Vieira et al. Diagnésticos molecular e citolégico de Herpesvirus felino Tipo 1, Clamydophila felis E
Mycoplasma felis, em gatos com conjuntivite e/ou doenca do trato respiratério superior

DIAGNOSTICOS MOLECULAR E CITOLOGICO DE HERPESVIRUS
FELINO TIPO 1, Chlamydophila felis E Mycoplasma felis, EM GATOS
COM CONJUNTIVITE E/OU DOENCA DO TRATO RESPIRATORIO
SUPERIOR

MOLECULAR AND CYTOLOGICAL DIAGNOSIS OF FELINE
HERPESVIRUS 1, Chlamydophila felis AND Mycoplasma felis, IN CATS
WITH CONJUNCTIVITIS AND/OR UPPER RESPIRATORY TRACT

DISEASE

M. Vieiral, J. Fonseca?, L. Antunes?, C. Albuquerque?®, O. Almeida?!, M. Alves*

! Faculdade de Medicina Veterinaria, Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias (ULHT).
Campo Grande, 376, 1749-024 Lishoa, Portugal; 2 Hospital Veterinario de Leiria. Travessa Cidade de
Rheine, Lote 2, loja a/b, 2410-270 Leiria, Portugal; * MGPATAS. Rua 1° de Maio, 4, 2430-023 Marinha
Grande, Portugal; * CBIOS - Research Centre for Biosciences and Health Technologies — ULHT

Resumo: A doenca do trato respiratério superior (DTRS), apesar de muito comum em gatos, é frequentemente
subvalorizada. Os sinais clinicos apresentados com mais frequéncia sdo espirros, tosse, secre¢do ocular e/ou nasal e
conjuntivite. A conjuntivite felina apresenta, maioritariamente, uma natureza infeciosa, tendo como principais
responsaveis o Herpesvirus felino-1, Chlamydophila felis e, possivelmente, Mycoplasma felis. Por vezes, o diagndstico
pode tornar-se desafiante, quer pela natureza dos agentes, quer pelos sinais clinicos inespecificos. Os objetivos do
presente trabalho foram: i) realizar o diagnostico da infecdo por estes agentes, através da citologia conjuntival e da
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), em gatos com sinais clinicos de DTRS e/ou de conjuntivite e ii) avaliar a
concordancia entre os resultados do diagndstico molecular e citoldgico. Para tal, numa populagdo de 29 gatos com
sinais clinicos de DTRS e/ou conjuntivite, foram realizadas duas recolhas de amostras conjuntivais, uma com zaragatoas
e outra com escova de citologia, para os diagnosticos molecular e citoldgico, respetivamente. As citologias foram
coradas pelo método de May Grunwald-Giemsa. Para cada amostra, procedeu-se a duas PCR convencionais, para
amplificagdo do DNA de FHV-1 e M.felis e uma PCR em tempo real, para detecdo de DNA de C. felis. Ao diagndstico
molecular, foi obtida uma frequéncia de infecdo de 58,6% para FHV-1 e de 31,0% para C. felis. N&o foi identificado
nenhum gato com infecéo por M. felis. No diagnéstico citolégico conjuntival, apenas seis animais foram diagnosticados
com C. felis, ndo tendo sido feita nenhuma observacao suspeita de infecdo para os restantes agentes. Os resultados
evidenciaram uma elevada frequéncia de infecao por FHV-1 e C. felis. A PCR mostrou ser um meio de diagndstico mais
sensivel para a detecao dos agentes em estudo, quando comparada com a citologia conjuntival. O presente estudo deixa

em aberto a ddvida sobre o papel de M. felis enquanto agente etioldgico primario na conjuntivite e DTRS.

