
infecdo pelo CPV. Este método utiliza “primers” para o gene VP2, um gene conservado para
proteinas virais. Apds a amplificacdo do gene, os padrées de clivagem de restricdo do gene
amplificado sdo comparados. Este método também é usado para a detecdo de diferentes
variantes do CPV (Khatri et al., 2017).

Os métodos baseados em PCR (PCR convencional e em tempo real) foram demonstrados
como mais sensiveis do que as técnicas tradicionais. Em particular, a PCR em tempo real é
sensivel, especifica, mais reprodutivel e permite a detecdo e quantificacdo do &cido nucleico
CPV-2 em poucas horas. Além disso, existe menos risco de contaminacdo cruzada que com
PCR convencional (Decaro et al., 2005). No entanto, os ensaios moleculares, especialmente
0 método de PCR em tempo real, requere equipamentos dispendiosos, reagentes e
operadores especializados. Desta forma, a sua utilizagdo como testes para a prética
veterinaria ndo é viavel. Na aplicacdo desta técnica, amplifica-se o gene da VP2, cujo ADN
pode ser posteriormente sequenciado para analise e subtipificacdo (Desario et al.,2005;
Khatri et al., 2017). Também se pode realizar PCR com recurso a enzimas de restricao
(RFLP), que se baseia na identificacdo de um local de restricdo, apenas presente no CPV-2c,
utilizando a enzima de restricdo Mboll, o que permite distinguir CPV-2c¢ dos outros subtipos
(Desario et al., 2005).

Na PCR em tempo real, a amplificacdo do ADN é monitorizada, enquanto esté a ocorrer.
Esta técnica amplifica uma sequéncia nucleotidica especifica numa amostra e monitoriza o
progresso dessa amplificacdo, utilizando técnicas de detecdo de fluorescéncia. A grande
vantagem deste método € que, para além da identificacdo de ADN de parvovirus, permite a
sua quantificagdo nas amostras a partir de valores tdo baixos com 102 cépias de ADN. Uma
variante desta técnica é a PCR-RT Multiplex (Khatri et al., 2017).
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2.5.5.2.LAMP

A LAMP (Loop Mediated Isothermal Amplification) utiliza um conjunto de quatro
“primers”, que reconhecem diferentes segmentos e utiliza a ADN polimerase para a
amplificacdo do ADN (Khatri et al., 2017). A LAMP tem sido usada para detecdo direta de
ADN de CPV em amostras fecais e € um processo bastante rapido, de elevada sensibilidade
e relativamente barato, no entanto, necessita de um operador com alguma experiéncia. No
futuro, podera tornar-se um dos principais testes rapidos a ser realizado em clinica
(Sahoo et al.,2016)

2.5.5.3.Biossensor

Um biossensor é um dispositivo que converte respostas bioldgicas em sinais elétricos.
Foi desenvolvido um biossensor (Quartz Crystal Microbalance) para uma rapida detecdo de
infecdo por CPV. Este equipamento demonstrou valores de sensibilidade de 95,4% e 98%
de especificidade quando comparado com a PCR. Permite fazer um diagnostico rapido, com
elevada sensibilidade e especificidade, em segundos e com baixas quantidades de amostra
(Kim et al., 2015).

2.6. Tratamento

O CPV continua a ser um importante agente patogénico canino em todo o mundo. A taxa
de mortalidade sem tratamento pode atingir 0s 91%. No entanto, com um diagnostico rapido
e um tratamento eficiente, as taxas de sobrevivéncia podem ser de 95% (Prittie, 2004). A
manutencdo da hidratagdo e do suporte oncético, bem como a correcdo do nivel de
eletrolitos sdo da grande importancia. Cdes que apresentem uma hipovolemia grave
precisam de restabelecer o seu volume circulante em 1-2 horas. Uma solucdo cristaloide
isotonica equilibrada (como o exemplo do Lactato de Ringer) é o fluido de eleigdo para a
recuperacdo do volume intravascular inicial e da reidratacdo (Anastasio et al., 2014). A
hipoglicemia, secundaria a uma elevada desnutri¢do, hipermetabolismo, disfuncdo hepatica
subjacente, ou septicemia, é geralmente observado em enterites provocadas pelo CPV. Em
casos de vomito continuo, ndo é recomendada uma alimentacdo por via entérica, dado que

pode perpetuar a hipoglicemia. Apdés a reidratacdo, a suplementacéo intravenosa de 2,5a 5%
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dextrose adicionada a uma solucdo de eletrélitos equilibrada, pode ser necesséria para
combater esta perturbagdo metabolica (Prittie, 2004).

A administracdo parentérica de antibioticos de largo espectro (como exemplo da
ampicilina e cefalosporinas), devem ser utilizados devido ao alto risco de septicemia,
resultante da destruicdo da barreira da mucosa intestinal e & neutropenia. Estes antibidticos
promovem a protecdo contra organismos Gram-positivos, Gram-negativo e anaerdbios. A
enrofloxacina revelou um efeito bastante positivo, mas pode provocar danos nas cartilagens
em cdes jovens que se encontram em crescimento. Aminoglicosideos apenas devem ser
administrados em animais bem hidratados, uma vez que podem provocar faléncia renal
aguda (Abrams, 2006; McCaw & Hoskins, 2006).

Podem ser utilizados antieméticos tais como a metaclopramida e o maropitant,
principalmente em casos de vomito mais severos. Embora o tratamento antiemético seja
recomendado na enterite por parvovirus, alguns estudos demonstraram que a utilizagdo de
antieméticos prolongou os episédios de vomitos e a hospitalizacdo (Mantione, 2005). Em
caso de auséncia de uma resposta aos antieméticos, deve-se considerar a possibilidade de
obstrucdo por corpo estranho, intussuscecao, esofagite do refluxo ou pancreatite (Prittie,
2004).

2.7.Prevencéo e controlo

Os surtos de enterite por CPV sdo dificeis de controlar. O virus é ubiquo, pode sobreviver
por mais de 6 meses a temperatura ambiente e é facilmente transportado entre cdes atraves
de jaulas, roupa de cama suja, ou humanos. Em situac@es canis, as boas praticas higiénicas,
incluindo a desinfecdo vigilante de todas as superficies expostas e do pessoal, sdo
fundamentais para a prevencdo da transmissao nosocomial da infegéo viral (Prittie, 2004). A
desinfecdo de todas as superficies expostas e do pessoal, sdo importantes, dada a natureza
resiliente do virus no ambiente. Hipoclorito de sddio (uma porgdo de lixivia para 30 de
agua) e peroxido de potassio (Virkon®) sdo viricidas eficazes, desde que o tempo de
contacto seja de pelo menos 10 minutos (Greene & Decaro, 2012).

Mais importante do que uma boa higiene para a prevencdo da infe¢do por CPV é garantir
uma forte imunidade individual através da adocéo de protocolos eficazes de vacinacdo. A

imunizacdo eficaz é essencial para a protecdo individual e para a diminui¢do da populacao
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de animais sensiveis numa regido, promovendo assim a imunidade de grupo (Day et al.,
2016).

A titulacdo de anticorpos no soro estd correlacionada com a imunidade. Cdes
seronegativos sdo suscetiveis e caes com titulagbes baixas de anticorpos normalmente ndo
ficam doentes sistematicamente, porém excretam virus nas suas fezes. Cdes com uma
titulacdo de anticorpos elevados, geralmente ndo desenvolvem uma infegdo ativa ou
contribuem para a propagacédo do virus (Prittie, 2004). A vacinacdo € método mais ideal e
barato para o controlo da infecdo (Nandi et al., 2013). Um dos protocolos de vacinagédo
recomendado € a vacinacdo dos cées a cada 4 semanas, entre as 6 e as 8 semanas de idade,
até por volta das 16 semanas de idade, concluindo a sua primovacinacao. Posteriormente, 0s
caes devem realizar um reforco um ano apos a primovacinacao e depois realizar um reforco
a cada 3 anos, em vez de um reforco anual (Jakel et al.,2012). As vacinas inativadas de CPV
sdo consideradas inferiores as vacinas atenuadas, uma vez que sd8 menos eficazes em
impedir a excre¢do viral, permitindo a propagacdo do virus (Decaro et al, 2005). As vacinas
sdo pouco eficazes na presenca de anticorpos maternos (Nandi et al., 2013). O periodo a
partir do qual os niveis de anticorpos maternos se tornam baixos e em que 0s cachorros sao

capazes de desenvolver a imunidade ativa € a partir das 7 semanas (Decaro et al, 2012).
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3.Virus da Imunodeficiéncia Felina
3.1.Etiologia

O virus da imunodeficiéncia felina (FIV) € um retrovirus, pertencente a subfamilia
Orthoretrovirinae, género Lentivirus. T. Os lentivirus sdo retrovirus complexos e possuem
genes acessorios aléem do gag, pol e env (Fenner, 2017). O gene gag codifica, entre outros, a
proteina de capsideo p24 que é importante para o diagndstico. O gene pol codifica as
proteinas da protease, integrase, revertase e as da transcriptase, assim como outras enzimas
importantes para a viruléncia do FIV. Tanto o gag como e o pol sdo relativamente
conservados entre estirpes. O gene env codifica a glicoproteina viral (gp120) e a proteina
transmembranar (gp41), que sdo as principais mediadoras da entrada do virus na célula
hospedeira e pela diversidade viral do FIV (Duarte et al., 2012; Fenner, 2017). O FIV
subdivide-se em varios subtipos que se baseiam em diferencas na sequéncia do gene env. No
mundo, cinco subtipos principais foram reconhecidos: A, B, C, D e E. Os gatos europeus
estdo infetados com os subtipos A, B, C e D, sendo o subtipo A o principal subtipo nos paises
a norte e o subtipo B é mais importante nos paises do Sul, como no caso de Portugal e Italia
(Kann et al., 2006) Estas diferencas do gene env acabam por apresentar potenciais obstaculos
no desenvolvimento de vacinas contra o FIV. Gatos infetados podem albergar varios subtipos
0 que indica uma falta de protecdo cruzada entre subtipos (Sykes, 2013).

3.2.Epidemiologia:

A prevaléncia de FIV é variavel geograficamente e depende de fatores de risco como a
condigdo de vida do animal. Um estudo de 2010 relativo a gatos errantes na &rea
metropolitana de Lisboa, detetou uma prevaléncia de 10,2% (Duarte et al., 2010). O FIV pode
ser isolado no sangue, soro, plasma, fluido cefalorraquidiano e saliva em gatos infetados. A
inoculagéo parenteral do virus, que se encontra na saliva ou sangue, através de mordidas ou
feridas, constitui a principal forma de transmissdo (Hartmann, 2012) A infecdo é muito mais
comum nos machos do que nas fémeas e o risco de infecdo é maior em gatos que passam mais
tempo no exterior. Gatos adultos também sdo infetados mais frequentemente do que gatos
mais jovens, dado que o comportamento agressivo entre gatos € o meio predominante de
transmisséo natural (Scherk et al., 2013a). A transmisséo vertical é rara entre gatos do mesmo
lar, apesar do “grooming” mutuo, alguma agressividade, tigelas de comida e caixas de areia

partilhadas durante varios anos (Litster, 2014). Pode ocorrer a transmissdao do virus da mae
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para os filhos durante a gestacdo e a proporgéo de crias infetadas depende da carga viral da
mée (Greene, 2016).A transmissdo de FIV através do colostro é uma ocorréncia muito rara,
no entanto pode conduzir a resultados falsos positivos, na pesquisa de anticorpos contra o
FIV. Podem apresentar estes resultados durante os primeiros 3 meses de vida, devido a
presenca de anticorpos no leite, apesar de ndo se encontrarem verdadeiramente infetadas
(MacDonald et al., 2004). Na pesquisa de anticorpos, € incomum que os resultados positivos
obtidos a partir de métodos como o método ELISA, sejam confirmados por outros métodos.
Deste modo, a verdadeira prevaléncia da infecdo pode ser sobrestimada numa populacdo
saudavel, devido a resultados falsos positivos (Cohn, 2007b).

3.3.Patogenia

O virus replica-se no tecido linfoide, incluindo o timo, baco, linfonodos, tecido linfoide
associado & mucosa, medula dssea, mas também em tecidos néo linféides, como as glandulas
salivares e 0 SNC (Dunham, 2006; Cohn, 2007).

