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Resumo

O bocavirus felino (FBoV) e o protoparvovirus carnivoro 1 (CPPV-1) sao virus de DNA
de fita simples linear, nao envelopados, pertencentes a familia Parvoviridae e sé&o
potenciais causadores de enteropatias em gatos. FBoV foi pouco avaliado quanto a
sua ocorréncia no mundo. J& o CPPV-1 possui carater reemergente por relatos
recentes de surtos em diversos paises. Assim, objetivou-se avaliar a ocorréncia e
realizar a caracterizagao génica de FBoV e CPPV-1 em gatos com menos de um ano
de idade e manifestagéo clinica de diarreia. O estudo incluiu a amostragem de 75
gatos para investigacdo quanto a presenca de FBoV e 85 gatos para CPPV-1. Os
filhotes foram separados em dois grupos: Grupo 1 (G1), composto de gatos de
diferentes origens, amostrados em domicilios, hospitais veterinarios ou clinicas
veterinarias; e o Grupo 2 (G2) composto por gatos diarreicos da mesma ninhada ou
pertencentes ao mesmo abrigo. Foram coletadas amostras de fezes por swab retal
ou sonda uretral flexivel. Posteriormente, foi realizada a clarificagdo e a extragdo do
DNA das amostras. O produto da extracdo foi submetido a PCR para detec¢do do
gene 16S rRNA bacteriano (controle interno), PCR para regido do gene NP1 do FBoV
e gPCR para regido do gene VP2 de CPPV-1. As amostras positivas foram
submetidas ao sequenciamento parcial do gene NS1 para a determinacéo da espécie
do bocavirus felino e ao sequenciamento completo do gene VP2 para determinacao
da variante de CPPV-1. Duas amostras foram negativas no controle interno e entéao
excluidas do estudo. FBoV foi detectado em 17,8% (13/73) das amostras, com 12,8%
(5/39) pertencentes ao G1 e 23,5% (8/34) ao G2. Dentre as amostras sequenciadas,
42,8% (3/7) correspondiam ao FBoV-1, 28,5% (2/7) ao FBoV-2 e 28,5% (2/7) ao
FBoV-1 e FBoV-3, simultaneamente. CPPV-1 foi detectado em 43,4% (36/83) das

amostras, com 40,9% (18/44) dos animais pertencentes ao G1 e 46,1% (18/39) ao



G2. Quatro amostras positivas para o CPPV-1 foram sequenciadas, trés das amostras
foram classificadas como parvovirus felino e uma como parvovirus canino. Esse
estudo forneceu dados da ocorréncia de FBoV e CPPV-1 em gatos filhotes com
diarreia. Destacou-se a presenca das variantes felina e canina de CPPV-1, além da
primeira evidéncia molecular da presenca de FBoV em gatos no Brasil, com

comprovacao da circulacao das trés espécies conhecidas (FBoV-1, 2 e 3).

Palavras-chave: Parvoviridae; parvovirus emergentes; parvovirus reemergentes;

doencgas entéricas; protoparvovirus carnivoro 1



Abstract

Feline bocavirus (FBoV) and Carnivore protoparvovirus-1 (CPPV-1) are non-
enveloped, linear single-stranded DNA viruses that belong to the Parvoviridae family
and, these viruses are a potential cause of enteropathies in cats. Feline bocavirus was
poorly evaluated with respect to its occurance in the world. Although feline parvovirus
has a reemerging character due to recent reports of outbreaks in several countries.
Thus, the aim of the study was to evaluate the occurrence and the genetic
characterization of FBoV and CPPV-1 in cats with less than one year old and clinical
manifestation of diarrhea. The study included a sampling of 75 cats to be investigated
for the presence of FBoV and 85 cats for CPPV-1. The kittens were separated into two
groups: Group 1 (G1), which consisted of diarrheal kittens from different origins,
sampled at domiciles, veterinary hospitals or clinics; and Group 2 (G2), which
consisted of diarrheic group-housed kittens or from to the same shelters. Fecal
samples were collected using rectal swabs or flexible urethral catheters for rectal
samples. Subsequently the clarification and extraction of DNA from the samples were
performed. The extraction product was subjected to PCR targeting the bacterial 16S
rRNA gene andthe NP1 gene region for the FBoV screening, and to gPCR targeting
the VP2 gene region for CPPV-1 detection. FBoV was detected in 17,8% (13/73),
12,8% (5/39) of the cats belonging to G1 and 23,5% (8/34) to G2. Seven samples of
the 13 were sequenced, 42,8% (3/7) were classified as FBoV-1, 28,5% (2/7) as FBoV-
2 and 28,5% (2/7) as FBoV-1 and FBoV-3 simultaneously. Positive samples were
submitted to complete sequencing of the variant VP2 gene to determine the CPPV-1
and to the partial sequencing of the NS1 gene for FBoV genotyping. As a result, two
samples were negative in the internal control, one in each group. CPPV-1 was

detected in 43,4% (36/83) samples, with 40,9% (18/44) of the cats belonging to G1



and 46,1% (18/39) to G2. Four CPPV-1-positive samples and one FPV vaccine were
sequenced, three of the samples were classified as feline parvovirus and one as
canine parvovirus. This study provides data on the occurrence of FBoV and CPPV-1
in kittens with diarrhea. It highlighted the presence of feline and canine variants of
CPPV-1, in addition to the first molecular evidence of the presence of FBoV in cats in

Brazil, with proof of the circulation of the three known species (FBoV-1, 2 and 3).

Key-words: Parvoviridae;, emerging parvovirus; reemerging parvovirus; enteric

diseases; Carnivore protoparvovirus-1
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1 INTRODUGCAO

Os membros da familia Parvoviridae séo virus DNA de fita simples linear, ndo
envelopados. A subfamilia Parvovirinae é composta por oito géneros: Bocaparvovirus,
Dependoparvovirus, Eritroparvovirus, Protoparvovirus, Tetraparvovirus,
Amdoparvovirus, Aveparvovirus e Copiparvovirus (COTMORE et al., 2019). Os
géneros Bocaparvovirus e o Protoparvovirus possuem espécies de virus capazes de
infectar gatos, dentre estas o bocavirus felino 1 (FBoV-1, Carnivore bocavirus 3), o
bocavirus felino 2 (FBoV-2, Carnivore bocaparvovirus 4) e o bocavirus felino 3 (FBoV-
3, Carnivore bocaparvovirus 5) e o protoparvovirus carnivoro 1 (CPPV-1, Carnivore

protoparvovirus 1) (COTMORE et al., 2019; DIAKOUDI et al., 2019).