Palavras-chave: Doenca do trato respiratério superior, Conjuntivite, Herpesvirus felino-1, Chlamydophila felis,

Mycoplasma felis, citologia conjuntival, diagndstico molecular.
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Abstract: Upper respiratory tract disease (URTD) is very usual in cats, but quite often underestimated. Main clinical
signs are sneezes, cough, ocular and/or nasal secretions and conjunctivitis. Feline conjunctivitis has, mostly, an infectious
etiology with feline-1 herpesvirus, Chlamydophila felis and, possibly, Mycoplasma felis as the main causative agents.
Diagnosis can, sometimes, become challenging, both by the nature of the agents and the nonspecific clinical signs. The
goals of this study were: i) to diagnose these agents through conjunctival cytology and Polymerase Chain Reaction (PCR),
in cats with clinical signs of URTD and/or conjunctivitis and ii) to evaluate the concordance of molecular and cytological
results. For this purpose, in a population of 29 cats with clinical sighs of URTD and/or conjunctivitis, two conjunctival
samples were taken, one with a swab, for PCR and another with a cytology brush, for cytological evaluation. Cytologies
were stained with May Grunwald-Giemsa. Two conventional PCRs, for FHV-1 and M. felis, and a real-time PCR for C.
felis, were performed for each sample. By PCR, an infection frequency of 58.6% was obtained for FHV-1 and 31.0% for
C. felis. M. felis DNA was not detected in all animals. In the conjunctival cytologic diagnosis, only six animals were
positive to C. felis and no signs suggestive of infection were observed for the remaining agents. The results evidenced a
high frequency of infection by FHV-1 and C. felis. PCR has shown to be more accurate as a diagnostic tool for detecting
the studied agents, compared to conjunctival cytology. This study also reinforces the doubt about the possibility of M.

felis playing a primary role in both conjunctivitis and URTD.

Keywords: Upper respiratory tract disease, Conjunctivitis, Feline Herpesvirus-1, Chlamydophila felis, Mycoplasma felis,

Conjunctival cytology, Polymerase Chain Reaction.

1. INTRODUCAO dispendiosa, de facil execucdo, que possibilita

a obtencdo rapida de resultados, permitindo

A Doenca do Trato Respiratorio Superior
(DTRS) e a conjuntivite  afetam
frequentemente os gatos, podendo ter como
principais responsaveis agentes como o0
Calicivirus Felino, o Herpervirus Felino,
Chlamydophila felis, Bordetella
bronchiseptica e, possivelmente,
Mycoplasma spp. (Helps et al., 2005; Turner,
2010a; Lee-Fowler, 2014).

Estes agentes encontram-se, muitas vezes,
associados, dando origem a co-infecdes
(Turner, 2010a; Fernandez et al., 2017). Além
destas etiologias infeciosas, as conjuntivites
podem ter, também, uma componente
alérgica, neoplésica, traumatica (por corpo
estranho), ou serem secundarias a outras
doencas oculares (Maggs, 2008; Turner,
2010a).

Dois dos exames complementares de
diagnostico mais utilizados para o diagnostico
de FHV-1, C. felis e M. felis, sdo a citologia
conjuntival e a Reaccdo em Cadeia da
Polimerase (PCR). A citologia conjuntival
constitui uma técnica ndo invasiva, pouco

ndo s6 a detecdo de alguns agentes
etioldgicos, como a caracterizagcdo do tipo e
fase do processo inflamatorio presente
(Ollivier et al., 2007; Turner, 2010b; Raskin,
2016). Embora atil, este método de
diagnostico apresenta alguns inconvenientes,
como o facto de depender da experiéncia do
citologista para avaliar os resultados e do
Médico Veterinario que faz a recolha, uma
vez que uma amostra com pouca celularidade
pode ndo ser representativa e originar
resultados inconclusivos (Prasse & Young,
2010). Este método de diagnostico apresenta
menor especificidade e sensibilidade do que a
PCR (Sykes, 2004; Rand, 2006; Gruffydd-
Jones et al., 2009; Lee-Fowler, 2014). Deste
modo, por vezes, a citologia conjuntival pode,
por si s6, ndo ser suficiente para chegar a um
diagnostico definitivo (Prasse & Young,
2010).