Os principais alvos para a infecdo por FIV sdo os linfécitos T CD4+ ativados, mas também
infeta CD8+, linfécitos, mondcitos, macrdéfagos, células dendriticas e astrocitos. A
glicoproteina gp120 do envelope liga-se a um recetor primario na superficie celular, o CD134,
expresso primariamente em células CD4+ (Dunham & Graham, 2008). Uma mudanca
conformacional ocorre na gpl20, o que permite uma segunda interacdo com o0 coreceptor
CXCR4, desencadeando uma fusdo de membrana e permitindo a entrada do virus. Ap6s o
pico da viremia, o virus circulante diminui para niveis baixos a medida que o hospedeiro
desenvolve uma resposta imunitaria ao FIV. Geralmente, os anticorpos anti-FIV tornam-se
detetaveis em gatos infetados experimentalmente 2 a 4 semanas apds a sua inoculacgdo,
embora a exposi¢do a quantidades menores de virus possa atrasar o aparecimento de respostas
detetaveis (Dunham, 2006).

No decorrer desta fase, a carga viral mantém-se baixa e 0s animais ndo apresentam sinais
clinicos, podendo ter uma duracdo de varios anos. No entanto, ocorre uma diminuicao
progressiva da func¢do imunitaria do animal, devido & diminui¢cdo do nimero de linfocitos T
CD4+ no sangue periférico e a nivel dos tecidos linfoides. As principais causas da perda
celular podem incluir a diminuic¢do da producdo devido a infecdo da medula 6ssea e do timo,
a lise induzida de células infetadas pelo FIV, a destruicdo de células infetadas pelo sistema
imunitario ou a morte por apoptose. Os gatos infetados apresentam uma diminuicao seletiva e

progressiva dos linfocitos T CD4+ e um aumento significativo dos linfocitos T CD8+, o que
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subsequentemente leva a diminuicdo da relacdo CD4+: CD8+ (Kolenda-Roberts, 2008). De
modo geral, a infecdo parece levar a uma mudanga de células T-helper 1 (Th-1) para T-helper
2 (Th-2), a desregulacdo de citocinas e a supressdo da resposta imunitaria celular e inata,
acabando por levar a apoptose de linfocitos em tecidos linfoides primarios (Fenner, 2017).

A disfungdo neuroldgica e alteragdes histoldgicas no sistema nervoso central sdo eventos
indiretos e ndo necessariamente uma consequéncia imediata da infecdo celular do SNC ou da
replicacdo viral dentro do SNC. As células do SNC infetadas pelo FIV incluem os astrécitos e
as células da microglia. A inflamagcdo do SNC é provocada pelo aumento do complexo de
histocompatibilidade microglial e o movimento de células inflamatérias mononucleares no
cérebro, regido por células microgliais e astrécitos, como resposta ao virus. Pensa-se que 0s
astrocitos e macrdfagos infetados alteram o metabolismo celular do SNC ou sdo responsaveis
pela producdo de neurotoxinas tais como citociinas inflamatdrias ou moléculas sinalizadoras.
Neurotoxinas como o glutamato foram descritos como uma causa de perda neural (Huitron-
Resendiz et al., 2004; Johnson, 2005).

3.4.Sinais Clinicos

As alteragdes clinicas provocadas pelo FIV podem ser muito semelhantes as alteracdes
provocadas por FeLV (Cohn, 2007b). A maioria dos sinais clinicos apresentados pelos gatos
infetados com FIV ndo sdo diretamente causados pelo proprio virus, mas sim devido a
imunodepressdo que este induz. Deste modo, é crucial identificar a causa subjacente dos
sinais e proceder ao seu tratamento (Scherk et al., 2013a).

As fases clinicas reconhecidas em gatos incluem uma fase aguda, uma fase clinicamente
assintomaética de duracdo varidvel, e uma fase terminal de infecdo comumente referida como
SIDA felina. Também foram descritas duas outras fases em gatos infetados: linfadenomegalia
generalizada progressiva que sucede a fase assintomatica e posteriormente a fase do complexo
associado a SIDA (ARC). A primeira fase ocorre nos primeiros 3 meses iniciais pos-infeccédo
e corresponde ao pico inicial de virémia. Alguns dos gatos podem apresentar letargia,
anorexia, linfoadenopatia generalizada, neutropenia, linfopenia e febre e também outras
alteracbes tais como enterites, estomatites, dermatites, conjuntivites ou doencas do foro
respiratorio. No entanto, muitos gatos nao apresentam quaisquer sinais clinicos (Dunham,
2006; Kolenda-Roberts, 2008). A segunda fase caracteriza-se pela auséncia de sinais clinicos,

na qual ndo se evidenciam alteragdes clinicas, podendo durar varios anos (Arjona et al.,
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2007). A carga viral é mantida a niveis extremamente baixos) e a infecdo é controlada
principalmente pelos linfocitos CD8+ T e linfocitos B. Surge um aumento persistente da
concentracdo de 1gG, em parte atribuivel a producdo de anticorpos especificos do FIV
(Kolenda-Roberts, 2008). A terceira fase pode durar meses a poucos anos, em que se observa
uma linfadenopatia generalizada com alguns sinais clinicos inespecificos tais como febre
recorrente, letargia, anorexia, estomatites, entre outros (Hartmann.,1998). A quarta fase
engloba o complexo associado a SIDA e a quinta fase é referida como a SIDA felina. Durante
estas fases mais tardias da infecdo, os sinais clinicos sdo um reflexo de infe¢bes oportunistas,
neoplasia, mielossupressdao e doencas neuroldgicas. Podem ser provocados por infeces
oportunistas pela microflora endégena ou outros agentes patogénicos tais como bactérias,
fungos, protozoarios ou outros virus (Sykes, 2013). Na fase final da doenca, podem ser
observadas alteracbes periodontais, doencas respiratorias, estomatite, anorexia,
glomerulonefrite, alteraces oftalmoldgicas, rinites e dermatofitoses dificeis de tratar (Sellon
& Hartmann, 2012).

Alteracdes neurologicas incluem alteraces comportamentais, convulsdes, alteracbes dos
ciclos de sono, aprendizagem deficiente e paresia (Hosie et al., 2009). A SIDA coincide com
o ressurgimento do virus circulante, um declinio acentuado no ndmero de linfécitos CD8+ T
circulantes, uma deficiéncia persistente de linfocitos CD4+ e uma reducdo da resposta
proliferativa a estimulacdo mitética devido ao controlo imunolégico ineficaz da replicacéo do
virus. Nesta fase 0s gatos apresentam uma maior probabilidade de disseminar o virus na
saliva e no sangue (Kolenda-Roberts, 2007).

Embora a divisdo da infecdo por fases clinicas possa revelar-se util do ponto de vista do
progndstico de medicdo, ndo existe nenhuma distingdo aguda entre eles, e nem todas as etapas
serdo aparentes na maioria dos gatos naturalmente infetados. Além disso, ndo ha meios para
prever de forma fidvel a transicdo da fase assintomética para a fase ARC ou SIDA, embora
um estudo tenha constatado que niveis mais elevados de viremia durante a fase aguda da
infecdo estavam associados a uma progressao mais rapida para as fases terminais da doenca
(Hartmann, 2012; Sykes, 2013).
3.5.Diagnostico

3.5.1.Alteragdes bioquimicas

Vérias altera¢fes nos parametros bioquimicos foram descritas em gatos infetados com FIV,
mas nenhum € especifico ou patognomdnico para a infe¢do. Durante a fase aguda da infecéo,

14



Virus da Imunodeficiéncia Felina

0s gatos podem apresentar neutropenia e linfopenia, que desparecem a medida que o gato
progride para a fase assintomatica da infecdo. Durante a fase assintomatica, os resultados da
contagem completa de células sanguineas e analises bioquimicas estdo frequentemente dentro

dos limites de referéncia (Greene, 2016).

3.5.2.Diagndstico seroldgico

3.5.2.1. Testes rapidos de ELISA e imunocromatograficos

Os testes rapidos de diagndstico, vulgarmente denominados de kits rapidos de teste FIV
detetam anticorpos que reconhecem proteinas estruturais virais, tais como a proteina da
capside p24 ou a proteina transmembranar gp40 e podem assumir a forma de testes ELISA ou
imunocromatograficos (Weiss & Wardrop, 2010). Os testes baseados no método ELISA
detetam anticorpos contra o FIV e baseiam-se no p24 e na proteina transmembranar gp40. A
maioria dos gatos produz anticorpos 60 dias apds a exposi¢do, mas o desenvolvimento de
anticorpos detetaveis pode ser consideravelmente mais tardio em alguns gatos. Como o FIV
produz uma infecdo persistente a partir da qual os gatos ndo recuperam, os gatos infetados
geralmente desenvolvem elevadas quantidades de anticorpos especificados por FIV. A
detecdo de anticorpos tem sido historicamente sinébnimo de infecdo. No entanto, os testes de
anticorpos tém de ser interpretados cuidadosamente em gatos com menos de 6 meses de
idade. Os gatinhos até aos 6 meses de idade podem ter anticorpos anti-FIV adquiridos
passivamente pela mée, caso se encontre infetada (Arjona et al., 2007). As crias raramente sao
infetadas por uma mée infetada, portanto, a maioria dos gatinhos que inicialmente tém
resultados positivos, acabardo por ter resultados negativos quando os anticorpos maternos
diminuirem (Cohn, 2007).

Os resultados falsos negativos podem ocorrer em fases iniciais da infe¢do, quando os gatos
se tornam provirus positivos, mas permanecem seronegativos por varias semanas a meses,
mas também devido a possiveis erros na execugdo do teste. Além disso, os resultados falsos
negativos podem também ser obtidos nas fases terminais da doenca devido a
imunodeficiéncia ou quando ha elevadas cargas virais, podendo levar ao sequestro de

anticorpos contra o FIV, devido a complexos virus-anticorpo (Crawford & Levy, 2006).

3.5.2.2.Western Blot
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O Western Blot é considerado mais sensivel e especifico na pesquisa de FIV e pode ser
usado para confirmar resultados questionaveis, uma vez que permite a detecdo de anticorpos
que ndo foram previamente detetados com ELISA ou imunocromatografia (Greene, 2016).
Este método permite a detecdo de anticorpos que reagem a um maior numero de proteinas
virais. Caso ocorra uma reacdo relativamente a duas ou mais proteinas, considera-se 0
resultado positivo e em casos de apenas uma, considera-se duvidoso (Crawford & Levy,
2006). Porém, esta técnica € muito mais demorada, apresenta um custo mais elevado e requer

equipamento especializado (Levy et al., 2004).

3.5.2.3.Imunofluorescéncia indireta

A Imunofluorescéncia indireta ndo é muito utilizada, dado que requer uma maior
experiéncia por parte de quem avalia e é considerada menos sensivel relativamente a outros

métodos na pesquisa de anticorpos (Levy et al., 2017).

3.5.3.Diagndstico molecular e isolamento viral
3.5.3.1.PCR

A PCR é um método com uma elevada sensibilidade e pode ser utilizado em casos de
resultados inconclusivos obtidos a partir métodos seroldgicos. Em gatos de idade inferior a 6
meses, 0s anticorpos contra o FIV podem ser provenientes da imunidade materna (se a mée se
encontrar infetada), ndo sendo necessariamente resultantes da infecdo pelo FIV. O PCR, uma
vez que se baseia na detecdo de antigénios, pode auxiliar num diagndstico mais conclusivo.
No entanto, apesar da sua elevada sensibilidade, alguns testes de PCR sdo varidveis no
desempenho e podem, em alguns casos, ser inferiores a testes seroldgicos (Bienzle et al.,
2004, Levy et al., 2004). Os ensaios de PCR atualmente disponiveis detetam com elevada
sensibilidade os virus do subtipo A, mas as outras estirpes apresentam resultados mais
variaveis. Podem ocorrer resultados discrepantes em relagdo a testes seroldgicos
(seropositivos, PCR negativos) pela presenca de um subtipo FIV ndo reconhecido pela PCR,
dada a grande variedade genetica dos subtipos existentes e ndo pela auséncia de infecdo por
FIV, no entanto, o mais provavel é dever-se a possiveis erros técnicos (Hosie et al., 2009). Os
“primers” utilizados na PCR baseiam-se nas sequéncias nucleotidicas dos genes env e gag do
FIV, deste modo podem ndo ser suficientes para detetar a grande variedade genética dos
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subtipos virais existentes na natureza. Este método apresenta falsos-negativos que variam de
10% a 100% (Crawford & Levy, 2007). Para além destes casos, resultados falsos-negativos
podem surgir quando a qualidade da amostra ndo é adequada ou quando ndo h& uma carga
viral suficiente no sangue (Sykes, 2013; Arjona et al., 2007). Também ¢é possivel a obtencéo
resultados diferentes (seronegativo, PCR positivo) em gatos que vivem em contacto com
gatos seropositivos infetados com FIV, dado que 0os mesmos podem tornar-se provirus
positivos sem desenvolver niveis detetdveis de anticorpos no sangue. Estes gatos estdo
infetados e, na maioria dos casos, ocorrerd a seroconversao semanas a meses mais tarde. PCR
falsos positivos devem-se, na sua grande maioria, a error (ex. contaminagdo cruzada)
cometidos durante a sua execucdo (Crawford & Levy, 2007).