O bocavirus felino € um parvovirus emergente, detectado pela primeira vez em
gatos sem manifestagdes clinicas, em 2012, na China (LAU et al., 2012). Porém novos
estudos apontam que o virus pode causar enterites em gatos domésticos (LIU et al.,

2018; PIEWBANG et al., 2019; CAPOZZA et al., 2021).

O protoparvovirus carnivoro 1 (CPPV-1, Carnivore protoparvovirus 1) abrange
o parvovirus felino (FPV, Feline parvovirus) ou virus da panleucopenia felina (FPLV,
Feline panleukopenia virus) e o parvovirus canino (CPV, Canine parvovirus)
(COTMORE et al., 2013; 2019). O CPV é uma variante do FPV que emergiu, apds a
passagem em um hospedeiro carnivoro selvagem, ao adquirir a capacidade de
replicacdo em caes domésticos, causando uma doenca fatal em caes com sinais
clinicos similares aos observados na infeccao pelo FPV em gatos (PARRISH, 1990;
BARRS, 2019). O CPV foi posteriormente substituido por novas variantes genéticas

(CPV-2a, 2b e 2c) devido a sua alta capacidade de mutacdo. As modificacdes
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provenientes das mutacdes, proporcionaram ao virus, a recuperacao da capacidade

de infectar felinos (IKEDA et al., 2000; HOELZER & PARRISH, 2010).

A reemergéncia do virus da panleucopenia felina e a evidéncia da ocorréncia
de surtos, deve ser um alerta para responsaveis de gatos e médicos veterinarios do
mundo (BARRS, 2019; VAN BRUSSEL et al., 2019). Visto que a panleucopenia felina,
causada pela infeccdo em gatos por FPV, é altamente infecciosa, além de
frequentemente fatal para gatos filhotes ndo vacinados, devido a enterite grave,

desidratacao e deplecao linfoide (BARRS, 2019; VAN BRUSSEL et al., 2019).

A panleucopenia felina é uma sindrome clinica causada pela infeccao pelo
CPPV-1 (FPV ou CPV), sendo que o CPV raramente acomete gatos. Os principais
sinais clinicos séo diarreia, letargia, vomito, anorexia, perda de peso e morte subita

(BARRS, 2019; VAN BRUSSEL et al., 2019; CAPOZZA et al., 2021).

Além disso, o sinergismo entre o bocavirus felino e o parvovirus felino é
relatado em surto de enterite hemorragica em gatos de abrigo, onde 17 animais foram
acometidos e em 13 a doenca foi fatal. Trés gatos foram necropsiados e foi
observada, por meio de analises imunohistoquimicas, a presenca de ambos 0s virus

nas criptas intestinais (PIEWBANG et al., 2019).

A alta resisténcia dos parvovirus ao ambiente contruibui para a manutengéao
viral e transmissao do agente (TRUYEN et al., 2009; BARRS, 2019). Principalmente
em gatos provenientes de abrigos, em que o grande numero de animais facilita a
transmissao direta e a presenga do ambiente contaminado favorece a transmissao

indireta (VAN BRUSSEL et al., 2019; CAPOZZA et al., 2021).
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O diagnéstico da panleucopenia felina era infrequente devido a vacinagao
(BARRS, 2019), porém, foi considerada uma doenga reemergente devidos a surtos
descritos na Ultima década na Austrélia, Nova Zelandia, Emirados Arabes Unidos
(VAN BRUSSEL et al., 2019), China (NIU et al., 2018; LIU et al., 2020; TANG et al.,
2022), india (KARANAM et al., 2022) e Alemanha (REHME et al., 2022). Também
foram reportados novos surtos na india em 2020, Australia em 2021, Africa do Sul e
quatro surtos distintos nos Estados Unidos em 2022 por meio da Sociedade
Internacional para Doengas Infeciosas (/nternational Society for Infectious Diseases,

PROMED, 2022).

A prevencgéo através do manejo ambiental € imprescindivel, inclui o isolamento
do animal infectado, além da limpeza diaria das caixas de areia (TRUYEN et al., 2009)
e do ambiente com posterior desinfeccdo com hipoclorito de sédio 0,37% por 15
minutos (CAVALLI et al., 2018). Em casos de abrigos de gatos, € sugerido o

isolamento do animal positivo por no minimo 14 dias (JANKE et al., 2022).

Ainda nao héa vacina disponivel para prevencao da infeccao pelo bocavirus
felino, mas ha contra o virus da panleucopenia felina, um dos potenciais virus capazes
de coinfectar o animal e causar manifestagdes clinicas no gato (VAN BRUSSEL et al.,
2022). Considerada uma vacina essencial, a imunizacao dos filhotes contra o virus
da panleucopenia felina deve ser realizada a partir da sexta semana de idade. Devem
ser realizadas novas doses com intervalos de duas a trés semanas contados a partir
da primeira dose, até a décima sexta semana de idade do animal e aos seis meses

(STONE et al., 2020; DAY et al., 2020).

Ha diversas evidéncias de parvovirus emergentes e reemergentes causando

doencas em gatos, da ocorréncia do bocavirus felino e de alertas de surtos de
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panleucopenia felina no mundo (VAN BRUSSEL et al., 2019; PIEWBANG et al., 2019;
LI et al., 2020), além de um relato da ocorréncia do FPV no Brasil (MOSENA et al.,
2019). Porém, o bocavirus felino, recém classificado como potencial causador de
enteropatias em gatos (PIEWBANG et al., 2019), ainda nao foi pesquisado no Brasil
e pouco se conhece sobre sua diversidade génica e de FPV no pais. Dessa forma, o
estudo da ocorréncia e a analise génica desses patégenos em gatos domésticos € de

grande relevancia epidemiol6gica e clinica.
2 OBJETIVO

Investigar a ocorréncia e realizar a caracterizacao génica do bocavirus felino
(FBoV) e do protoparvovirus carnivoro 1 (CPPV-1) em amostras de gatos filhotes com

diarreia.
3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 Familia Parvoviridae

Os membros da familia Parvoviridae sao pequenos (23-28 nm de diametro)
virus DNA de fita simples linear, ndo envelopados, com aproximadamente 5.1kb
nucleotideos. S&o distribuidos em 3 subfamilias: Parvovirinae (Figura 1),
Hamaparvovirinae e Densovirinae. A subfamilia Parvovirinae € composta por oito

géneros: Bocaparvovirus, Dependoparvovirus, Eritroparvovirus, Protoparvovirus,

Tetraparvovirus, Amdoparvovirus, Aveparvovirus e Copiparvovirus, contendo
diversas espécies capazes de infectar diversos vertebrados, como aves, répteis e
mamiferos (COTMORE et al., 2019). Os géneros Protoparvovirus e Bocaparvovirus
possuem espécies virais capazes de infectar gatos, como os parvovirus felino e

canino e os bocavirus felinos 1, 2 e 3 (DIAKOUDI et al., 2019).
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AMDV MVMp I:

Figura 1. Comparacdo do capsideo de membros da subfamilia Parvovirinae.
Superficie com indicacdo de profundidade radial em Angstrédm. Representacdo do
capsideo do parvovirus humano B19 (Eritroparvovirus), parvovirus bovino
(Bocaparvovirus), adenovirus-associado tipo 2 (AAV2; Dependoparvovirus), virus da
doenca aleutiana do visdo (AMDV; Amdoparvovirus) e virus minuto do camundongo
(MVM; Protoparvovirus). Fonte: Kailasan et al., 2015.