Do ponto de vista citolégico, a infecéo por
Chlamydophila felis é caracterizada pela
presenca de corpos de inclusdo
intraplasmocitarios basofilicos dentro das
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células epiteliais, arredondadas, com
didmetro minimo de 3 pm, por norma
adjacentes ao nucleo. Estas inclusGes podem
ter distintas apresentacOes, variando entre
uma apresentagdo finamente granular a
granular, porém mais grosseira, interpretada
como um aglomerado de corpos elementares,
assemelhando-se ao corpo reticulado
(Ramsey, 2000; Rand, 2006; Hillstrom et al.,
2012). Inicialmente é comum existir uma
predominancia de neutréfilos; porém, a partir
dos 14-21 dias apds a infecdo, € frequente
encontrarem-se macrofagos e linfocitos
(Hoover et al., 1978; Ramsey, 2000; Sykes,
2005). Hillstrom et al. (2012), descreveram
inflamacdo moderada a grave em animais
com infecdo por C.felis. A citologia s6 deve
ser considerada positiva quando é possivel
visualizar um elevado numero de inclusdes
tipicas, pois as inclusdes podem ser
confundidas com grénulos de melanina,
bactérias, inclusdes induzidas por alguns
medicamentos ou até pela extrusdo de
contetdo nuclear, aquando da
recolha/distribuicéo de células na lamina e dar
origem a resultados falso positivos (Von
Bombhard et al., 2003; Hillstrom et al., 2012).

A observacdo microscopica, M. felis tem
a aparéncia de cocos ou cocobacilos,
agrupados na periferia das células. Quando
comparados com os corpos de inclusdo de
C.felis, sd&o menos basofilicos e menos
granulares. A inflamacdo é, com frequéncia,
caracterizada como neutrofilica e varia de
moderada a grave. Linfécitos e eosinéfilos
sdo incomuns neste tipo de infecdo (Hillstrom
etal., 2012).

Embora muito pouco comuns, em
infecbes por FHV-1, podem visualizar-se
inclusGes virais intranucleares, utilizando a
coloragio de May-Grunwald Giemsa
(Volopich et al., 2005; Hillstrom et al., 2012).
A reacdo de PCR, consiste na amplificagdo
exponencial de fragmentos especificos de
DNA, permitindo a sua detegdo, mesmo
guando presente em pequena quantidade. Esta
técnica apresenta uma elevada especificidade
e sensibilidade (Dewhurst et al., 2012). A alta
sensibilidade e especificidade da PCR, faz
com que esta seja, actualmente, considerada a

10: (2019) 1 — 10

técnica de eleicdo para detecdo de FHV-1, C.
felis e M. felis (Ramsey, 2000; Sjédahl-Essén
etal., 2008; Gould, 2011; Lee- Fowler, 2014).

O presente estudo teve como objectivo
realizar, em gatos com DTRS e/ou
conjuntivite, o diagnostico molecular e
citologico para  Herpesvirus  felino-1,
Chlamydophila felis e Mycoplasma felis e
comparar os achados citolégicos com o0s
resultados da PCR.

2. MATERIAIS E METODOS

No presente trabalho foram estudados 29
gatos com sinais clinicos indicativos de
conjuntivite e/ou sinais de doenga do trato
respiratorio superior. Foram considerados
animais com conjuntivite, todos aqueles que
apresentaram corrimento ocular, hiperemia
e/ou quemose. Os critérios de inclusdo para 0s
animais com doenca do trato respiratorio
superior foram tosse, espirros e secregdo
oronasal/nasal. Os tutores de todos os animais
assinaram um consentimento informado,
autorizando a sua inclusdéo no estudo. O
estudo foi, previamente, aprovado pela
Comissdo de Etica e Bem Estar Animal
(CEBEA) da Faculdade de Medicina
Veterinaria (FMV) da Universidade Lus6fona
de Humanidades e Tecnologias (ULHT).