A PCR em tempo real pode ser utilizada para avaliar a progressao da doenca (Levy et al.,
2008).

3.5.3.2.1solamento viral

O isolamento viral é considerado como o “gold standard” dos métodos de diagndstico. Este
método consiste na recolha de sangue periférico e posteriormente proceder a cultura dos
respetivos linfécitos com células T primérias de felino durante 2-3 semanas. A presenca do
virus é confirmada pela medicédo dos niveis de proteinas virais presentes nos fluidos da cultura
(Hosie et al., 2009). Todavia, este método é tecnicamente exigente, dispendioso, demora
varias semanas até se obter um resultado e ndo se encontra disponivel de forma rotineira
(Bienzle et al., 2004).

3.6.Prevencéao e Controlo

N&o ha vacinas disponiveis na Europa (Westman et al., 2016). Evitar o contacto com
possiveis gatos infetados e evitar que um gato infetado entre em contacto com gatos saudaveis
séo das melhores medidas de prevencao e de controlo (Hosie et al., 2009). Animais infetados
devem permanecer dentro de casa para evitar 0 contacto com outros animais, ndo s para
evitar a transmissdo do FIV a outros gatos, mas também de modo a impedir que sejam
afetados por doencas provenientes de outros gatos, visto que sdo animais imunodeprimidos
(Cohn, 2007b; Crawford & Levy, 2007). Todos os animais devem ser avaliados em relagédo a

presenca FIV antes de serem introduzidos num ambiente com outros gatos ou num gatil
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(Hartmann et al., 2007) A castragdo pode ajudar a reduzir o “roaming” e a agressividade
relativamente a outros gatos vizinhos, diminuindo o risco de infecdo. Gatos infetados devem
ser examinados clinicamente pelo menos a cada 6 meses e monitorizados para a perda de
peso. Devem ser considerados ensaios laboratoriais periddicos de rotina tais como a
hematologia e a bioquimica (Hosie et al., 2009).

Todos o0s objetos potencialmente contaminados com sangue ou saliva, tais como instrumentos
cirurgicos, material de administracdo de medicacdo, comedouros e bebedouros de um animal

infetado, deverao ser esterilizados (Levy et al., 2008).

3.7.Tratamento

Como ndo existe cura para o FIV, a terapia consiste no tratamento de infe¢fes secundarias
e por uma terapia antiviral e imunomodeladora, de modo a melhorar a resposta imunitaria do
animal (Cohn, 2007b). A identificacdo das infecbes secundarias é essencial para se proceder a
um tratamento com antibioticos e antifungicos adequados. O uso de corticosteroides e de
outros farmacos com um potencial imunossupressor devem ser evitados, a ndo ser que haja
uma forte indicagéo para o seu uso (Sellon & Hartmann, 2012; Sykes, 2013).

O AZT (Azidotimidina) € um farmaco antiviral derivado da timidina que bloqueia a
transcriptase reversa do retrovirus, impedindo a sua integracdo no DNA da célula hospedeira
(Hosie et al., 2009). Tem a capacidade de se integrar na cadeia de DNA em formacéo
impedindo a infecdo do virus de novas células por parte do virus. Deste modo, inibe a
replicacdo do FIV o que leva a uma diminui¢do carga viral plasméatica e uma melhoria clinica
e imunoldgica dos gatos FIV positivos, promovendo a sua qualidade de vida (Sellon &
Hartmann, 2012). Durante o tratamento, caso sejam administradas doses altas, deve-se
realizar hemogramas completos semanalmente, durante o primeiro més, devido a
possibilidade de ocorréncia de anemia ndo regenerativa (Hosie et al., 2009; Sykes, 2014).

O AMD3100 podera tornar-se uma boa opgdo como um antiviral para gatos. Este farmaco
pertence a classe dos bicyclams que atuam como antagonistas seletivos do recetor CXCR4
gue se encontra em células humanas e também felinas. Esta molécula liga-se a este recetor,
que quando bloqueado com AMD3100, inibe a ligacdo do FIV a este recetor e,
consequentemente, a sua entrada na célula (Hosie et al., 2009; Greene, 2016).

Os imunomoduladores sdo farmacos muito utilizados como estimuladores inespecificos do

sistema imunitario em gatos infetados (Hosie et al., 2009). Ndo existem evidéncias a partir de
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estudos controlados de que estes compostos possuam efeitos benéficos sobre e a estimulagéo
inespecifica do sistema imunitério através da utilizacdo de imunomoduladores pode conduzir
ao aumento da replicacdo viral através da ativacdo das células infetadas em estado latente
contribuindo para a progressdo da doenca (Hosie et al., 2009; Little et al., 2020). Deste modo
esta contraindicado a utilizacdo de imunomodeladores inespecificos em gatos FIV positivos
(ABCD, 2012a).

O interferao ® recombinante felino (reFelFN-w) e o interferdo a recombinante humano
(reHulFN-a)) ndo s6 possuem um efeito imunomodulador, mas também antiviral. Apesar de
levar a uma melhoria dos parametros clinicos e ao aumento da esperanca de vida em gatos
infetados, 0 IFN-a recombinante humano apresenta a desvantagem de ndo ser especifico da
espécie felina, podendo tornar-se ineficaz ao fim de 6 semanas caos seja administrado em
doses altas, devido ao aparecimento de anticorpos anti-IFN-a. Também pode levar ao
progresso da infecdo pelo FIV, devido a estimulacdo ndo-especifica do sistema imunitéario. O
reFelFN-w, uma vez que ¢ homologo da molécula felina, pode ser utilizado com seguranca ao
longo da vida do animal sem estimular a producéo de anticorpos neutralizantes (Hosie et al.,
2009; ABCD, 2012; Greene, 2016).
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4 Virus da Leucemia Felina
4.1.Etiologia

O virus da leucemia felina (FeLV) é um retrovirus do tipo C, que pertence a subfamilia
Orthoretrovirinae e género Gammaretrovirus. Possuem um envelope e tém uma estrutura de
trés camadas: um complexo de genoma-nucleoproteina com simetria helicoidal, rodeado por
um cépsideo icosaédrico, que por sua vez se encontra rodeado por um envelope com espinhos
de glicoproteina (Fenner, 2017). Este virus possui a enzima transcriptase reversa que, a partir
de processos de transcricdo, converte as cadeias de ARN em ADN que é posteriormente
incorporado no ADN do hospedeiro, tornando-se parte integrante do genoma do gato e que,
através da replicacdo celular, passa para novas células. O ADN viral que é integrado no
genoma do hospedeiro é denominado de provirus. Este é reconhecido e transcrito pelas
enzimas da célula hospedeira, levando a que as mesmas comecem a produzir ARN viral que
possui informacéo para a producdo de proteinas virais a partir dos ribossomas do hospedeiro
(O’Brien et al., 2012). FeLV é um agente que se replica dentro de muitos tecidos, incluindo
medula 6ssea, glandulas salivares e epitélio respiratério e, caso a resposta imune nao intervir
apos a infecdo inicial, dissemina-se para a medula dssea e infeta as células precursoras
hematopoiéticas (Greene, 2016).

O virus codifica trés genes principais: 0 gene gag que corresponde ao antigénio especifico
do grupo; o gene pol que é a responsavel pela proteina da transcriptase reversa e 0 gene env
que codifica proteinas tais como as transmembranares e as do envelope viral (Poulet et al.,
2007). O FeLV também é classificado em subtipos, de acordo com a varia¢do na sequéncia do
gene env, como FeLV-A, FeLV-B, FeLV-C e FelLV-T (Lutz et al., 2009). O subtipo A € 0
mais frequente nas infe¢cGes em gatos domesticos, e a sua transmissao é horizontal, enquanto
que os outros subgrupos surgem quando o subtipo A infeta um animal e ocorrem mutag0es
e/ou recombinagfes entre 0 genoma viral do FeLV-A e elementos endogenos de FeLV no
genoma do gato, tornando-o mais patogénico. O FeLV-B tem uma capacidade maior em
desenvolver tumores, nomeadamente linfosarcomas. O subtipo C € raro e € o resultado de
uma mutacdo no gene env de FeLV-A. O FeLV-C causa um rapido desenvolvimento de uma
anemia aplastica severa (Fenner, 2017). O FeLV-T tem um citotropismo para os linfocitos T e

pode levar a uma imunodepressao grave (Hartmann, 2006; Lairmore, 2011).
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4.2 .Epidemiologia

O FeLV é contagioso e transmite-se atraves de contacto proximo com gatos infetados e
ocorre principalmente através da saliva, onde a concentracdo do virus é maior do que no
sangue. Pode ser transmitido por transmissao horizontal, mordeduras, arranhdes, “grooming”
mutuo, partilha de comedouros, bebedouros e de caixas de areia. A transmissao por fomites
ou pulgas é passivel de acontecer, no entanto € rara (Hartmann, 2012). Embora o virus possa
estar presente em muitos tecidos, fluidos corporais e secrecdes, € menos provavel que se
elimine através da urina e fezes (Greene, 2016). Também pode ocorrer transmissao vertical
por via transplacentaria e através do leite. A presenca de FeLV em gatas gestantes pode
resultar em morte embrionaria, morte fetal ou em crias com uma infecdo regressiva (Lutz et
al., 2009).

4.3.Patogenia

Na maioria dos casos, a infecdo inicia-se na orofaringe, onde o FeLV se replica nos tecidos
linfoides locais da mesma e posteriormente infeta os linfécitos, que sdo transportados para
tecidos alvo tais como a medula 6ssea, o baco, o timo, o intestino e os linfonodos.
Posteriormente, o virus replica-se em células da medula, glandulas salivares, criptas
intestinais, linofonodos e em células do trato urinario. Grandes quantidades de particulas
virais sdo produzidas, e desenvolve-se viremia em algumas semanas. Em estagios iniciais da
infecdo principalmente linfocitos e mondcitos, mais tarde durante a virémia, a maioria dos
neutréfilos encontram-se infetados (Cattori et al., 2008; Collado et al., 2007).

A doenca é de natureza cronica e geralmente hd uma longa fase assintomatica, na qual os
gatos ndo apresentam sinais clinicos. Recentemente, novas ferramentas de diagnostico,
incluindo métodos muito sensiveis como a PCR, forneceram novos dados sobre o curso da
infecdo. Os gatos que sdo considerados imunes ao FeLV apds a infecdo, permanecem
provirus-positivos. Os gatos antigénio-negativos e provirus-positivos sao frequentemente
encontrados e a sua relevancia clinica, assim como o seu papel na epidemiologia ainda nao
sdo totalmente compreendidos. Os estudos sugerem que estes gatos sd@o considerados

portadores do FeLV e apenas excretam particulas virais apos a reativacdo do virus, agindo
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como uma fonte de infecdo. Como o provirus se encontra integrado no genoma do gato, é
improvavel que alguma vez se encontre totalmente livre de FeLV (Hartmann, 2012).

As diferentes formas da infecdo por FeLV, tendo em conta a evolucdo da infecdo do
animal, sdo descritas como: infecdo abortiva, em que a replicacdo viral é interrompida por
uma resposta humoral e imunomediada eficiente. Estes gatos nunca se tornam virémicos e
apresentam resultados negativos na cultura do virus, pesquisa de, ARN viral e ADN proviral.
Apresentam elevados niveis de anticorpos neutralizantes, mas nem o antigénio FeLV, nem o
ARN viral ou 0 ADN proviral podem ser detetados no sangue em qualquer fase. Nestes gatos,
0 virus nunca se dissemina de forma sistémica e a infecdo geralmente permanece indetetavel.
A infecdo abortiva é provavelmente causada por uma exposicdo de baixa dose ao FeLV
(Hartmann, 2006; Pepin et al., 2007); Infecdo regressiva ocorre quando ha uma resposta
imunitaria efetiva, impedindo a replicacdo do virus antes da infecdo da medula 6ssea. Depois
da infegdo inicial, o FeLV espalha-se geralmente dentro de células mononucleares (linfocitos
e mondcitos). Durante esta primeira fase, o antigénio FeLV-p27 livre é detetavel, os gatos
tém resultados positivos em testes que detetam antigénio livre no plasma (como por exemplo
0 ELISA) e podem excretar o virus. A virémia inicial pode ser caracterizada por mal-estar,
febre ou linfadenomegalia. O virus dissemina-se para tecidos-alvo, incluindo o timo, o baco,
linfonodos e glandulas salivares. Estes gatos também desenvolvem uma imunidade muito
eficaz e sdo protegidos contra novas exposi¢des ao virus. Tem um baixo risco de desenvolver
doencas associadas ao FeLV, porém o virus encontra-se integrado no seu genoma e, portanto,
pode ser detetado através da PCR. A replicacdo do virus € contida e, a excrecdo viral ndo
ocorre. As infecOes regressivas podem reativar-se na gravidez em resultado da
imunodepressao da progesterona endodgena, o que também pode explicar o ressurgimento da
infecdo por FeLV em gatinhos. As glandulas mamarias de gatas infetadas regressivamente
podem comecar a produzir particulas virais infeciosas durante a inducdo da lactagdo; na
infecéo, o virus do FeLV ndo é contido no inicio da infecdo. Ocorre a replicacdo do virus em
primeiro lugar nos tecidos linfoides e posteriormente na medula 0ssea, mucosas e tecidos
epiteliais glandulares. Estes gatos permanecem virémicos e sao infeciosos para o resto da vida
(Fenner, 2017; Hartmann, 2012).