O género Bocaparvovirus € composto por 26 espécies, dentre estas, 0s
bocaparvovirus carnivoro 3, 4 e 5, também conhecidos como bocavirus felino 1, 2 e
3, respectivamente (COTMORE et al, 2019). O genoma consiste em trés ORFs
(ORF1, ORF2 e ORF3) que codificam a proteina nao estrutural (NS1), proteinas de
capsideo viral (VP1 e VP2) e fosfoproteina nuclear (NP1), respectivamente. Os virus
desse género compartilham mais do que 30% da identidade de aminoacidos do gene
NS1, o qual € utilizado para diferenciar as espécies de bocavirus (CHEN et al., 1986;
COTMORE et al., 2019). A proteina NP1 é uma proteina auxiliar codificada préxima

ao centro do genoma, parcialmente sobreposta ao terminal C da NS1, mas em uma
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ORF diferente (Figura 2), ambas sdo necessarias no processo de replicacdo (CHEN

et al., 1986; SHEN et al., 2015).

Para sua replicagédo, os bocavirus utilizam um promotor transcricional (RNA
polimerase |l) para gerar um pré-mRNA, que sofrera splicing alternativo além de
poliadenilacdo em diferentes posi¢des para formar o mRNA (ZHAO et al., 1994; QIU

et al., 2004; FASINA et al., 2017).
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Figura 2. Organizagdo do genoma de diferentes espécies de bocavirus. Fonte: Lau
et al. (2012).

O género Protoparvovirus € composto por 15 espécies, dentre estas, o

protoparvovirus carnivoro 1 (CPPV-1, Carnivore protoparvovirus 1) que inclui o
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parvovirus felino (FPV, Feline parvovirus) ou também denominado de virus da
panleucopenia felina (FPLV, Feline panleukopenia virus); o parvovirus canino (CPV-
2, Canine parvovirus 2); o virus da enterite do visao (MEV, Mink enteritis virus) e o
parvovirus do guaxinim (RPV, Racoon parvovirus) (COTMORE et al., 2013). O
genoma é composto de duas regides de leitura aberta (open reading frames, ORFs).
A ORF1 codifica duas proteinas nao estruturais (NS1 e NS2), enquanto a ORF2
codifica trés proteinas estruturais (VP1, VP2 e VP3) (Figura 3) (COTMORE et al,

2019).

A NS1 e a NS2 sao produtos da traducdo de RNAs mensageiros (MRNAs) que
sofrem splicing alternativo. Ambas estdo associadas com a replicagdo viral,
empacotamento do DNA e com a citotoxicidade (REED et al., 1988; MIRA et al.,
2019). Assim como as proteinas anteriores, a VP1 e VP2 também séo produtos da
traducao do mesmo mRNA e fazem parte da estrutura do capsideo (REED et al.,
1988). A VP2 esta relacionada as rapidas taxas de evolucédo do FPLV e CPV e sua
capacidade de interacdo com os receptores celulares, definindo assim o tropismo
tecidual e a variedade de hospedeiros suscetiveis (HUEFFER et al., 2003), e devido
a isso, constituem-se como foco dos estudos epidemioldgicos para determinacao das
variantes virais. A proteina VP3 € uma proteina separada da VP2 pela acao da enzima
protease do hospedeiro que é composta por uma sequéncia de aproximadamente 19

aminoacidos da regido amino-terminal da VP2 (NELSON et al., 2008).
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Figura 3. Diagrama esquematico da organizacdao do genoma parvovirus canino com
representacdo do DNA gendmico e das proteinas estruturais e nao estruturais. Fonte:
Tuteja et al. (2022).

3.2 Bocavirus felino

O nome bocavirus foi dado de acordo com as primeiras espécies em que esse
foi reportado, parvovirus bovino 1 (BPV1, Ungulate bocaparvovirus 1) (SPAHN et al.,
1966) e o virus minuto canino (MVC, Carnivore bocaparvovirus 1) (BINN et al., 1970).
Posteriormente, muitos bocavirus foram descobertos ao longo dos anos, acometendo

diferentes espécies (Tabela 1).

Para classificagdo de novas espécies bocavirus € necessario que virus
apresente menos do que 85% de identidade de aminoacidos na proteina NS1, de
acordo as diretrizes do Comité Internacional de Taxonomia de Virus (International

Committee on Taxonomy of Viruses, ICTV, 2022).

O bocavirus felino (FBoV-1, Carnivore bocavirus 3) foi inicialmente reportado
em Hong Kong (China) em 2012, em amostras de fezes 7,2% (26/363), urina 1,6%
(6/364), sangue 0,8% (3/361), swab nasal 0,3% (1/364) e fragmentos de rim 2% (1/51)

de gatos sem sinais clinicos (LAU et al., 2012).
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Tabela 1. Espécies membros do género Bocaparvovirus descritas em hospedeiros

animais.

Espécie viral

Hospedeiros

Referéncias

Primate bocaparvovirus 1e 2

Humana

Allander et al., 2005 e Kapoor et
al., 2009

Primate bocaparvovirus 3

Primatas ndo humanos

AO & Duan, 2020

Pinniped bocaparvovirus 1 e 2

Ledes-marinhos-da-california

Ll et al., 2011

Chiropteran bocaparvovirus 1-6 | Morcegos Wu et al., 2012; HE et al., 2013;
Lau et al., 2016 e 2017

Logomorph bocaparvovirus 1 Coelhos Lanave et al., 2015

Rodent bocaparvovirus 1e 2 Roedores Lau et al., 2017 e Williams et al.,
2018

Ungulate bocaparvovirus 1-9 Ungulados Spahn et al., 1966; Cheng et al.,

2010; Zeng et al., 2011; Shan et
al., 2011; Lau et al., 2011; Mitra
etal., 2016; Woo et al., 2017 e
Kumar et al., 2019

Carnivore bocaparvovirus 1-2

Caes domésticos

Binn et al., 1970; Kapoor et al.,
2012

Carnivore bocaparvovirus 3-5

Gatos domésticos

(Bocavirus felino 1-3)