A recolha das amostras decorreu entre 0s
meses de janeiro e maio de 2018, no Hospital
Veterindrio de Leiria e no Hospital
Veterinrio da FMV-ULHT.

De forma a garantir uma técnica de
colheita o mais uniforme possivel, foram
dadas instrucbes detalhadas aos veterinarios
que colheram as amostras. A cada gato foram
feitas duas recolhas distintas, uma com
zaragatoa estéril, para realizagdo da PCR, e
outra com uma escova de citologia, para a
avaliacdo citologica. Sempre que possivel, a
recolha de amostras foi realizada em ambos
os olhos. No total, foram recolhidas 56
amostras com zaragatoa estéril, para analise
molecular e igual nUamero com escova
citologica.

A zaragatoa estéril foi colocada num
microtubo e armazenada a — 20°C até ser
processada. O material colhido com escova de
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citologia foi transferido para uma lamina de
vidro e deixado secar ao ar, & temperatura
ambiente. Posteriormente, foi feita uma
coloragéo do tipo Romanowsky (MGG Quick
Stain, Bio-Optica, Milan, Italy). A avaliacdo
microscopica das citologias, foi realizada no
laboratério do Hospital Escolar da FMV-
ULHT, sempre pelo mesmo patologista
clinico, recorrendo as ampliacdes de 100x,
400x e 1000%. As amostras foram analisadas
e classificadas quanto ao tipo de inflamacéo e
a presenca ou auséncia de inclusGes
citoplasmaticas. Este processo foi realizado
sem qualquer conhecimento da historia, sinais
clinicos ou outra informacéao sobre os gatos.

O DNA das amostras em estudo foi
extraido a partir das zaragatoas conjuntivais
tendo, para o efeito, sido utilizado o Kit RTP®
Bacteria DNA Mini Kit (Stratec Molecular),
de acordo com as indicagfes do fabricante.

O DNA foi submetido a varias reacoes de
PCR, para amplificagdo do DNA dos véarios
agentes, tendo, para o efeito, sido utilizado
um termociclador Rotor Gene-Q
(QIAGEN®). Em todas as reacdes foram
sempre incluidos um controlo positivo e dois
controlos negativos.

Em todas as amostras, com a finalidade de
avaliar a inexisténcia de inibidores da DNA
polimerase, amplificou-se, por PCR
convencional, um fragmento de 177 bp do
gene beta-glucoronidase felino (fGUSB).
Para tal, foi preparado um volume total de 25
pL de uma mistura reaccional contendo 1x
MyTaq Reaction Buffer (Bioline®), 1 U de
MyTag DNA Polymerase (Bioline®), 10 pmol
de cada primer (Fw:
GCGTTCCTTTTGCGAGAGAG; Rev:
GCTGTGGAAGTTGCCCCTTA), 10 pL de
DNA e 4gua desionizada estéril até perfazer o
volume final. As condicGes da reaccdo de
PCR consistiram na desnaturacao inicial a 95
°C, durante 1 min., seguida de 30 ciclos a
95°C, durante 20 seg., 55 °C, durante 20 seg.
e 72 °C, durante 20 seg.; a reacgdo terminou
apos uma extensdo final a 72 °C, durante 5
minutos. Para visualizar os produtos de PCR,
procedeu-se a sua electroforese em gel de
agarose a 1,5 % (m/V).