Em infe¢Ges progressivas, a resposta imune ndo foi eficaz, por isso a virémia persiste
durante mais de 16 semanas e 0s gatos permanecem virémicos, podendo infetar outros gatos,
para o resto da vida. Os gatos com esta forma de infecdo tém baixos niveis de anticorpo

neutralizante detetavel, e o virus replica-se de forma persistente na medula 6ssea, baco,
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linfonodos e glandulas salivares. Estes gatos desenvolvem doencas associadas a infegdo por
FeLV, e a maioria deles morre em 3 anos. InfecGes regressivas e progressivas podem ser
distinguidas por testes repetidos de antigenio viral no sangue periférico, dado que na maior
parte dos casos de infecdo regressiva, apresentam resultados negativos na pesquisa de
antigénio ao fim de 2 a 8 semanas. No entanto, ambas as infe¢fes regressivas e progressivas,
quase sempre apresentam ADN viral no sangue. No entanto, as cargas de ARN proviral e
viral de FeLV em subconjuntos de leucdcitos, analisados pelo PCR quantitativo, indicam que
a infecdo progressiva por FeLV esta associada a viremia secundaria com origem na medula
Ossea, enquanto 0s gatos regressivos revelam uma infecdo viral ndo produtiva com baixo
namero de linfocitos. Durante a infecdo aguda, a carga viral de ARN proviral de gatos com
infecdes progressivas e regressivas ndo possuem um valor bem distinguivel, mas apds esta
fase observam-se diferencas significativas nas cargas virais com a utilizacdo do PCR
quantitativa (Hofmann-Lehmann et al., 2007; Greene, 2016)

Por fim, pode ser atipica/focal, uma forma raramente observada em infe¢Bes naturais,
consistindo numa replicacdo viral local atipica persistente (por exemplo, em glandulas
mamarias, bexiga e olhos). Também ocorre em gatos com infecdo restrita a certos tecidos, tais
como, o0 bago, os nddulos linfaticos, o intestino delgado ou as glandulas mamarias e pode
levar a producdo intermitente ou de baixa qualidade de antigénio p27. Por conseguinte, estes
gatos podem ter resultados fracos positivos ou até mesmo negativos em testes de antigénio,
podendo alternar. As gatas com infecdo atipica das suas glandulas mamarias podem transmitir
0 virus as suas crias através do leite, na fase em que a pesquisa de antigénio apresenta um
resultado negativo (Hartmann, 2012; Pepin et al., 2007).

4.4 Sinais clinicos

Os diferentes subgrupos podem causar diferente sintomatologia, sendo que as trés principais
manifestagcdes sdo imunodepresséo, anemia ndo regenerativa e doencgas imunomediadas (A).
As alteracbes incluem atrofia timica, linfopenia e neutropenia, fungdo neutréfila deficiente,
entre outros. Quer os sinais clinicos estejam ou ndo presentes, todos os gatos com infe¢do por
FeLV progressiva tornam-se imunodeprimidos, com respostas de anticorpos primarios e
secundarios atrasadas (Cohn, 2007) A depressdao imunitaria pode ter alteragdes clinicas
variadas e pode permitir a infecdo com agentes aos quais 0s gatos seriam normalmente

resistentes ou exacerbar possiveis infecdes (Gleich et al., 2009).
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A maioria dos casos de anemia regenerativa estdo relacionadas com infe¢bes secundérias
por agentes como Mycoplasma haemofelis. No entanto, o tipo de anemia mais carateristica é
ndo regenerativa, aplastica, sem leucopenia e sem trombocitopenia (Ramsey & Tennant,
2010).

Este virus pode provocar diferentes tumores em gatos, principalmente linfoma e leucemia,
mas também outras malignidades ndo-hematopoiéticas. Os linfomas estdo entre os tumores
mais frequentes do gato e sdo por vezes causados pela infecdo por FeLV (Hartmann, 2012).
Diferentes formas de linfoma foram classificadas de acordo com a sua localizacdo anatémica
mais frequente: a forma timica/mediastinal anterior; a forma digestiva, onde as células
tumorais estdo associadas aos 6rgdos do trato gastrointestinal; A forma multicéntrica ou
periférica, que afeta os linfonodos; a forma atipica ou extranodal, apresentando-se com
tumores isolados nos rins, SNC ou pele (Lutz et al., 2009). O envolvimento do figado, baco,
medula dssea, envolvimento de 6rgdos ndo linfoides e/ou ndo estd associado a um pior
prognostico (Vail, 2007). Também pode provocar fibrossarcomas, com uma maior incidéncia
em gatos jovens, devido a sua associacdo com o virus do sarcoma felino (FeSV) (Hartmann,
2012). Devido a possivel infecdo de varias partes do organismo, podem ocorrer enterites
cronicas; alteracfes neuroldgicas tais como sindrome de Horner, hiperestesia, entre outras;
alteragOes reprodutivas como a absorgéo fetal ou morte neonatal e doengas imunomediadas
como glomerulonefrites, uveites, poliartrites e anemia hemolitica (Gleich & Hartmann, 2009).

4.5.Diagnostico
4.5.1.Diagndstico Serologico
451.1.ELISA

Os métodos ELISA baseiam-se na dete¢do do antigénio proteico de capsideo p27 soluvel
livre e séo os testes de rastreio mais utilizados para a pesquisa de FeLV. A presenca deste
antigénio conduz a insolubilizacdo dos anticorpos conjugados com enzimas, resultando numa
alteracdo de cor que é indicativa para a presenca de p27 (Lutz et al., 2009). Estes testes
tornam-se positivos precocemente nas primeiras semanas apos a infecdo, antes da medula
Ossea ser afetada. Assim, os resultados positivos podem refletir uma virémia transitoria, em
gatos regressivamente infetados, ou uma virémia persistente (em gatos progressivamente
infetados). A maioria dos gatos tem resultados positivos dentro de 28 dias apds a exposicao.
Os métodos ELISA possuem uma sensibilidade de cerca de 90% e uma especificidade de
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98%, no entanto podem apresentar resultados falsos positivos. Embora possa ser realizado
com soro, plasma ou sangue, em alguns estudos verificaram-se taxas mais elevadas de
resultados falsos positivos quando foram utilizadas amostras de sangue, especialmente
qguando as amostras foram hemolisadas (Levy et al., 2008; Little et al., 2011). Caso ndo seja
possivel a realizagdo de testes adicionais para confirmacgéo tais como a PCR ou o isolamento
viral, devera ser efetuado, no minimo, um segundo teste baseado em ELISA para excluir um
resultado falso positivo. Deve-se realizar um teste 10 semanas ap0s o primeiro, de forma a
avaliar a progressdo da infecdo. Caso apds este tempo, o resultado do teste continue a ser
positivo, 0 mais provavel é estarmos perante uma infecdo progressiva, em que o gato ira
apresentar resultados positivos para o resto da sua vida (Hartmann, 2012; Greene, 2016). Este
teste também pode ser realizado em saliva e lagrimas, no entanto nao é considerado muito

fidvel, dado ao elevado numero de falsos positivos e falsos negativos (Cohn, 2007).

4.5.1.2.Imunocromatografia

Os testes imunocromatograficos sdo semelhantes ao ELISA, uma vez que também se
baseiam na detecdo do antigénio p27 e possuem uma sensibilidade e especificidade de
diagnostico comparaveis (Lutz et al., 2009). Tal como 0 método ELISA, sdo comercializados
em Kits de teste rapido e sdo muito utilizados na prética clinica. O teste deve ser repetido ap6s
6 semanas para se avaliar a progressdo da infecdo e é recomendada a utilizacdo de outros
métodos tais como a PCR (Rand, 2006).

4.5.1.3.Imunofluorescéncia Direta

Este teste apenas apresenta um resultado positivo numa fase mais tardia da infecdo em
relacdo ao ELISA e em muitos dos casos positivos, estamos perante uma infegdo progressiva.
A imunofluorescéncia direta ndo é recomendada como um teste de rastreio, dado que gatos
gue se encontram nas primeiras semanas de virémia, mas que ja sdo passiveis de transmitir a
infecéo a outros gatos podem néo ser detetados (Dunham & Graham, 2008).

Os testes ELISA e IFA ndo devem ser realizados pouco tempo apds uma vacinacdo, uma

vez que a mesma pode induzir um resultado falso positivo (Ettinger et al., 2010).

25



Virus da Leucemia Felina

4.5.2.1solamento Viral

O isolamento do virus em cultura celular era considerado o melhor método para a detecao
para a infecdo progressiva do FeLV, mas desde a introducdo de métodos de detecdo mais
recentes, é raramente € considerado para testes de rotina (Hofmann-Lehmann et al., 2006).
Apesar de ser uma técnica dificil, demorada e que requer equipamento especializado, pode ser
utilizada para a confirmacdo de resultados positivos e permite a detecdo do virus em fases

muito precoces (Levy et al.,2006).

4.5.3.Diagndstico Molecular
453.1.PCR

A PCR difere dos métodos diretos de FA e ELISA, na medida em que ndo deteta um
antigénio viral, mas as sequéncias virais de acido nucleico (ARN viral ou ADN proviral em
células). Pode ser realizado com a utilizacdo de sangue, soro, medula dssea, tecidos, saliva e
fezes (Arjona et al., 2007), e se for realizado corretamente, é o procedimento com maior
sensibilidade e especificidade (Hofmann-Lehmann et al.,2006).

A detecdo de provirus no sangue pode ser (til para a clarificacdo de testes inconclusivos de
antigénio p27 e podem detetar o virus numa fase inicial da infecdo, podendo apresentar um
resultado positivo antes dos métodos que pesquisam 0s antigénios p27 (Hartmann &
Hofmann-Lehmann, 2020). No entanto, a PCR deve ser efetuada por laboratérios bem
equipados e com pessoal experiente, uma vez que pequenas falhas no manuseamento de
amostras podem provocar a destruicdo dos acidos nucleicos ou levar a uma contaminacao
cruzada, conduzindo a resultados falsos negativos ou falsos positivos, respetivamente
(Gomes-Keller et al., 2006; Hofmann-Lehmann et al.,2006). Além disso, a PCR é altamente
especifica da estirpe e dado que o FeLV se trata de um retrovirus, frequentemente ocorrem
mutuagdes, € pequenas variacdes da estirpe podem impedir a ligagao dos “primers”, um passo
necessario para amplificar o genoma viral. Os gatos infetados com FeLV mutante podem ter
reacOes de teste negativas com uma PCR especifica. Assim, um resultado negativo nédo
significa necessariamente a auséncia de infecdo (Crawford & Levy, 2008).

A principal indicacdo para a PCR é a suspeita de uma infecdo regressiva em gatos com
linfomas, sindromes imunodepressoras da medula 6ssea ou lesGes gengivais orais crénicas

(Greene, 2016). Na infegdo regressiva, ndo ocorre replicacdo viral ou esta € minima, por isso,
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testes como o ELISA que detetam o antigénio viral sdo negativos (Hofmann-Lehmann et al.,
2006; Hartmann, 2012). Além disso, a PCR em tempo real é usado para quantificar cargas
virais e o provirus. Com a utilizacdo da RT-PCR demonstrou-se que as cargas virais em gatos
infetados com resultados negativos utilizando métodos como o método ELISA (isto é, que
foram regressivamente infetados e que demonstraram uma boa resposta imunitaria) eram
muito inferiores as cargas virais em gatos com resultados positivos dos testes de antigénio
(isto €, que estavam progressivamente infetados). A PCR quantitativa pode ser usada para
investigar a carga viral em subconjuntos de leucdcitos, tais como, os linfocitos T, permitindo
a diferenciagdo de uma infegdo regressiva de uma progressiva (Pepin et al., 2007).