Lau et al., 2012; Ng et al., 2014
e Zhang et al., 2014

Carnivore bocaparvovirus 6

Mustelideos

Yang et al., 2016

Em 2014, em Portugal, em uma avaliacdo metagenémica viral de amostra de

fezes de um gato saudavel foi detectado uma nova espécie de bocavirus, o bocavirus

felino 2 (FBoV-2, Carnivore bocaparvovirus 4) (NG et al., 2014). No mesmo ano, foi

reportado o bocavirus felino 3 (FBoV-3, Carnivore bocaparvovirus 5) resultante

também de metagendmica viral de fezes de 25 gatos provenientes de um abrigo da

Califérnia (EUA), nesse estudo, o bocavirus felino foi detectado em 8% (2/25), uma

FBoV-1 e outra FBoV-3 positiva (ZHANG et al., 2014). As sequéncias do gene NS1

de FBoV-2 apresentaram 58% de identidade de aminoacidos comparado ao FBoV-1,

enquanto o FBoV-3 apresentou 68% (NG et al., 2014; ZHANG et al., 2014).
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A transmissdo do bocavirus felino ndo é particularmente elucidada, porém,
assim como outros membros da familia Parvoviridae, sédo virus nao envelopados,
bastante resistentes no ambiente, presentes predominantemente em amostras de
fezes (LAU et al., 2012; ADDIE et al., 2015), transmitidos direta ou indiretamente por
contato com as fezes ou foémites contaminados, respectivamente (LAMM &
REZABEK, 2008; ADDIE et al., 2015; DI MARTINO et al., 2019). Nao obstante, o
bocavirus felino ja foi detectado também em amostras de swab nasofaringeo de gatos
saudaveis (ABAYLI et al., 2021), assim como o bocavirus humano (ALLANDER et al.,
2005) e o canino (KAPOOR et al., 2012), aumentando o espectro de possibilidades

de transmisséao.

Os bocavirus sao associados a sinais clinicos gastroentéricos e respiratérios
em diferentes espécies (ALLANDER et al., 2005; KAPOOR et al., 2009; KAPOOOR
et al., 2012). Apesar de que o bocavirus felino foi inicialmente relatado em gatos sem
manifestacbdes clinicas (LAU et al., 2012), estudos mais recentes evidenciam o
diagnéstico em gatos com diarreia (TAKANO et al., 2016; LIU et al., 2018; Yl et al.,

2018; PIEWBANG et al., 2019).

No Japao, foram selecionados 101 gatos para diagndstico de bocavirus felino
por PCR, swabs retais de 48 gatos sem sinais clinicos e de 53 gatos com diarreia
foram coletados entre os anos de 2012 e 2015. As amostras foram testadas para as
trés espécies de bocavirus, porém apenas FBoV-2 foi identificado em 9,9% (10/101)
das amostras. Seis dos dez animais positivos eram filhotes com diarreia (TAKANO et

al., 2016).

Na China, 197 gatos foram testados para FBoV por PCR entre 2016 e 2017,

105 apresentaram manifestacao clinica de diarreia e 92 ndo. Um total de 25,9%
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(51/197) das amostras foi positivo, destes, 33,3% (35/105) foram de gatos com
diarreia e 17,4% (16/92) sem diarreia. As amostras positivas foram sequenciadas e
foi observada a presenca das espécies FBoV-1, FBoV-2 e a coinfec¢ao entre essas
também foi evidente (Yl et al., 2018). Ambos os trabalhos demonstraram, portanto,

uma maior ocorréncia do virus em gatos com manifestacéo clinica de diarreia.

LIU et al. (2018) relataram a presenc¢a do FBoV em amostra de um gato de trés
meses de idade com enterite severa. Piewbang et al. (2019) corroboram e associam
a presenca de FBoV-1 com surto de enterite hemorragica em trés diferentes abrigos
de gatos na Tailandia em que estava presente o virus da panleucopenia felina.
Nesses abrigos, 17 gatos apresentavam gastroenterite e em 13 a doenca foi fatal.
Inicialmente, atribuiu-se a causa para o virus da panleucopenia felina, porém durante
a busca por outros patdégenos causadores da doencga, foi identificada a presenca de
FBoV-1. Foram realizadas avaliacoes post-mortem de trés gatos (um de cada abrigo),
todos gatos necropsiados apresentaram hemorragias em cérebro, pulmao, figado,
trato intestinal e linfonodos, em um deles foi observada enterite hemorragica severa
com massiva linfadenopatia hemorragica. Através de analises de imunohistoquimica,
a presenga de antigenos de ambos os virus foi observada nas criptas intestinais dos
trés gatos, dando suporte ao diagnéstico de enterite viral. No entanto, o antigeno do
virus da panleucopenia felina foi detectado em baixos niveis no tecido linfoide
mesentérico, enquanto os antigenos do FBoV-1 foram detectados em larga escala,
especialmente em areas com necrose de cértex e medula dos linfonodos. Portanto,
evidenciou-se o possivel sinergismo entre os virus. Além dos linfonodos e intestinos,

nao foram detectados sinais dos antigenos nos outros tecidos examinados.

Em um surto de diarreia em gatos no Canada, foram testadas 5 amostras e

identificada a presenca de alguns patdégenos como poliomavirus lyonlARC (LIPyV),



28

virus da panleucopenia felina e FBoV-3, esse ultimo presente em amostras sem

coinfeccao pelos outros virus (FAHSBENDER et al., 2019).

Li et al. (2020) reportaram um surto de diarreia e vémito em gatos de abrigos
no Canad4, entre o final de 2018 e inicio de 2019. A ocorréncia do surto foi atribuida
devido a presenca de um novo virus do género Chamaparvovirus (pertencente a
familia Parvoviridae), entdo nomeado fechavirus, e ao FBoV. O fechavirus estava
presente em 47% (8/17) das amostras testadas, enquanto o FBoV estava em 52,9%
(9/17), além de identificada a presencga das trés diferentes espécies de bocavirus
felino (FBoV-1, 2 e 3), apenas uma amostra foi negativa para fechavirus e bocavirus

felino e uma amostra apresentou coinfeccao entre fechavirus e FBoV-3.

Em 2019 na China, Wang et al.2 (2021) padronizaram a reacdo em cadeia pela
polimerase em tempo real (QPCR) baseada em SYBR Green para deteccdo do
bocavirus. Dentre as amostras de fezes avaliadas, 7% (9/128) foram positivas para
FBoV-1, sendo todas de amostras de gatos diarreicos (n=88) e nenhuma positiva em
animais n&o diarreicos (n=40). Posteriormente, Wang et al. (2021), realizaram um
estudo com amostras coletadas por swab retal (n=55) provenientes de diferentes
provincias da China, sendo 35 amostras de gatos com diarreia e 20 amostras sem.
Um total de 9,09% (5/55) amostras foi positivo para FBoV, quatro dessas amostras
pertenciam a gatos com diarreia. Foi determinado por sequenciamento de Sanger que
duas amostras eram FBoV-1, uma FBoV-2 e duas FBoV-3, sugerindo a grande

diversidade de espécies de FBoVs presentes na China.