Com o intuito de verificar a existéncia de
DNA de Herpesvirus felino tipo 1, realizou-
se uma PCR convencional, de modo a
amplificar um fragmento de 95 pb do gene
timidina cinase (TK). Para a reacdo utilizou-
se um volume de 25 pL. de mistura reacional,
que continha 1x MyTagq Reaction Buffer
(Bioline®), 1 U MyTaq DNA Polymerase
(Bioline®), 10 pmol de cada primer (Helps et
al., 2003), 10 uL de DNA de cada amostra e
agua desionizada esteril de forma perfazer o
volume pretendido. As condig¢des da reacgédo
de PCR consistiram numa desnaturacao
inicial a 95°C, durante 5 min., seguida de 30
ciclos a 95°C, durante 45 seg., 51°C, durante
30 seg. e a 72°C, durante 20 seg.; a reaccao
terminou ap6s uma extensdo final a 72°C,
durante 5 minutos. A visualizagdo dos
resultados foi feita apds eletroforese em gel
de agarose a 2,8% (m/V).

Para avaliar a presenca de Mycoplasma
felis nas amostras, foi realizada uma PCR
convencional tendo como alvo um fragmento
de 238 pb, do gene que codifica a subunidade
16S do rRNA. A mistura reacional da reacao
de PCR preparada, num volume final de 25
uL, continha, além de 10 pL DNA, 1x MyTaq
Reaction Buffer (Bioline®), 1 U de MyTaq
DNA Polymerase (Bioline®), 10 pmol de cada
primer (Mycl e MfelR1l) (Chalker et al.,
2004) e agua destilada estéril até perfazer o
volume final. As condicGes da reaccdo de
PCR consistiram numa desnaturacdo inicial a
95°C, durante 5 min., seguida de 30 ciclos a
95°C, durante 45 seg., 52°C, durante 30 seg.
e 72°C, durante 20 seg.; a reaccao terminou
apos uma extensdo final a 72°C, durante 5
minutos. Os produtos da reacdo de PCR,
foram visualizadas ap6s electroforese em gel
de agarose a 1,5% (m/V).

A presenca de DNA de Chlamydophila felis,
foi avaliada através de PCR em tempo real e
de PCR touchdown seguido de restricdo
enzimatica. A PCR em tempo real foi
realizada para amplificar um fragmento de 77
pb do gene que codifica uma proteina da
membrana externa de tipo A (OmpA). Para a
reacdo utilizou-se um volume de 20 pL de
mistura reacional, que continha 5 pL do DNA
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em estudo, 10pL de 2x SensiFAST SYBR
No-ROX Mix (Bioline®), 4,0 puL de é&gua
desionizada estéril e 0,5uL de cada primer
(Helps et al., 2003). Cada amostra, foi
realizada em duplicado ou triplicado. As
condigcdes da reaccdo de PCR consistiram
numa desnaturacdo inicial a 95°C, durante 3
min., seguida de 40 ciclos a 95°C, durante 5
seg., 62°C, durante 10 seg. e 72°C, durante 8
seg.. As amostras com um valor de Cr inferior
ou igual a 37 foram consideradas positivas.
Para confirmar a especificidade da
amplificacdo com SYBR® Green, realizou-
se, imediatamente apds a reaccdo de PCR,
uma curva de melting, fazendo variar a
temperatura entre 55°C e 94°C, com
incrementos de 1°C em cada ciclo. Os
resultados foram analisados com recurso ao
software Rotor-Gene Q — Pure Detection V
2.1.0. A confirmacdo da espécie de
Chlamydophila responsavel pela infeccéo foi,
ainda, realizada por PCR touchdown, seguida
de restricdo com a enzima Hinf-1. Esta PCR
amplifica um fragmento de 269 pb do gene
16S rDNA nos organismos pertencentes a
familia Chlamydiacea (Ossewaarde & Meijer,
1999). Para a reaccao, foram utilizados 25 pL
de mistura reaccional, contendo 1 x MyTaq
Reaction Buffer (Bioline®), 1 U de MyTaq
DNA polimerase (Bioline®), 10 pmol de cada
primer (Ossewaarde & Meijer, 1999), 10 uL
de DNA de cada amostra e dgua desionizada
estéril até perfazer o volume final. As
condicdes da reaccdo de PCR consistiram
numa desnaturacdo inicial a 94°C, durante 2
min., seguida de 10 ciclos a 94°C, durante 30
seg., 56°C, durante 30 seg. e 72°C, durante 30
segundos. Seguiram-se mais 10 ciclos a 94°C,
durante 30 seg., 52°C, durante 30 seg. e 72°C,
durante 30 seg.; a reac¢do terminou apos uma
extensdo final a 72°C, durante 5 minutos. Os
produtos  assim  amplificados  foram
submetidos a hidrolise com a enzima de
restricdo Hinf-1 (Thermo Scientific). Quando
a especie presente é C. felis, a hidrdlise com
Hinf-I origina trés fragmentos com 145, 73 e
51 pares de bases. A reagdo de hidrolise
efectuou-se de acordo com as instrucdes do
fabricante. Os produtos de hidrdlise foram
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visualizados apds electroforese em gel de
agarose a 3% (m/V).