Também é possivel detetar a presenga de virus na saliva utilizando a PCR. Observaram-se
amostras de saliva com ARN e ADN de FeLV estaveis durante mais de 60 dias a temperatura
ambiente. O uso da saliva pode representar uma alternativa para avaliar o estado infecioso de
um gato, sem levar a um stresse desnecessario em gatos mais agressivos, é facil de recolher e
podem ser avaliados grupos com VAarios gatos para a pesquisa de individuos positivos
(Gomes-Keller et al., 2006) Porém, apesar da elevada especificidade e sensibilidade, em
certos casos, a PCR realizado com saliva, pode revelar um resultado negativo em gatos

positivos ao antigénio do FeLV (Greene, 2016).

4.6.Prevencdo e Controlo

Gatos infetados com FeLV devem ser mantidos separados de individuos ndo infetados e
deve-se evitar que saiam para o exterior, de modo a impedir a propagacdo do virus a gatos
vizinhos. Antes da introducdo de um animal num ambiente novo, deve realizar-se um teste de
diagnostico para a pesquisa de FeLV (Lutz et al., 2009). O virus é relativamente fragil e é
sensivel a todos os desinfetantes, incluindo o sabdo comum. Deste modo, precaugdes simples
como a lavagem das mdos e os procedimentos de limpeza de rotina podem impedir a
transmissdo do virus no meio hospitalar (Pinches et al., 2007b). Devem ser tomados cuidados
de modo a evitar a transmissdo atraves de fomites, comedouros, bebedouros, caixas de areia,
camas ou até mesmo através de auxiliares, enfermeiros ou medicos veterinarios (Hartmann et
al., 2007).

Vérias vacinas parentéricas estdo disponiveis para a prevencdo da infegdo por FeLV, que

incluem vacinas inativadas adjuvantes. Nos programas de vacinagdo deve ter-se em conta a

27



Virus da Leucemia Felina

vacinacdo de todos os gatos que tém acesso ao exterior, devido ao possivel contacto com
animais FeLV positivos, assim como dos animais que coabitam com animais infetados ou
com estado portador desconhecido. No entanto, mesmo 0s gatos vacinados devem ser
separados de animais FeLV positivo (Cohn, 2007)

As vacinas contra o FeLV tém sido associadas a sarcomas no local de inje¢éo, pelo que
apenas esta indicada para gatos poderdo estar expostos ao virus. Deve ser realizada a partir
das 8-9 semanas e realizar um reforco 3-4 semanas depois. Posteriormente, é feito um reforco
1 ano depois e depois apenas se realiza um refor¢o a cada 1-3 anos. O European Advisory
Bureau on Cat Diseases (ABCD) sugere um reforco a cada 2 a 3 anos para gatos com idade
superior a 3 a 4 anos, dada a menor suscetibilidade dos gatos adultos a infecdo (Hartmann &
Sykes., 2014). A imunizacdo ndo € benéfica para animais infetados. Deste modo, apenas

devem ser vacinados animais FeLV negativos. (Cohn, 2007b).

4.7.Tratamento

O tratamento de gatos infetados consiste principalmente numa terapia sintomatica, de
modo a controlar infe¢cdes secundarias causadas por agentes oportunistas (Sykes & Hartmann,
2013). Pode ter que se recorrer a antibioticos para controlar infe¢es secundarias, transfusfes
sanguineas em casos de anemia, quimioterapia e/ou radioterapia para o tratamento de
neoplasias provocadas pelo FeLV e periodos de fluidoterapia (Cohn, 2007). Deve-se evitar a
administracdo de corticosteroides ou outros farmacos imunodepressores, a ndo ser que sejam
indicados no tratamento de neoplasias ou de doencas imunomediadas associadas ao FeLV
(Lutz et al., 2009).

Tal como no tratamento de FIV, também se podem utilizar antivirais tais como 0 AZT que
inibe a replicacdo do FeLV. Deve-se ter um cuidado especial com doses elevadas, dado que
podem provocar uma anemia nao regenerativa (Lutz et al., 2009). No entanto, 0 AZT nédo tem
é tdo eficaz nos gatos FeLV positivos como nos gatos FIV positivos (Sykes & Hartmann,
2013).

Também se pode proceder a uma terapia imunomodeladora com Acemannan, proteina A
de Staphylococcus e com interferdo, entre outros (Hartmann, 2012).0 Acemannan é um
polimero que deriva da planta Aloe Vera que estimula a libertacdo de citocinas, incluindo a

interleucina-1 (IL-1), fator de necrose tumoral alfa (TNFa) e prostaglandinas (Day, 2010). A
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proteina A é uma proteina de origem bacteriana que estimula a atividade dos linfocitos T
citotoxicos e do INF- y (Cohn, 2007b).

O Interferdo- a e o Interferdo o recombinante felino sdo frequentemente usados em gatos
infetados como antivirais e imunomoduladores na esperanca de que a carga viral possa ser
reduzida e a recuperacao dos sinais clinicos associados pode ser facilitada (Little et al., 2020).
Um estudo com o Interferdao o recombinante felino parenteral mostrou uma maior taxa de
sobrevivéncia ap6s 9 meses em gatos infetados com FeLV, comparativamente a um grupo de
controlo de gatos também infetados com FeLV (Mari et al., 2004). Porém, estes efeitos
benéficos podem ndo ter sido atribuidos ao tratamento da infecdo pelo virus, mas sim ao
tratamento de infegBes secundarias. Até a data, ndo foram publicados estudos controlados

com interferdo felino oral em gatos infetados com FIV ou FeLV (Little et al., 2020).

29



30



Utilizacdo de testes rapidos tipo SNAP®
no Diagndstico de Doengas Infeciosas

5.Utilizacao de testes rapidos tipo SNAP® no Diagnostico de Doencas Infeciosas

O ensaio de imunoabsorcdo enzimatica (ELISA) é um dos métodos de diagndstico mais
sensivel e especifico disponivel. Este € um dos métodos mais utilizados em laboratoérios de
referéncia em todo o mundo, devido & sua precisdo e facilidade na sua realizagdo. O
dispositivo SNAP® contém 0s reagentes necessarios para a concretizagdo dos passos
associados ao ELISA, pode ser realizado numa clinica e ndo requer muito tempo ou
experiéncia para a sua execucdo. O SNAP® supera algumas limitacdes de outros ensaios
rapidos, que incluem testes rapidos de primeira geracéo, tal como testes com ouro coloidal e
provas de aglutinacdo em latex (O’Connor et al., 2015).

Atualmente existem mais de 20 tipos diferentes de testes SNAP®, em varios formatos de
ensaio para uso em aplicagdes amplamente diferentes, utilizando vérios tipos de amostras
(sangue inteiro, soro, plasma, fezes e leite). Estes incluem ensaios para a detecdo de
antigénios e anticorpos tipicamente associados ao diagndstico de doencas infeciosas,
quantificacdo dos niveis metabdlicos e hormonais, cardiacos e testes para os niveis de
residuos de antibidticos no leite. Os testes ELISA sdo imunoensaios, que contém um
anticorpo ou antigénio enzimatico (geralmente referido como conjugado) e, geralmente
incluem etapas como a de ligacdo do antigénio ao anticorpo, a de lavagem, e por fim, uma
etapa na qual se forma uma coloracdo que surge a partir de uma reacdo enzimatica que leva a

formacdo de um produto de reacédo colorido (IDEXX).

5.1. SNAP® Test

A sua realizacdo consiste na mistura de um conjugado enzimatico com soro, plasma ou
sangue inteiro num tubo, que posteriormente é colocada no pogo de amostra do SNAP®. A
mistura da amostra-conjugado flui através da matriz, interage com os pontos de teste e de
controlo da matriz e atinge o circulo de ativagdo em aproximadamente 30 a 60 segundos. O
dispositivo é ativado manualmente ou automaticamente com o dispositivo mével SNAP®,
quando a mistura chega ao circulo de ativagdo. A sua ativacdo provoca a perfuracdo dos
reservatorios de tampéo de lavagem e o de solucdo de substrato, que posteriormente entram
em contacto com a matriz e percorrem-na. A extremidade da matriz que possui 0 pogo esta
em contacto com um bloco absorvente que inverte o fluxo da amostra, forgando-a a

atravessar a matriz. Com isto inicia-se o processo de fluxo inverso, em que o fluxo do tampao
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de lavagem e da solucdo de substrato decorre no sentido dos reservatorios de reagente através

até ao bloco absorvente, através da matriz. Na dire¢do oposta, decorre o fluxo da amostra e

do reagente conjugado.

Os resultados positivos sdo visualizados pela formacdo de produtos de reacéo coloridos

em 6-10 minutos, dependendo do teste. Caso se observe a formacdo de uma cor mais escura

do que a do controlo negativo, o teste é considerado positivo. O desenvolvimento da cor no

controlo positivo indica que os reagentes de ensaio se encontram funcionais (O’Connor.T et
al., 2015).

5.2.Componentes

O conjugado é um anticorpo ou antigénio ligado covalentemente a enzima peroxidase
de rdbano (HRPO). O reagente do conjugado reage especificamente a substancia-alvo
na amostra, formando um complexo de anticorpos-antigénios marcado pela HRPO.

O tampdo de lavagem é uma solucdo que contém detergente, proteina ndo especifica e
conservantes e remove 0 reagente ndo conjugado e detritos da matriz, 0 que promove
um fundo limpo e claro, para que os resultados possam ser facilmente interpretados.

A solugdo de substrato utilizada no ensaio SNAP contem TMB (tetrametilbenzidina).
Esta € uma solucdo que precipita apés a reacdo mediada pela enzima HRPO,
tornando-se azul e insolGvel, no caso de resultados positivos.

A matriz de fluxo €é constituida por um polietileno branco e poroso e € a peca central
do dispositivo SNAP, dado que a amostra, 0 reagente conjugado, o tampdo de
lavagem e a solugéo de substrato fluem através da mesma. Os reagentes imobilizados
séo aplicados na matriz em areas separadas como pontos de teste e de controlo num
padrdo que permite que as reagO0es ocorram de forma independente e de forma

especifica ao reagente (O’Connor et al., 2015).

5.3.Vantagens do Fluxo Bidirecional de Lavagem e Substrato

O fluxo de tampédo de lavagem e solucdo de substrato na orientacdo inversa é muito

eficiente e tem varias vantagens: O tampdo de lavagem interage diretamente com 0s pontos

de ensaio na janela de leitura e ndo passa por conjugados em que ndo ocorreu reagdo ou
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detritos da amostra nas proximidades do pogo da amostra. Isto reduz o tempo de lavagem e a
quantidade de material ndo ligado que precisa de ser lavado e minimiza a coloracgdo do fundo.
A mistura de reagente-conjugado de amostras esta exposta aos reagentes nas duas direcdes, 0
que aumenta o tempo de contacto e oferece uma segunda oportunidade para se ligar aos
pontos de teste. A solucdo de tampdo de lavagem e de substrato estdo contidas em
reservatorios separados e fluem através da matriz a0 mesmo tempo, mas sem misturas.
Componentes ndo especificamente ligados e reagentes de conjugado que ndo reagiram Sao
removidos por lavagem antes de expor a matriz ao substrato. Isto reduz interferéncias do

fundo ndo e aumenta a capacidade de leitura dos resultados (O’Connor et al., 2015).
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Figura 1 - Dispositivo SNAP® (Fonte: IDEXX).
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Figura 2 - Etapas do SNAP® Test (Fonte: IDEXX).
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Il -6. Objetivos

Em medicina veterinaria, as doencas infeciosas representam um dos maiores obstaculos
para a saude e bem-estar animal. Médicos veterindrios deparam-se constantemente com
animais doentes devido a doencas infeciosas e uma das prioridades é o diagndstico do agente
infecioso, de forma a proceder-se a um tratamento e maneio adequados. Atualmente, na
pratica clinica, recorrem-se muitas das vezes a testes rapidos para se realizar o diagndstico de
uma doenca infeciosa, dada a sua rapidez e um custo relativamente baixo. Deste modo, foi
realizada uma andlise de doencas diagnosticadas através de testes rapidos e sobre a eficacia
dos mesmos. Durante um periodo de quatro meses de estagio curricular realizado no Hospital
Veterinario de Gaia (HVG), foi feito um acompanhamento de consultas, internamento dos
animais, cirurgias e exames realizados e foi dado énfase as doencgas infeciosas diagnosticadas
através de testes rapidos: Parvovirose Canina, Leishmaniose, FeLV, FIV e Leptospirose.