Na Turquia, em 2020, foi realizada uma pesquisa de FBoV em 70 gatos
saudaveis, de um més a cinco anos de idade, com amostras de swab nasofaringeo

procedente de trés clinicas (n=23) e dois abrigos (n=43) de duas provincias
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diferentes. Um total de 8,5% (6/70) foram positivos para FBoV, sendo todos

identificados como FBoV-2 (ABAYLI et al., 2021).

Recentemente foi reportado um estudo na Australia que avaliou o viroma
entérico de gatos naturalmente infectados com virus da panleucopenia felina (n=23)
e animais controle (sem a infecgdo, n=36) por analises de metatranscriptoma de
amostras de fezes coletadas em 2017. Os virus mais abundantes entre os animais do
grupo controle foram o coronavirus felino (72,2%, 26/36), bocavirus felino (52,7%,
19/36) e Mamastrovirus 2 (50%, 18/36), com frequentes coinfecgbes entre os trés.
Enquanto nos animais infectados, os virus mais abundantes foram Mamastrovirus 2
(82,6%, 19/23), coronavirus felino (60,8%, 14/23) e bocavirus felino (47,8%, 11/23)

(VAN BRUSSEL et al., 2022).

A infeccdo por FBoV-1 e 3 foi associada a alteragbes neuroldgicas. Nesse
estudo, foram coletadas amostras de sistema nervoso central (cérebro, cerebelo e
tronco encefalico) de gatos de gatos sem alteracbes (n=41) e com déficits
neurolégicos (n=78), incluindo epilepsia, cegueira aguda, tremores musculares, head
tilt, paralisia e convulsdes, entre 2018 e 2021. As amostras foram testadas por PCR
para coronavirus felino (FCoV), calicivirus felino (FCV), virus da leucemia felina
(FeLV), virus da imunodeficiéncia felina (FIV), virus da panleucopenia felina (FPV),
herpesvirus felino (FHV-1), virus da raiva (RaBV) e bocavirus felino (FBoV). Um total
de 6,4% (5/78) gatos com sinais neuroldgicos foi positivo para FBoV, quatro para
FBoV-1 e um para FBoV-3. A presenca viral foi detectada no cérebro e tronco
encefélico de todos os animais e apenas uma das cinco amostras foi positiva no
cerebelo. A idade dos animais positivos variou de dois meses a 12 anos de idade e
nao foram encontradas coinfecgcdes no caso dos animais FBoV positivos. Na

histologia do sistema nervoso, o achado mais frequente foi a vacuolizagdo neuronal,
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presente em quatro das cinco amostras, mas também foi observada encefalite,
necrose neuronal e gliose. Foi confirmado por hibridizacao in situ a presenca do
material genético viral em oligodendrdcitos e em neurdnios vacuolizados (PIEWBANG

et al., 2022).

O diagnostico de FBoV é realizado por meio da PCR direcionada para a
deteccao de fragmento do gene NP1, regido conservada nas diferentes espécies de
bocavirus (LAU et al., 2012). Enquanto para o diagnéstico diferencial entre as
espécies de FBoV (1, 2 e 3) é realizado pela PCR para o gene NS1 (Yl et al., 2018;
WANG et al.b, 2021). Wang et al.> (2021) desenvolveram uma gqPCR baseada em
SYBR Green para deteccao exclusiva de FBoV-1 (NS1), obtendo uma sensibilidade
para 3,87x10" copias/uL como limite de detecgdo comparado a 3,87x103 copias/uL

da PCR convencional.

O tratamento é terapia de suporte, assim como para parvovirose felina, como
reposicao de fluidos, eletrélitos e correcdo do balanco acido-base via intravenosa

(TRUYEN et al., 2009).

Nao ha vacina disponivel contra o bocavirus felino, portanto, a prevencao deve
incluir o isolamento do animal e 0 manejo ambiental com limpeza didria das caixas de
areia e do ambiente para remog¢ao do material organico, bem como a desinfec¢ao
com hipoclorito de sddio para inativagdo do virus, como é feito para outros virus da
mesma familia (TRUYEN et al., 2009; CAVALLI et al., 2018). Além disso, deve-se
considerar a frequéncia de relatos da coinfeccdo de animais com o bocavirus felino e
o0 virus da panleucopenia felina, outro potencial virus causador de diarreia em gatos
(PIEWBANG et al., 2019; VAN BRUSSEL et al., 2022). Da-se assim a importancia da

imunizacao de filhotes de gatos contra o virus da panleucopenia felina com o objetivo
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de evitar o sinergismo entre os virus e potenciais agravamentos das manifestacdes

clinicas.

3.3 Virus da panleucopenia felina

A panleucopenia felina € uma sindrome clinica causada pela infeccao pelo
CPPV-1, porém a infeccado e a manifestacao clinica pelo CPV em gatos é infrequente

(COTMORE et al., 2013; 2019; BARRS, 2019).

O parvovirus felino (FPV) € um dos agentes virais mais antigos conhecidos
como agentes etiolégicos de doengas em gatos. No inicio do século XX, foram
reportados diversos casos de enterites em gatos, com altas taxas de mortalidade que
foram revisados em 1934 (LEASURE et al., 1934). Ocorreu um surto no zoolégico de
Londres em 1947, em que o FPV acometeu diferentes espécies de felinos selvagens
(STEINEL et al., 2001). Além disso, foi observada a capacidade do FPV infectar
alguns membros da ordem Caniformia, como guaxinins e raposas (TRUYEN et al.,
2009; ALLISON et al., 2014), em céaes, a replicacao do virus s6 foi observada no timo,
nao sendo observado no intestino ou excretando o virus (TRUYEN et al., 2009).
Apenas em 1964, foi isolado em cultura celular para o desenvolvimento de vacinas
de virus vivo modificado (MLV, modified lived virus) (POVEY, 1973). Assim, a
panleucopenia felina se tornou uma doenca de infrequente diagndstico em gatos no
Reino Unido, Australia, Nova Zelandia e Estados Unidos a medida que a vacinacao
se tornava popular (BARRS, 2019). A panleucopenia felina atualmente é considerada
uma doenga reemergente, devido a surtos reportados pelo mundo (BARRS, 2019;

VAN BRUSSEL et al., 2019).