3. RESULTADOS

A amplificagdo do gene beta-
glucoronidase felino foi bem-sucedida em
todas as amostras tendo, assim, sido possivel
inferir sobre a auséncia de inibidores da DNA
polimerase.

Diagnéstico de FHV-1

Em 58,6% (17/29) dos gatos em estudo foi
possivel amplificar DNA de FHV-1. Desses
17 animais, 52,9% (9/17) apresentaram
resultado positivo em ambos os olhos e 0s
restantes 47,1% (8/17) em, apenas, um dos
olhos.

Na citologia conjuntival ndo foram
visualizadas inclusdes virais suspeitas de
infecdo por FHV-1. Em sete (41,2%) dos 17
animais positivos ao diagndstico molecular,
ndo se visualizaram células inflamatorias.
Nos restantes, foi observada inflamacéo
neutrofilica e/ou linfocitica.

Diagndstico de M. felis

Na reacdo de PCR convencional ndo foi
amplificado DNA de M. felis em nenhuma das
amostras, tendo todas elas sido consideradas
negativas.

Ndo foram visualizadas inclusdes
intracitoplasmaticas suspeitas de infecdo por
M. felis em nenhum dos animais estudados.

Diagnéstico de C. felis

A PCR em tempo real para deteccdo de C.
felis foi positiva em nove (31,0%) dos 29
gatos em estudo. A PCR touchdown seguida
de restricdo por Hinf-1 permitiu confirmar a
identidade da espécie infectante como sendo
C. felis. De entre 0s nove gatos infetados com
C. felis, trés (33,3%) tinham uma
apresentacdo unilateral e os restantes seis
(66,7%) bilateral.

Em seis gatos positivos por PCR, foram
visualizadas, em pelo menos um dos olhos,
inclusBes intracitoplasmaticas suspeitas de
infecdo por C. felis (figura 1). Estas foram
detetadas, apenas, em um animal, de modo
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bilateral. Em trés dos nove animais positivos
ao diagnostico molecular (33,3%), ndo se
visualizaram células inflamatdrias. Nos
restantes, foram detetadas, com igual
frequéncia  (22,2%, 2/9), inflamacéo
neutrofilica e/ou linfocitica.
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Figura 1 — Citologia conjuntival corada com May
Grunwald-Giemsa QUICK STAIN, onde se observa
inclusdo intracitoplasmocitaria de C. felis (seta) (objetiva de
100x). Original.

Presenca de co-infeccOes

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

17

Co-infecgao
5

Infecgdo Unica
12

0
Infecgdo por M.felis Infecgdo por FHV-1

Figura 2 —diagnostico molecular para os agentes em estudo.