Os objetivos para a execucao deste trabalho foram:

* Proceder a analise da utilizacdo de testes rapidos no diagnostico de algumas doencas
infeciosas
* Proceder a discussdo das opgdes de diagndstico, tendo em conta a informacao recolhida a

partir encontradas da bibliografia;
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I11 -7.Materiais e Métodos
7.1. Populagéo e Amostra

7.1.1. Animais em Estudo

Ao longo da elaboracdo deste trabalho foram contabilizadas as consultas gerais e de
doencas infeciosas de cdes e gatos que ocorreram durante o periodo de 29 de setembro de
2019 a 31 de janeiro de 2020. Os animais aos quais foram realizados testes rapidos para o
diagnostico de doencas infeciosas, foram alvo de registo de dados, independentemente da

raca, género ou idade.

7.1.2. Colheita de Dados

A colheita dos dados para a realizacdo deste trabalho foi efetuada no Hospital Veterinario
de Gaia (HVG), Vila Nova de Gaia. Assim como a maior parte dos hospitais veterinarios, o
Hospital Veterinario de Gaia funciona com dois tipos de horarios: normal e de urgéncia. Os
estagiarios tém horarios rotativos, no entanto, nenhum dos horarios inclui o horario da noite
(das 00:00 as 08:00). Porém, os estagiarios podem realizar o turno da noite caso pretendam
realiza-lo, desde que seja comunicado ao hospital. Os estagiarios tém a possibilidade de
desempenhar fungdes em consulta, internamento e cirurgia, quer em servico de
funcionamento normal quer em servico de urgéncia (a partir das 22:00 durante a semana e a
partir das 20:00 durante o fim de semana). Durante o periodo acima referido, foram
realizadas cerca de 3291 consultas e/ou cirurgias. A populacdo total de animais foi de 993,
dos quais 647 (65,1%) foram cdes, 329 (33,2%) foram gatos e 17 (1,7%) corresponderam a
outros animais como roedores, leporideos e répteis. Apenas 0s casos em que foram utilizados
testes rapidos para o diagnostico de uma doenca infeciosa foram registados, tendo sido
registado a espécie, idade, raca, género, estado vacinal do animal e sinais clinicos. Os
diagnosticos foram estabelecidos tendo em conta a histéria clinica, sinais clinicos, resultados

de exames complementares realizados (incluindo o uso do teste rapido).
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8. Teste SNAP®

Neste estudo, 42 amostras provenientes de animais com suspeita clinica ou para rastreio de
FeLV, FIV, parvovirose, leptospirose e leishmaniose foram submetidas ao teste SNAP® da
IDEXX respetivo para a pesquisa do agente infeccioso e, de acordo com as instru¢des do
fabricante.

Dois cdes foram diagnosticados com base no resultado positivo do seu cohabitante,

totalizando 44 animais em estudo.

8.1. Método de realizacéo do teste SNAP® Combo Plus

O teste répido utilizado para a pesquisa de FIV e FeLV foi o SNAP® Combo Plus, que é
capaz de detetar a presenca de ambos os virus. O conjugado e o teste SNAP® possuem
anticorpos anti-FeLV e antigénios de FIV inativados. Os testes SNAP® devem estar
armazenados a uma temperatura entre os 2-8 °C e s6 devem ser utilizados quando todos 0s
componentes se encontram a temperatura ambiente. Deste modo, antes da realizacdo do teste,
0 mesmo era aquecido com as méaos, para acelerar o seu aquecimento (néo deve ser aquecido
através de outros meios para ndo prejudicar 0s seus componentes).

Foi utilizada a pipeta gue vinha juntamente com o dispositivo SNAP® para a colocac¢édo de
trés gotas de amostra (sangue total, soro ou plasma) para o frasco de amostra (que também
vem incluido com o dispositivo). Depois foram adicionadas quatro gotas de conjugado ao
frasco de amostra e procedeu-se a sua mistura ao inverter o frasco algumas vezes. Apés a
mistura, todo o conteudo do frasco foi colocado no pogo da amostra e passados cerca de 60
segundos, a amostra fluiu até ao circulo de ativacdo. Posteriormente, ap0s a amostra chegar
ao circulo de ativacao, o teste SNAP® foi colocado no Snap Pro® Analyzer para ser ativado,
colocando a parte do ativador (no entanto pode ser ativado manualmente, deprimindo o
ativador). Passados cerca de 10 minutos, o resultado encontrava-se no ecrd do Snap Pro®

Analyzer, no entanto também pode ser lido através da janela de leitura do teste SNAP®.

8.2. Método de realizacao do teste Snap® Parvo

38



Teste SNAP®

O teste répido utilizado para o diagnostico de Parvovirus Canino foi o Snap® Parvo. Para
além do dispositivo SNAP®, inclui também um objeto constituido por uma ampola com
conjugado (contém anticorpos anti-Parvovirus), uma zaragatoa no extremo oposto que esta
inserida num tubo e uma valvula intermédia que separa este dois componentes. Procedeu-se a
remocao do tubo e foi colhido material fecal através da ponta da zaragatoa e posteriormente,
0 mesmo foi novamente colocado no interior do tubo. Na maior parte dos casos, a amostra
fecal foi colhida a partir das fezes do animal, mas alguns deles foram colhidas diretamente do
reto animal. Em seguida, a valvula foi quebrada (a valvula é dobrada até estalar), de modo a
permitir que o reagente passe para o0 tubo com a zaragatoa. Apos a quebra da vélvula, a
ampola deve ser apertada trés vezes para que o0 conjugado passe para a zaragatoa e se misture
com a amostra. Por fim, a zaragatoa € utilizada como uma pipeta e sdo colocadas cinco gotas
da mistura no poco da amostra. Apos cerca de 60 segundos, a amostra atinge o circulo de

ativacdo e o dispositivo pode ser ativado.

Ampola com conjugado

Vélvula intermédia

Tubo

¢/~ Extremidade do swab

Figura 3- Componentes do teste Snap® Parvo.

8.3. Método de realizacao do teste Snap® Lepto

O teste rapido utilizado para o diagndstico de Leptospira foi 0 Snap® Lepto. A sua
execucdo, as condicBes de uso e de armazenamento foram idénticas ao Snap® Combo Plus.
O conjugado contém LipL32 recombinante, de modo a detetar anticorpos anti-Leptospira.
Também foram misturadas quatro gotas de conjugado com trés gotas de amostra (sangue

total, soro ou plasma) para a realizacdo deste teste.
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Figura 4- Snap Pro® Analyzer, onde se observa um resultado positivo de leptospirose a partir de um teste
realizado no dia 30/01/2020.

8.4. Método de Realizacdo do teste Snap® Leishmania

O teste rapido utilizado para o diagnéstico de Leishmania foi 0 Snap® Leishmania. A sua
execucdo, as condicdes de uso e de armazenamento foram semelhantes as do Snap® Combo
Plus e do Snap® Leptospira. O conjugado contém antigénios de Leishmania, de modo a que
0 teste detete anticorpos anti-Leishmania. Neste teste, sdo misturadas seis gotas de conjugado

com apenas duas gotas de amostra (sangue total, soro ou plasma) para a sua execucéo.
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1V -9. Resultados

Para este estudo foram analisados 44 animais de companhia, dos quais 16 (36,4%) eram
caes e 28 (63,6%) eram gatos. Estes animais apresentaram-se com sinais clinicos de doencas
infeciosas (ou para efetuar o rastreio das mesmas). Destes animais 36 (81,8%) apresentavam-
se com sinais clinicos e 8 (18,2%) ndo apresentaram qualquer sinal. O resumo da
caracterizacdo demografica dos cdes e de gatos em estudo encontra-se nas Tabelas 1 e 2,
respetivamente.

Quanto ao género dos cdes, 75,0% (n=12) eram machos e 25,0% (n=4) eram fémeas. Dos
gatos, 60,7% (n=17) eram machos e 39,3% (n=11) eram fémeas.

Relativamente aos cées, 43,8% (n=7) eram adultos, 56,3% eram jovens (n=9) e nenhum
era idoso. Ja em relacdo aos gatos, a maioria (57,1%; n=16) eram adultos, (32,1%; n=19)
eram idosos e 10,7% (n=3) eram jovens.

Os caes sem raca definida (SRD) constituiram mais de metade da amostra (n=9; 56,25%).
Foram ainda estudados 3 (18,75%) Pinscher Miniatura, 1 Bull Terrier (6,25%), 1 English
Setter (6,25%), 1 Pastor Alemédo (6,25%) e 1 Teckel (6,25%). Os gatos de raca Europeu
Comum constituiram a maior parte da populacdo estudada (n=25; 89,3%), tendo sido ainda
alvo do estudo gatos de raca Siamesa (n=3; 10,7%).

Tabela 1- Caracterizagdo demogréfica dos cées (n=16).

Caracteristicas Caes
(n.%; %)
Género
Macho 12 (75,0%)
Fémea 4 (25,0%)
Idade
Jovem (inferior a 1 ano) 9 (56,3%)
Adulto (1-8 anos) 7 (43,8%)
Idoso (superior a 8 anos) 0 (0,0%)
Raca
Bull Terrier 1 (6,25%)
English Setter 1 (6,25%)
Pastor Alemao 1 (6,25%)
Pinscher Miniatura 3 (18,75%)
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SRD 9 (56,25%)

Teckel 1 (6,25%)

Tabela 2-Caracterizacdo demogréafica dos gatos (n=28).

Caracteristicas Gatos
(n.% %)

Género

Macho 17 (60,7%)
Fémea 11 (39,3%)
ldade
Jovem (inferior a 1 ano) 9 (32,1%)
Adulto (1-8 anos) 16 (57,1%)
Idoso (superior a 8 anos) 3 (10,7%)
Raca

Europeu Comum 25 (89,3%)
Siamés 3 (10,7%)

9.1.Diagnostico Rapido por Testes Rapidos

Durante o periodo de estagio foram efetuados, na clinica, 42 testes rapidos (SNAP®) aos
44 animais em estudo, para 2 agentes infeciosos em gatos (FeLV e FIV) e 3 relativamente a
cdes, aos quais se suspeitou em termos clinicos a presenca das doencas infecciosas

parvovirose, leptospirose e leishmaniose.

9.1.1 Resultados obtidos no diagnostico de FIV e FeLV

Os 28 gatos deste estudo foram todos rastreados a infecdo por FIV/FeLV utilizando o
mesmo teste rapido SNAP® FIV/FeLV Combo. Deste animais 20 (71,4%) apresentavam
sinais clinicos e 8 (28,6%) ndo apresentavam sinais clinicos.

Na Tabela 3 apresentam-se a frequéncia dos sinais clinicos apresentados por 20 gatos. Os
sinais clinicos mais frequentemente observados neste estudo foram as feridas causadas
principalmente por mordeduras, arranhdes de outros gatos (35,0%), anemia (25,0%), anorexia
(25,0%), prostracéo (25,0%), perda de peso (25,0%), desidratacdo (20,0%), febre (15,0%),
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conjuntivite (10,0%), panleucopenia (5,0%), IRC (5,0%), sinais respiratorios cronicos

(5,0%).

Tabela 3-Frequéncia dos sinais clinicos dos cdes testados ao teste rapido para a FIV/FeLV (n=20).

Presenca de sinais clinicos nos gatos testados para FIV/FelV n.%; %
Feridas (mordeduras, arranhdes de outros gatos) 7 (35,0%)
Anemia 5 (25,0%)
Anorexia 5 (25,0%)
Letargia/Prostracéo 5 (25,0%)
Perda de peso 5 (25,0%)
Desidratagéo 4 (20,0%)
Febre 3 (15,0%)
Conjuntivite 2 (10,0%)
Panleucopenia 1 (5,0%)
IRC 1(5,0%)
Sinais respiratorios crénicos 1 (5,0%)

Dos 28 gatos, 46,4% foram positivos ao teste para FIV e 28,6% foram positivos ao teste

para FeLV. Dos animais que ndo apresentavam sinais clinicos, 4 gatos foram positivos a FIV

e 2 gatos foram positivos a FeLV.

Tabela 4- Resultados para o teste rapido SNAP® FIV/FeLV Combo.