Na década de 70, o CPV-2 emergiu do FPV ao adquirir a capacidade de

replicacdo em caes domésticos, apds a passagem em um hospedeiro carnivoro
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selvagem, causando uma pandemia em caes (PARRISH, 1990; BARRS, 2019). O
CPV-2 diferiu do FPV por seis residuos de aminoacidos na regiao VP2 (Figura 4), que
foi determinante para a ligagdo do virus ao receptor canino e sua habilidade de

infectar o hospedeiro (PARRISH, 1990; MIRANDA & THOMPSON, 2016).

Em 1979, surgiu uma variante antigénica (2a) do CPV-2, que substituiu o
original em circulagdo, diferindo em cinco nucleotideos em VP2 e recuperando a
habilidade de ligacao aos receptores de felinos, podendo assim, infectar ambos
(APPEL et al., 1979; MIRANDA & THOMPSON, 2016). Logo, uma segunda variante
antigénica (2b), que difere em dois aminoacidos em VP2 do CPV-2a, foi detectada
nos Estados Unidos, em 1984 (PARRISH et al., 1991; MIRANDA & THOMPSON,
2016). Em 2001 surgiu uma nova variante (CPV-2c), identificada em cées na Itélia
(BUONAVOGLIA et al.,, 2001). As variantes de CPV-2 circulam em diferentes
proporgdes ao redor do mundo, sendo que as trés sdo capazes de infectar gatos,

porém em menor proporcao (BARRS, 2019).
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Figura 4. Processo da evolucdo das variantes antigénicas do FPLV, baseado nas
proteinas do capsideo viral (VP2). Fonte: MIRANDA & THOMPSON (2016).

O CPPV-1 é excretado na saliva, urina, fezes e vémitos, e a principal via de
infeccdo € fecal-oral. A alta resisténcia dos virions no ambiente favorece a
transmissao do agente, seja por contato direto do gato com fezes de animais
infectados, seja por contato indireto do gato com ambientes contaminados. A
excregao do virus nas fezes pode ocorrer em infecgées subclinicas ou antes dos
sinais clinicos se manifestarem e até seis semanas apo6s a infecgdo (TRUYEN et al.,
2009; BARRS, 2019). Além disso, ambientes com grandes populacées de animais
por area, como abrigos, aliados a susceptibilidade do hospedeiro como animais
jovens e nao vacinados sao fatores que também favorecem a infecgéo e propagacao

do virus (PESAVENTO & MURPHY et al., 2014; BARRS, 2019).
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Na Australia, entre 2014 e 2018, foram relatados surtos de panleucopenia
felina que acometeram um total de 610 gatos. O estudo tinha como critério de inclusdo
animais com sinais clinicos compativeis com panleucopenia felina, positivos em
testes antigénicos (antigeno de CPV em amostras de fezes) ou PCR de fezes, ou
animais com sinais clinicos de abrigos histérico de panleucopenia felina. Do total de
animais, 87% pertenciam a abrigos, 12% de hospitais e clinicas veterinarias e 1%
correspondia a animais resgatados. Adicionalmente, 87% dos gatos ndo eram
vacinados ou nao tinham histérico de vacinacao. Além disso, 79% dos animais
vacinados nao receberam a ultima dose apds 16 semanas de idade. Dos 399 gatos
em que se obteve dados sobre idade, observou-se que 84% eram filhotes (até um
ano de idade) e 73% tinham até 18 semanas de idade, ou seja, um pouco mais de

quatro meses (VAN BRUSSEL et al., 2019).

No mesmo estudo também foram relatados dois surtos que ocorreram na Nova
Zelandia, acometendo 365 gatos. O primeiro ocorreu em 2016 e o segundo em 2018,
a maioria dos animais (90%) nao foi vacinado ou recebeu apenas uma dose da vacina.
Nos Emirados Arabes Unidos, 14 gatos receberam o diagnéstico de panleucopenia

felina em 2017, destes, apenas um era vacinado (VAN BRUSSEL et al., 2019).

Na China, entre 2016 e 2017, 143 gatos filhotes de um a seis meses de idade,
87 com diarreia e 56 sem manifestagdes clinicas foram avaliados para FPV por meio
da PCR. Os animais eram provenientes de abrigos e clinicas veterinarias e 36,46%
(55/143) das amostras de fezes foram positivas, com maior ocorréncia em animais
com diarreia (55,17%; 48/87) quando comparados aos sem diarreia (12,5%; 7/56).
Além disso, animais nao vacinados também apresentaram maior ocorréncia (NIU et
al., 2018). Em analises da ocorréncia de virus em gatos na China, em 16 cidades,

observou-se 19,2% (255/1.326) animais positivos para FPV, o critério de inclusao era
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apenas de animais doentes, sem especificacdo da manifestacao clinica (LIU et al.,
2020). Mais recentemente, 8,5% (60/702) gatos testaram positivos na PCR de fezes
para parvovirus. Para o estudo foram avaliados gatos saudaveis e doentes, os sinais
clinicos apresentados foram depresséo, febre, desidratacdo, vomito e diarreia. Foi
realizado também o sequenciamento do gene VP2 e 55 amostras foram identificadas

como FPV, uma como CPV-2b e quatro CPV-2c (TANG et al., 2022).

No sul da india foi realizado um estudo com 77 amostras de fezes ou swab
retal de gatos saudaveis (n=67) e também de gatos com suspeita de FPV/CPV (n=10)
provenientes de abrigos, centros de adog¢ao ou hospitais veterinarios, entre 2019 e
2020, diagnosticados por meio de PCR. Um total de 42,86% (33/77) amostras foram
positivas. Seis destas amostras foram selecionadas randomicamente, trés de gatos
pertencentes a abrigos e trés de gatos domiciliados, todos aparentemente saudaveis
e com menos de um ano de idade, para obtengcdo do sequenciamento do gene VP2.
Cinco sequéncias tinham caracteristicas de FPV, enquanto a outra de CPV-2a e de

FPV (KARANAM et al., 2022).