4. DISCUSSAO

No presente estudo, FHV-1 foi 0 agente
etioldgico detetado em maior nimero de gatos
(n=17), tal como esperado, pois este encontra-
se descrito como sendo a maior causa de
conjuntivite cronica e aguda nesta espécie
(Nasisse et al., 1993). A taxa de infeccao
detetada para o agente foi de 58,6%. Este
valor foi superior ao ja descrito por Hartmann
e colaboradores (2010), onde foi determinada
uma prevaléncia de 27% (11/41), utilizando a
mesma técnica e tendo 0 mesmo gene como
alvo. Porém, o resultado obtido encontra-se
dentro dos valores descritos por varios
autores, entre 1% e 88,9%, utilizando
diversos métodos de diagndstico (Helps et al.,
2003; Volopich et al., 2005; Low et al., 2007;
Fernandez et al., 2017; Nguyen et al., 2018).

Ao exame citoldgico, ndo foram
visualizadas quaisquer inclusbes virais,
sugestivas de infecdo por FHV-1. Este
resultado comprova a baixa sensibilidade do
diagnostico citologico face ao diagnostico
molecular, como descrito na literatura, onde
se relata que a visualizacdo destas inclusdes €
pouco frequente (Volopich et al., 2005;
Amor, 2014, p.60; Hillstrom et al., 2012). De
entre 0s animais positivos para FHV-1 no
diagnostico  molecular, 41,2%  ndo
apresentavam inflamacdo em nenhum dos
olhos.

Co-infecgdo
5

Infecgdo Unica
4

Infecgdio por C.felis Negativo
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Hillstrom e colaboradores (2012),
descrevem uma prevaléncia de 44% de
animais positivos por PCR para FHV-1 sem
evidéncia de inflamacdo ou, apenas, com
inflamacao ligeira.

A taxa de infeccdo por C. felis encontrada
foi de 31,0%. Este valor situa-se proximo dos
valores descritos na literatura. Diversos
estudos epidemioldgicos mostram
prevaléncias entre 3,12% e 30% em animais
que apresentam conjuntivite (Helps et al.,
2005; Low et al., 2007; Baumworcel et al.,
2017; Fernandez et al., 2017). Schulz e
colaboradores (2015) obtiveram, por PCR,
uma frequéncia de 35,6% (37/104) para C.
felis em animais com DTRS, quando
estudadas quatro amostras de diferentes locais
(faringe, lingua, nariz e conjuntiva) para cada
animal. Considerando, apenas, 0s animais
positivos em amostras retiradas da conjuntiva
(tal como aconteceu no presente estudo), a
frequéncia foi de, apenas, 24,0%.

De entre os animais com PCR positivo
para C. felis, 66,6% apresentaram inclusbes
intracitoplasmaticas suspeitas de infecdo por
este agente. As prevaléncias encontradas na
literatura variam entre 20% e 100%, para
animais positivos por PCR (Hillstrom et al.,
2012; Amor, 2014, p.61; Anderlini et al.,
2018). As inclusbes intracitoplasmaticas
diagnosticas de C. felis sdo visualizadas com
maior probabilidade entre os 7 e os 14 dias
apos a infecdo, o que pode contribuir para a
existéncia de resultados falso negativos, caso
a citologia seja realizada fora deste intervalo
de tempo (Ramsey, 2000; Rand, 2006;
Hillstrom et al., 2012). No presente trabalho,
em 33,3% dos gatos positivos para C. felis,
ndo foram visualizadas células inflamatdrias.
As inflamagdes neutrofilica bilateral, mista
bilateral e mista unilateral apresentaram-se
com a mesma frequéncia (22,2%). No estudo
de Hillstrom e colaboradores (2012), todos os
animais apresentavam inflamagdo, sendo que
37% dos mesmos apresentavam inflamagéo
neutrofilica, 37% inflamacdo linfocitica e
25% inflamagdo mista. Estes resultados
podem servir como referéncia; porém, nao
podem ser tidos como comparacdo direta,
pois 0s autores apenas retiraram uma amostra
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ao olho afetado com maior gravidade, ao
passo que, no presente trabalho, existiu uma
dindmica uni/bilateral.