Resultados Teste SNAP® FIV/FeLLVV Combo

n.; %

FIvV

Negativo 15 (53,6%)
Positivo 13 (46,4%)
FeLV

Negativo 20 (71,4%)
Positivo 8 (28,6%)

Na Tabela 5 pode-se observar os resultados combinados para o teste rapido SNAP®

FIV/FeLV Combo. Tiveram resultados positivos a ambos os testes, 21,4% dos gatos e, 46,4%

gatos foram negativos a ambos os testes.

44



Resultados

Tabela 5-Resultados combinados para o teste rapido SNAP® FIV/FeLV Combo

FeLV
FIvV Negativo Positivo
Negativo 13 (46,4%) 2 (7,2%) 15 (53,6%)
Positivo 7 (25,0%) 6 (21,4%) 13 (46,4%)
Total 20 (71,4%) 8 (28,6%) 28 (100%)

9.1.2. Resultados obtidos no diagnostico de Parvovirose

Cerca de 13 (68,8%) dos 16 cdes em estudo apresentaram sinais clinicos que levaram a
suspeita da parvovirose. Destes 13 cdes, 9 (69,2%) eram jovens e 4 (30,8%) eram adultos.
Quanto ao género, 9 (69,2%) eram machos e 4 (30,8%) eram fémeas. Quanto a raca, 8
(61,5%) eram SRD, 3 (23,1%) eram Pinscher Miniatura, 1 (7,7%) era Pastor Aleméo e 1
(7,7%) era Bull Terrier. Na Tabela 6 apresentam-se a frequéncia dos sinais clinicos
apresentados por estes 13 cdes. Os sinais clinicos mais frequentemente observados neste
estudo foram a presenca de diarreia sanguinolenta e anorexia (76,9% para ambos), seguido de
letargia/prostracdo (69,2%), febre e vomitos (53,8% para ambos), perda de peso (23,1%) e
desidratacdo (15,4%). E de referir que 2 animais foram considerados positivos, apenas pela
associacao clinico-epidemioldgica sem o uso do teste, uma vez que apresentavam sinais
clinicos compativeis e moravam no mesmo lar de um animal positivo. Ap6s um dos cées ter
apresentado um resultado positivo, os outros dois também foram considerados positivos.

Deste modo, 11 dos 13 cédes que revelaram sinais clinicos foram submetidos ao teste
SNAP® Parvo.

Tabela 6-Frequéncia dos sinais clinicos dos caes positivos ao parvovirus(n=13).

Presenca de sinais clinicos nos cées testados para parvovirose n.%; %
Diarreia sanguinolenta 10 (76,9%)
Anorexia 10 (76,9%)
Letargia/Prostracao 9 (69,2%)
Febre 7 (53,8%)
Voémitos 7 (53,8%)
Perda de peso 3(23,1%)
Desidratacédo 2 (15,4%)
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Os resultados para o teste rapido SNAP encontram-se na Tabela 7. Dos 11 cdes sujeitos ao
Teste SNAP® Parvovirose, 76,9% tiveram resultado positivo e 23,1% tiveram resultado

negativo.

Tabela 7-Resultados para o teste rapido SNAP® Parvovirose.

Resultados Teste SNAP® Parvovirose n.%;%
Negativo 3 (27,3%)
Positivo 8 (72,7%)

Na Tabela 8 encontra-se a distribuicdo dos sinais clinicos dos 13 cdes em estudo. Onze
cdes ndo se encontravam vacinados, a exce¢do do cdo n° 5 que fez a Ultima vacinagdo ha 2

anos e 0 cdo n° 7, que tinha as vacinas em dia e acabou por morrer devido a parvovirose.

Tabela 8-Distribuicao dos sinais clinicos dos 13 cées pelo resultado para o teste rapido SNAP® Parvovirose.

Sinais clinicos Resultados

0O
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o

Diarreia Anorexia | Letargia | Febre | Vomitos | Perda | Desidr Teste
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sanguinolenta de peso | atagdo SNAP®

X Positivo

X

Positivo

Positivo

Positivo

Negativo**

Positivo

X X| X| X| X| X| X
X| X| X| X
X X| X| X| X| X

Positivo*

X X| X| X| X| X| X| X

X Positivo

©| o N o gl » w N k| S
X[ X| X| X| X| X| X| X| X

X Positivo

[y
o
X
X

Positivo

[EEN
[EEN
X
X
X

Negativo

[y
N
X
X

Positivo

13 X X X X Negativo

** (JItima vacinacao ha 2 anos

*Animal vacinado; Morreu

Em seguida apresenta-se a concordancia entre o sinal clinico mais caracteristico de
parvovirose, a diarreia sanguinolenta e o resultado ao teste SNAP® parvovirose (Tabela 9).

Pela analise da Tabela 8 e da Tabela 9 é possivel constatar que a diarreia sanguinolenta
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parece ser um sinal clinico muito concordante com o resultado positivo ao teste rapido. O
conjunto de sinais clinicos diarreia sanguinolenta, anorexia, letargia, febre e vomitos foram
também concordantes com um resultado positivo. De salientar que 2 cdes positivos ao

SNAP® teste apresentaram sinais clinicos muito inespecificos.

Tabela 9-Concordancia entre a presenca de diarreia sanguinolenta e o resultado ao teste SNAP® parvovirose

Resultados Teste | Presenga de diarreia | Auséncia de diarreia | Total
SNAP® Parvovirose | sanguinolenta sanguinolenta

Negativo 2 1 3
Positivo 8 2 10
Total 10 3 13

9.1.3. Resultados obtidos no diagnostico de Leptospirose

Cerca de 2 (12,5%) cées dos 16 cdes em estudo apresentaram sinais clinicos que levaram a
suspeita da leptospirose tendo sido submetidos ao Teste Rapido Leptospirose SNAP® Lepto
para a confirmacdo do diagndstico. Os 2 animais eram machos, adultos, um de raca SRD e
outro de raca Teckel. O cdo de raca SRD deu resultado positivo ao teste rapido. Este cdo
tinha sido vacinado ha mais de 3 anos. O céo de raca Teckel deu resultado negativo. Este
animal apresentava as vacinas atualizadas e também realizou um teste de PCR para a
pesquisa de Leptospira que também apresentou um resultado negativo.

Na Tabela 10 apresentam-se 0s sinais clinicos pelo resultado do teste rapido de Leptospira
SNAP® Lepto:

Tabela 1-Distribuicao dos sinais clinicos dos 2 cdes pelo resultado para o teste rapido SNAP® Lepto.

Sinais clinicos Resultados
Céo Poliuria/ Desidratacdo | Vomitos | Febre | AlteracGes | AlteracGes | Trombocito | Teste
n.° polidipsia hepéticas | renais penia SNAP®
Lepto
1 X X X X X X Positivo
2 X X X X Negativo
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9.1.4. Resultados obtidos no diagnostico de Leishmaniose

Um céo (6,25%) dos 16 cdes em estudo apresentaram sinais clinicos que levaram a
suspeita de leishmaniose tendo sido submetidos ao Teste Rapido SNAP® Leishmania para a
confirmacdo do diagnostico. O cdo era um macho, adulto, de raca English Setter, ndo
vacinado. Os sinais clinicos compativeis incluiam Ulceras cuténeas, perda de pelo,

linfadenopatia generalizada, anorexia, unhas quebradicas e encurvadas.
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10. Discussao

Em medicina veterinéria, as doencas infeciosas podem apresentar sinais clinicos
semelhantes, o que dificulta o diagnostico diferencial na auséncia de diagndstico laboratorial.
O diagnéstico definitivo de qualquer doenga infeciosa requer a detecao direta ou indireta e/ou
a identificacdo do agente, que pode ser encontrado em tecidos ou fluidos infetados pelo
agente. As técnicas classicas de laboratorio sdo laboriosas e dispendiosas. Embora sejam
muito Uteis na identificacdo e caracterizacdo de microrganismos, estas técnicas ndo sao
exequiveis na pratica clinica de rotina. O uso de testes rapidos baseados em principios
imunoenzimaticos tem vindo a aumentar na pratica clinica. Neste trabalho efetuou-se uma
andlise sobre a utilizacdo de testes rapidos no diagndstico de doencas.

O Virus da Imunodeficiéncia Felina (FIV) é dos agentes infeciosos mais prevalentes em
gatos, principalmente transmitido a partir de mordeduras ou feridas (Hartman, 2012). Os
gatos machos adultos podem ser bastante territoriais e agressivos em relagéo a outros gatos,
tornando-os mais suscetiveis a ficarem infetados com FIV comparativamente a fémeas ou
gatos jovens. Considerando gque 0s comportamentos agressivos entre gatos Sdo 0 meio
predominante de transmissdo, e que a maioria dos gatos tinha acesso ao exterior, € normal
que o numero de machos adultos infetados se destaque (Scherk et al., 2013a). No presente
estudo que utilizou uma amostra de conveniéncia, dos 13 gatos positivos, 10 eram machos e
apenas 3 eram fémeas. Apesar do numero de machos testados ser consideravelmente superior
ao numero de fémeas, em termos proporcionais, a ocorréncia do FIV em machos foi superior
quando comparada em fémeas. Alguns dos gatos foram testados por apresentarem
mordeduras ou feridas, e na maioria destes casos, revelavam um historial de vérias lutas com
outros gatos ndo pertencentes ao mesmo lar/selvagens. Porém, outros gatos que ndo foram
testados especificamente por apresentarem estas lesdes, em principio apresentaram um
resultado positivo também devido a mordeduras ou feridas provocadas por outros gatos,
considerando que os FIV-positivos sdo adultos e com uma idade média de 4 anos.

Em relacdo ao FelLV, 8 (28%) dos animais testados apresentaram um resultado positivo,
em que 3 eram fémeas e 5 eram machos. O FeLV, assim como o FIV, também é um dos
agentes infeciosos mais comuns em gatos. No entanto, este virus € mais contagioso. Para
além de mordeduras ou feridas, é principalmente transmitido através de “grooming”,
comedouros, bebedouros e caixas de areia (Lutz et al., 2009). Dada a natureza de transmisséo

do virus, ao contrario do FIV, os gatos machos adultos ndo apresentam um risco superior

50



Discussao

consideravel em contrair o virus. Apesar dos comportamentos territoriais poderem aumentar
0 risco de infecdo, 0 contacto proximo com outros gatos infetados é a principal causa de
infecdo, ndo necessitando de mordeduras ou feridas para ser transmitido. Dos gatos que
apresentaram um resultado positivo ao FelLV, a propor¢do de machos infetados foi
praticamente idéntica a de fémeas infetadas. E importante realgar que nenhum dos gatos
infetados com FeLV se encontravam vacinados, o que € demonstrativo da importancia da
vacina, especialmente considerando que a maioria dos gatos tem acesso ao exterior. Porém
muitos dos gatos eram de rua (43%), sendo expectavel que dos animais testados, a
percentagem de animais ndo vacinados seja superior.

Dado que a maioria dos animais testados apresentava algum tipo de sintomatologia e que a
amostra de testes foi de apenas 28, é de esperar que a percentagem possa ter um valor
elevado, ndo refletindo a verdadeira prevaléncia deste virus.

O teste rapido utilizado para FeLV/FIV SNAP® Combo Plus, usado nesta dissertacao foi
estudado anteriormente tendo revelado valores elevados de sensibilidade e de especificidade.
Num estudo efetuado por Hartmann et al. (2007) com 535 amostras revelou 100% de
sensibilidade e 99,6% de especificidade em relacdo ao FIV e em 528 amostras revelou 92,3%
de sensibilidade e 97,3% de especificidade, relativamente ao FeLV. Nesse estudo os
resultados de FIV do teste SNAP® foram comparados com o Western Blot e os de FeLV com
0 isolamento viral. Os valores negativos foram comparados com ambos 0s métodos
(Hartmann et al., 2007). Num outro estudo com 46 amostras, SNAP® Combo Plus
apresentou uma sensibilidade de 91,5% e uma especificidade de 100% na detecdo de FeLV
quando comparado com a PCR (Krecic et al., 2018). Uma investigacdo efetuada em 239
gatos, verificou-se uma sensibilidade de 100% e uma especificidade de 97% na pesquisa de
FIV, quando comparados a um teste comercialmente disponivel de PCR (Westman et
al.,2015). Num estudo realizado pela IDEXX, apresentou uma sensibilidade de 98,6% e
especificidade de 9,2% e uma sensibilidade de 93,5% e uma especificidade de 100% para o
FIV e o FeLV, respetivamente, em 237 amostras (IDEXX).

Deste modo, e atendendo aos valores observados em estudos anteriores é expectavel que
ndo tenham ocorrido falsos negativos ou falsos positivos na detegdo do FIV. No entanto,
existe a possibilidade que tenham ocorrido falsos negativos e, em menor grau, falsos
positivos, na detecdo de FeLV.