Com o objetivo de determinar fatores de risco para surtos de panleucopenia
em abrigos, foi realizada a PCR em tempo real (QPCR) de amostras de fezes de 150
gatos de quatro abrigos, em 2020 na Alemanha. Foi observada a panleucopenia felina
em 28% (42/150) dos animais e a presencga do virus em 48,7% (73/150) das amostras.
De quatro abrigos de onde os animais eram provenientes, o surto nao estava presente
em apenas um deles. A presencga do virus foi significativamente maior em gatos ndo
vacinados e gatos jovens (de quatro semanas a dois anos de idade) com média de
dois meses e meio. Além disso, gatos com panleucopenia felina e gatos jovens (com
menos de dois anos de idade) eram significativamente mais propensos a excretar o

virus (REHME et al., 2022).
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O CPPV-1 se liga a receptores de transferrina tipo-1 (TfR) expresso em
diversos tecidos. Os virions adentram a célula via endocitose, o DNA viral é liberado
do capsideo e € transportado do citosol para o nucleo. No nucleo, o DNA de fita
simples (dsDNA) utiliza a polimerase de DNA do hospedeiro para que ocorra a
replicacdo, onde ele sera transcrito em mRNA e, posteriormente, traduzido. Apés a
liberacao do virion produzido, ocorre a lise e morte celular (PARKER et al., 2001;
HUEFFER et al., 2004). Considerando que o CPPV-1 se replica em células em divisao
(fase S), possui tropismo para células de alta atividade mit6tica, como tecidos
linfoides, medula éssea, células das criptas intestinais e cerebelo (em neonatos)

(BARRS, 2019; CAPOZZA et al., 2021).

A replicagéo do virus tem inicio no tecido linfoide da regido orofaringe até um
dia ap6s a infecgao, atinge a corrente sanguinea apoés dois a sete dias e é distribuido
para os outros tecidos a partir disso (Figura 5) (TRUYEN et al., 2009; BARRS, 2019).
A manifestagéo clinica pode ocorrer de dois a dez dias de incubagéo, sendo que 0s
sinais clinicos mais frequentes sédo a diarreia, letargia, vomito, anorexia, perda de
peso e morte subita. A morte subita esta relacionada a ocorréncia de enterites graves,
desidratacdo e deplecao linfoide (BARRS, 2019; VAN BRUSSEL et al., 2019). A
linfopenia pode ocorrer devido a replicacao direta do virus a essas células, enquanto
a deplecao linfoide é causada devido a replicacao viral em células progenitoras

presentes na medula éssea (PARRISH, 1995; TRUYEN et al., 2009).

Gestantes infectadas podem transmitir o virus ao feto através da infeccao
transplacentaria, resultando na morte fetal ou nascimento do neonato com déficits

neurolégicos devido a replicagao no cerebelo (TRUYEN et al., 2009; BARRS, 2019).
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Figura 5. Diagrama da patogenia da infeccéo pelo CPPV-1.

O teste que avalia a presenca de antigeno pode apresentar falsos negativos
quando ha a presenca de anticorpos, devido a indisponibilizacdo dos antigenos
(TRUYEN et al., 2009). Falsos negativos também podem estar presentes em testes
moleculares, devido a interferéncia de inibidores de PCR que podem estar presentes
principalmente nas fezes (SCHRADER et al.,, 2012). Porém, nesse caso, ha
metodologias de extracdo que diminuem a presenca desses inibidores (GOOKIN et
al., 2007). Testes soroldgicos para detecgdo de anticorpos também podem ser
utilizados, porém nao sao recomendados para diagnéstico por nao diferenciar
infeccdo de vacinacao, além de que a maioria dos animais adultos entra em contato
com o agente e apresenta anticorpos contra o virus (LAPPIN et al., 2002; TRUYEN

et al., 2009).
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Jacobson e colaboradores (2021) realizaram um estudo para otimizar o
diagnéstico de FPV em abrigos, comparando o teste rapido, point-of-care ELISA
(IDEXX SNAP Parvo) e gPCR de amostras de fezes e swab fecal. Foram incluidos
145 gatos com manifestacao clinica da doenga. Comparados a gPCR de amostra de
fezes, a sensibilidade do SNAP de fezes (n=102), SNAP de swab retal (n=55), gPCR
de swab retal (n=55) e foi de 55%, 30% e 77% respectivamente; a especificidade foi
superior a 96% para os SNAPs e igual a 100% para gPCRs. Os autores concluiram
que os testes rapidos demonstraram baixa sensibilidade e alta especificidade e,
portanto, deveriam ser vistos como métodos de triagem. Os animais negativos no
teste rapido e que apresentem manifestacoes clinicas deve ser realizada a PCR para

confirmagao.

Um dos pilares da saude felina para métodos de controle de doencas
infecciosas € a vacinacdo. Existem diretrizes para a vacinagao de gatos, porém a
mesma deve ser interpretada por médicos veterinarios, para que seja realizada uma
avaliagdo individualizada do animal. Obtendo assim, a recomendagdo de um
protocolo que avalie qual o melhor plano de vacinagédo especifico para o paciente.
Considera-se os riscos ambientais, fases da vida, fatores do estilo de vida como a
probabilidade de exposicao, suscetibilidade a doenca e o estado de saude do animal

(STONE et al., 2020).

Em todos os paises, a vacinagao contra FPV, herpesvirus felino-1 (FHV1) e
calicivirus felino (FCV) é considerada essencial. Para FPV, os filhotes sdo mais
suscetiveis a infeccdo quando comparados aos gatos adultos, sendo prioridade na
vacinacao quando o alvo for um grande grupo de animais. A primovacinacao deve ser
realizada a partir da sexta semana de idade, com duas a trés doses de reforgos em

intervalos de trés a quatro semanas. O protocolo deve ser finalizado apds a décima
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sexta semana de idade do animal, para assegurar a menor probabilidade de
interferéncia de anticorpos maternos. Além disso, é recomendado outra dose de

reforco aos seis meses de idade (STONE et al.; DAY et al., 2020).
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Journal of Feline Medicine and Surgery
Feline bocavirus in kittens with diarrhea in Brazil

Abstract

Objectives: Bocaviruses are part of the Parvoviridae family, these viruses are a
potential cause of enteropathies in cats and the present study was carried out to

evaluate the presence of feline bocavirus (FBoV) in diarrheic kittens in Brazil.

Methods: To shed light on the role of bocaviruses as causative agents of enteritis in
young cats, 75 cats less than 1-year-old and with diarrhea from Brazil were separated
into two groups: Group 1 (n = 40), composed of diarrheic kittens from different origins
sampled at domiciles, veterinary hospitals or clinics, and Group 2 (n = 35), composed
of diarrheic sibling kittens or diarrheic kittens from the same shelters. All samples were
submitted to an internal control and a feline bocavirus (FBoV) screening by PCR,;

positive samples were submitted to partial sequencing of the NS1 gene for genotyping.

Results: Two samples were negative in the internal control, one in each group. FBoV
was detected in 12.8% (5/39) of samples in Group 1 and in 23.5% (8/34) of samples
in Group 2. Three known FBoV species (1, 2 and 3), isolated or in coinfection, were

observed.

Conclusions and relevance: This study provides the first molecular evidence of the

presence of FBoV in cats in Brazil, demonstrating the circulation of three species.