No presente trabalho ndo foram
identificados gatos infectados com M. felis.
Embora o0s organismos do  género
Mycoplasma sejam, frequentemente,
encontrados, tanto em gatos sintomaéticos,
como assintomaticos, o seu papel como
agente etioldgico primério nas conjuntivites e
na DTRS carece, ainda, de certezas, existindo
estudos contraditérios Low et al., 2007;
Sjodahl-Essén et al., 2008; Hillstrom et al.,
2012; Fernandez et al., 2017). A semelhanca
dos resultados aqui apresentados, a auséncia
de infeccdo foi, também, descrita noutros
estudos semelhantes (Sjodahl-Essén et al.,
2008; Amor, 2014). Embora a citologia
conjuntival ndo seja tida como o método de
diagnostico mais eficaz para este agente, no
presente estudo ndo foram encontrados
organismos compativeis com a infecdo por
M.felis, em nenhuma das amostras
observadas, o que vai ao encontro dos
resultados obtidos através da PCR.

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

Dos animais infetados por C. felis, 55,5%
estavam co-infetados com FHV-1. Este valor
esta dentro dos valores descritos na literatura,
que variam entre 0s 8% e 0s 64% (Wills et al.,
1988; Von Bomhard et al., 2003).

Oito dos animais inseridos no estudo, néo
apresentaram resultado positivo para nenhum
dos agentes estudados. Embora ndo possa ser
colocada de parte a hipétese de resultados
falso negativos devido, por exemplo, a
recolha insuficiente da amostra e/ou a fase de
laténcia caracteristica de algumas destas
infecdes, existem outras etiologias que podem
explicar os sinais clinicos apresentados por
estes animais, nomeadamente, infec¢do por
calicivirus, conjuntivite bacteriana,
conjuntivite alérgica, corpo estranho/trauma,
gueratoconjuntivite seca, queratoconjuntivite
eosinofilica ou neoplasia (ex: linfoma). A
conjuntivite pode, ainda, ter na sua génese
outras causas (por exemplo, alérgica ou
neoplasica) ou ser confundida como
consequéncia de outras doencgas oculares que
causam hiperemia conjuntival, como é o caso
da uveite (Maggs, 2008; Turner, 2010a;
Hartley, 2014).

5. CONCLUSAO

Com o presente trabalho foi possivel, ndo
s6 comprovar a origem infeciosa de grande
parte dos casos de conjuntivite e/ou DTRS
nos gatos em estudo, como conhecer melhor
0s seus agentes etiolégicos e a abordagem ao
seu diagnostico. Tal como esperado, as
etiologias ndo infeciosas mostraram-se pouco
frequentes, dando énfase ao papel dos agentes
infeciosos nestas doengas. O FHV-1 foi o
agente diagnosticado com maior frequéncia
(58,6%), seguido de Chlamydophila felis
(31,0%). Este trabalho vem acentuar a davida
relativa ao papel de Mycoplasma felis como

agente primario nas conjuntivites e DTRS,
uma vez que este agente ndo foi diagnosticado
em nenhum dos animais em estudo. A PCR
mostrou-se 0 método de diagnostico mais
indicado para o0s agentes infeciosos
estudados. Embora mais eficaz do que a
citologia conjuntival, apresenta a
desvantagem de ser uma técnica mais
dispendiosa, 0 que a torna menos comum na
pratica  clinica.  Assim  sendo, na
impossibilidade de realizar PCR, a citologia
conjuntival pode ser um bom aliado no
diagnostico de C. felis quando se encontram
inclusBes compativeis; no entanto, se nao se
observarem inclusbes, deve ter-se em
consideragdo a existéncia de um elevado
namero de falsos negativos (33,3 %). Para o
diagnostico da infecdo por FHV-1 e M. felis,
a citologia ndo pareceu apresentar grande
utilidade.
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