Nesta dissertacdo, também se estudou a utilizacdo de kits rapidos relativamente a

parvovirose. A parvovirose € uma doenca infeciosa altamente contagiosa e transmite-se
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principalmente através de fezes contaminadas no ambiente (Khatri et al., 2017).
Considerando que na sua grande maioria, 0s cdes testados tém acesso ao exterior e sdo
frequentemente passeados, 0s mesmos podem entrar em contacto com o virus. Quanto aos 11
animais testados neste trabalho a partir do SNAP® Parvo para a detecdo de Parvovirus, 7
(64%) apresentaram um resultado positivo, 3 (27%) apresentaram um resultado negativo e
um animal apresentou inicialmente um resultado negativo e posteriormente um resultado
positivo. Um dos animais testados obteve um resultado positivo apos ter apresentado
sintomatologia compativel com parvovirose. Um dia depois, dois dos cdes que moravam no
mesmo lar comecaram a apresentar sinais clinicos idénticos e, por isso, ndo foram testados,
tendo sido considerados positivos (associagdo clinico-epidemiolégica). Dada a natureza
infeciosa deste virus é muito provavel que ambos estariam infetados, deste modo, um teste
serviu para diagnosticar trés cdes. Também ocorreu um outro caso em que um cachorro de
apenas um més, com sinais clinicos semelhantes aos da infecdo por parvovirus, apresentou
um resultado negativo no dia em que comegou a apresentar sinais clinicos. Passados dois
dias, uma vez que os sinais clinicos se mantiveram, foi realizado outro teste, no entanto,
apresentou um resultado positivo. Geralmente, o inicio da excrecdo viral coincide com o
inicio da sintomatologia, mas pode ocorrer apenas passados uns dias apds o comeco dos
sinais clinicos (Decaro et al., 2005). Também pode ter ocorrido um falso negativo no
primeiro teste, que pode dever-se a uma carga viral baixa nas fezes no momento da sua
realizacao.

Relativamente aos casos positivos observados nesta dissertacdo, apenas um estava
corretamente vacinado, o que é demonstrativo da falta de imunidade nos cées testados.
Porém, deve-se realcar que dos casos positivos, um dos cées foi reinfectado 1 ano apés ter
sido infetado pelo parvovirus e um dos cdes era vacinado, denotando-se uma falha no
desenvolvimento de imunidade em ambos estes casos. Um dos animais ndo se encontrava
vacinado, dado que apenas tinha um més de idade.

Num estudo realizado com 112 amostras, o teste SNAP® Parvo apresentou uma
sensibilidade de 77,2% e uma especificidade de 100% (Silva et al., 2013). Outro estudo foi
realizado para estudar a sensibilidade relativamente a varios subtipos, em que o teste SNAP®
foi capaz de detetar 80,4% do tipo 2a, 78,0% do tipo 2b e 77,0% do tipo 2c (Decaro et al.,
2010). Ambos os estudos acima mencionados foram comparados com resultados obtidos a
partir de PCR. Houve também um estudo, em que 100 cédes (40 sem sinais clinicos, 50 com
diarreia hemorragica aguda e 10 com diarreia cronica) foram analisados e este teste
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demonstrou 50% de sensibilidade e 97,8% de especificidade e 18,4% e 100% de
especificidade quando comparados com a microscopia eletronica e a PCR, respetivamente
(Schmitz, et al., 2009).

Uma vez que todos os cées foram testados, ndo sé por apresentarem sinais clinicos
compativeis com parvovirose, mas também por muitos deles ndo se encontrarem vacinados, a
probabilidade de existirem casos verdadeiro positivos ¢ maior. Considerando os dados
recolhidos em relacdo a sua especificidade e sensibilidade, em principio, dos 11 testes
realizados, consideramos que, com elevada probabilidade, ndo houve falsos positivos, mas
poderdo ter ocorrido falsos negativos. Para um diagndstico mais preciso com o SNAP®
Parvo, cées suspeitos que apresentem um resultado negativo, deve-se repetir o teste.

Quanto ao diagnostico de leptospirose, apenas dois testes foram realizados e estudados
nesta dissertacdo, para a detecdo de Leptospira, sendo que um deles revelou-se positivo e o
outro revelou-se negativo. Ambos o0s cées tinham acesso ao exterior e eram passeados
regularmente, por isso, poderiam ter entrado em contacto com leptospiras presentes em urina
ou agua infetada, sendo estas as principais fontes de contaminacao (Goldstein, 2010).

No caso do cdo que apresentou um resultado positivo, 0 mesmo ndo se encontrava
vacinado ha varios anos e era passeado em zonas de campo extensas, 0 que promoveu 0 risco
de infecdo. No entanto, o cdo que apresentou um resultado negativo, encontrava-se vacinado.
Este caso revelou-se peculiar, dado que o animal apresentava sintomatologia, alteracdes
bioquimicas e imagens ecogréaficas sugestivas de leptospirose. Deste modo, para se confirmar
a detecdo de Leptospira, foi posteriormente realizado uma PCR que se revelou como
negativa.

Em estudos anteriores relativos a utilizacdo do teste SNAP® Lepto, 0 mesmo apresentou
uma sensibilidade de 79,2% em 259 amostras, quando comparado com o teste de aglutinagéo
microscopica (MAT). A sua sensibilidade correlacionava-se com o grau de titulagdo, tendo
apresentado um minimo de 55% e quando a titulagdo ja era bastante elevada (1:25600),
atingia os 100% (Curtis et al., 2015). Noutro estudo o teste SNAP® Lepto apresentou uma
média de 80% de sensibilidade na detecdo de Leptospira em 22 casos confirmados. Porém,
nestes 22 casos, quando a titulacdo se encontrava abaixo dos 1:800, apenas um teste SNAP®
foi positivo comparativamente aos 4 que foram positivos a PCR. E mencionado que os cées
provavelmente ainda se encontrariam numa fase aguda da doenca como razdo de apenas se

ter detetado um animal positivo (Winzelberg et al., 2015).
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Num estudo experimental, a 32 cées, foram inoculados diversos serovares patogénicos de
Leptospira. Os mesmos foram divididos em 4 grupos, cada grupo com 8 cdes e um serovar
patogénico diferente por grupo, durante 14 dias. No dia 10 pos-inoculagéo, o teste SNAP®
apresentou o resultado com maior sensibilidade, de apenas 14,3%. No entanto, 0 MAT e um
teste imunocromatogréfico que deteta IgM Leptospira-especificas, apresentaram no dia 10,
uma sensibilidade minima de 87,5% e 100%, respetivamente. Segundo este estudo o teste
SNAP® néo detetou nenhum animal nos primeiros sete dias pés inoculacéo, porém o MAT e
0 teste imunocromatografico apresentaram uma sensibilidade minima de 25% e 50%,
respetivamente, no dia 7. E mencionado que a razdo pela qual o teste SNAP® apresentou
uma sensibilidade baixa, provavelmente deveu-se ao facto de a pesquisa de leptospiras ter
sido apenas realizada nos primeiros 14 dias, durante a fase aguda (Lizer et al., 2017). O
SNAP Lepto® deteta anticorpos especificos do LipL32, a lipoproteina externa mais
abundante que é expressada em leptospiras patogénicas. Embora o LipL32 tenha o potencial
de se ligar a anticorpos especificos as IgM e 1gG, a sua afinidade é predominantemente 1gG.
A producdo de anticorpos especificos de Leptospira durante a fase aguda da doenca é
principalmente do tipo IgM, enquanto os anticorpos de classe 1gG sdo menos prevalentes. As
IgM aumentam a partir da primeira semana e atingem o pico em duas semanas apds a
infecdo, enquanto os titulos de 1gG ndo aparecem até a segunda e terceira semana e atingem o
seu pico, um més pds-infecdo (Flannery et al., 2001; Lizer et al., 2017).

Considerando os dados dos diversos estudos relativamente a sensibilidade do teste
SNAP®, o mesmo deve ser realizado em conjunto com a PCR ou o MAT, para um
diagndstico mais preciso. Caso apresente um resultado positivo, em principio o animal esta
infetado. No entanto, em resultados negativos, deve-se considerar a possibilidade de os
mesmos serem falsos negativos. Contudo, em termos de pratica clinica uma associacao entre
os sinais clinicos e um resultado positivo ao teste rapido sdo considerados suficientes para
instituir a terapia ao animal, mesmo porque esta é sintomética e ndo dirigida ao agente
etiologico.

Nesta dissertacdo, apenas se apresentou resultados de um teste SNAP® Leishmania que se
demonstrou positivo. Os sinais clinicos da leishmaniose sdo altamente inespecificos (Baneth
et al., 2008), no entanto, uma vez que o animal apresentava um quadro clinico compativel
com o da leishmaniose, o teste foi realizado. Segundo um estudo realizado com 65 cées
positivos e 44 cées negativos 0 SNAP® Leishmania, apresentou uma sensibilidade de 89,2%
e uma especificidade de 100%, comparativamente aos resultados obtidos a partir de
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imunofluorescéncia indireta (Athanasiou et al., 2014). Num outro estudo apresentou uma
sensibilidade de 96,3% e uma especificidade de 100% em 186 amostras, quando comparado
com o método de detecdo parasitoldgica (Souza et al., 2019). Outra investigacdo revelou a
sensibilidade de 76,8% e uma especificidade de 100% em 189 amostras, quando comparado
com a imunofluorescéncia indireta (Ribeiro et al., 2019).

De acordo com os estudos anteriormente referidos e tendo em consideracdo as
especificidades observadas, provavelmente, serd raro em clinica, aparecerem resultados falsos
positivos, principalmente se se associar estes resultados a uma analise epidemioldgica de

fatores de risco presentes na regido de proveniéncia do animal.
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11. Concluséo e Considerac6es Finais

N&o ha nenhum método de diagnoéstico ideal na detecdo de qualquer agente infecioso,
sendo que frequentemente se recorre a combinacdo de diferentes métodos e técnicas. O
melhor método de diagnostico depende do agente infecioso e da progresséo e fase da infecéo
ou doenca, mas também de fatores como a facilidade na sua execucdo, do seu custo, a
urgéncia da sua realizacdo, entre outros. Os testes rapidos sdo cada vez mais utilizados na
pratica clinica. Embora tenha sido utilizada uma amostra de conveniéncia, os resultados desde
trabalho contribuem para a fiabilidade da utilizacdo de testes rapidos no diagnostico de
doencas infeciosas. De um modo geral, 0s testes parecem apresentar uma boa sensibilidade e
uma boa especificidade no diagnostico de varias doencas, sdo faceis de executar e sao
relativamente baratos e que em combinacdo com a suspeita clinico-epidemioldgica
contribuem para um diagndstico e para a instituicdo da terapéutica.

A partir dos dados analisados na presente dissertacdo, denota-se que a grande maioria dos
animais que foram testados e apresentaram um resultado positivo ndo se encontravam
vacinados. No Hospital Veterinario de Gaia (HVG), ao longo dos quatro meses de estagio,
verificaram-se Vvarios casos de animais indevidamente vacinados, o que se devia
maioritariamente a contingéncias socioecondmicas. Deste modo, muitas das infecdes
observadas nos animais estudados, em principio, poderiam ter sido evitadas. No contexto de
pandemia que vivemos, é expectavel que estas doencas infeciosas venham a aumentar num
periodo de tempo relativamente curto.

Outro aspeto relevante é que todos os testes rapidos que foram utilizados eram da mesma
marca SNAP®. Este dispositivo, segundo estudos, apresenta uma precisdo elevada para a
maioria das doencgas que foram descritas neste trabalho. Porém, devido a questdes monetarias,
nem sempre foi possivel a sua realizacdo em casos suspeitos. Apesar de ndo ter um custo
elevado, apos a realizagdo de exames complementares como o hemograma e a bioquimica
sérica, 0 teste SNAP®, muitas das vezes, ndo foi passivel de ser executado. Também é
importante compreender que um teste rapido ndo é o mais fiavel para o diagnéstico de uma
doencga infeciosa, por isso, em casos suspeitos, 0s animais que apresentarem um resultado
negativo, devem repetir o teste ou serem considerados possivelmente positivos. No HVG,
animais que pudessem estar infetados com uma doenca infeciosa transmissivel, mesmo
apresentando um resultado negativo, eram considerados como infeciosos, de modo a prevenir

a transmissao do agente infeccioso para outros animais.
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Em suma, o diagnostico de um agente infecioso é importante para se proceder a um
maneio correto do animal. No entanto, tdo importante como o diagndstico ou o tratamento de

uma doenca infeciosa é a sua prevencao e o controlo da infecéo.
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