Keywords: Carnivore bocaparvovirus; emerging parvovirus; Parvoviridae; molecular

diagnosis; NS1 gene
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Introduction

Bocaviruses belong to the genus Bocaparvovirus, family Parvoviridae, and are
small, nonenveloped, linear, single-stranded DNA viruses.' Their genome consists of
three open reading frames (ORF1, ORF2 and ORF3) that encode the nonstructural
protein (NS1), viral capsid protein (VP1/VP2) and nuclear phosphoprotein (NP1),

respectively. The NS1 gene is used to identify different species of bocaviruses.'-?

The name Bocavirus was given according to the first species in which the virus
was reported, bovine parvovirus 1 (Ungulate bocaparvovirus 1; BPV1)3 and canine
minute virus (Carnivore bocaparvovirus 1; MVC).* Subsequently, human bocavirus
(Primate bocaparvovirus 1; HBoV)® and canine bocavirus (Carnivore bocaparvovirus

2; CBoV)® were described.

Feline bocavirus (FBoV; Carnivore bocaparvovirus 3) was reported in 2012 in
healthy cats in China.” Since then, new FBoV species have been discovered, such as
feline bocaparvovirus 2 (FBoV-2; Carnivore bocaparvovirus 4), detected in fecal
samples of healthy cats from shelters and veterinary hospitals in Portugal,® and feline
bocaparvovirus 3 (FBoV-3; Carnivore bocaparvovirus 5), detected in stool samples
from asymptomatic cats in the United States.® The NS1 gene sequences of FBoV-2
and FBoV-3 presented 58% and 68% amino acid identity, respectively, compared to

FBoV-1.89

Recently, feline bocaviruses have been classified as a potential cause of
enteropathies in cats,'%'! and there are limited data about feline bocavirus occurrence,
species distribution and pathogeny worldwide. Therefore, this study investigated the
occurrence and genetic diversity of FBoV in fecal samples of kittens with diarrhea,

presenting the first description and characterization of FBoV in Brazil.
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Materials and methods

A total of 75 fecal samples were sampled using rectal swabs or flexible urethral
catheters for rectal samples from domestic cats up to 1-year-old and with clinical
manifestations of diarrhea at domiciles, shelters, veterinary hospitals and veterinary
clinics. Samples were collected from May 2021 to April 2022 in the states of Minas
Gerais (n = 72) and Sao Paulo (n = 3), Brazil (Figure 1), and were stored at —20 °C in
sterile nuclease-free microtubes until processing. This study was approved by The
Committee of Ethical Use of Experimental Animals of Federal University of Uberlandia

- Brazil (CEUA-UFU Protocol 006/21), and the guidelines established by the

Universities Federation for Animal Welfare were followed.

h
S

5

"! i

Figure 1. Geographical location of the states of Brazil in which the study was
conducted; Minas Gerais (MG) is highlighted in green, and Sao Paulo (SP) is
highlighted in red
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The kittens were divided into two groups: Group 1 (n = 40), composed of
diarrheic kittens from different origins without sampled contacts, collected at domiciles,
veterinary hospitals or clinics; and Group 2 (n = 35), composed of diarrheic sibling

kittens or diarrheic kittens from the same shelters.

Group 2 was composed of kittens from seven shelters (1-7) and three siblings
(1-3) of Minas Gerais; all shelters had a high turnover of animals, with no quarantine.
Except for Shelter 2, which had a recurring history of kittens with diarrhea, all collected
samples were from diarrheic kittens. In this shelter, the stools of the first six kittens (A,
B, C, D, E and F) were sampled at a veterinary hospital on different dates: once for
kittens A (date: June 2021), B, C and D (September 2021), and E (November 2021);
the feces of kitten F were sampled twice (December 2021 and February 2022) due to
ongoing diarrhea. After this period in contact with the owner, it was decided to collect
samples from all animals with close contact in the shelter (March 2022). There were
22 cats and 8 dogs, but only 18 cats and two dogs were indoors at the time of sampling,
and the previous kittens (A to F) were no longer available because they had been
adopted. The two dogs were approximately 4 to 6 years old and had a history of
intermittent diarrhea; however, at the time of sampling, diarrhea was absent. Of the 18
cats, 3 met the inclusion criteria and were included in Group 2 (Shelter 2), along with

the previous six kittens (A-F), totaling nine kittens.

Information regarding breed, age, number of cats and dogs with close contact
(living in the same domicile or shelter), sex and behavior (outdoor access) of the

kittens was obtained at the time of sampling.

Frozen fecal samples were resuspended in sterile nuclease-free water 30%

(v/v) and incubated for three cycles at 4 °C for five minutes and 25 °C for five minutes,



58

interleaved with vortex mixing. Subsequently, the solution was clarified by
centrifugation at 12,000 x g for 16 minutes at 15 °C, and the DNA of the supernatant
was extracted using the Purelink Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen, Thermo Fisher

Scientific) according to the manufacturer’s instructions.

As DNA extraction from stool samples can be challenging because of PCR
inhibitors that are coextracted with DNA, prior to the PCR assay for FBoV, all DNA
samples were first submitted to PCR targeting the bacterial 16S rRNA gene as an
internal control for DNA extraction efficiency, with 1x GoTaqg Green PCR Master Mix
(Promega), 400 nM of each primer (Table 1), 1.5 pL of DNA and sterile nuclease-free
water g.s.p. 25 pL. The reaction was performed in a thermocycler (Veriti, Applied
Biosystems) with cycling conditions according to Gookin et al.'2. The positive control
consisted of DNA extracted from the vaccine (Feline-4, Boehringer Ingelheim). As a
negative control, ultrapure sterile nuclease-free water was used in place of the sample.
Negative samples were excluded from the study, and the possibility of false negatives

during the analysis was discarded.

Positive samples were then screened by PCR using primers targeting the
conserved NP1 gene of all FBoV species, with 1x GoTaq Green PCR Master Mix
(Promega), 400 nM of each primer (Table 1), 2.5 uL of DNA and sterile nuclease-free
water g.s.p. 25 pL. The cycling conditions are described in Zhang et al.’'. A positive
reaction control was acquired after blind PCR runs, and subsequently, the positive
sample was sequenced to confirm the FBoV identity. Then, all samples previously
tested without a positive control were screened again with an appropriate controlled
PCR. As a negative control, ultrapure sterile nuclease-free water was used in place of

the sample.



Table 1. Description of the primers used in this study.
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. Produc | Applicatio | Referenc

Gene Primer Sequence (5’-3’)
t (bp) n e

FBoV-F | AGAACCRCCRATCACARTCCACT FBov Zhang et
NP1 465 _

FBoV-R TGGCRACCGCYAGCATTTCA Screening | al., 2019

FBoV1-

TTTGGGGCTGAAGTCTGCTATGC

NS1F FBoV-1
NS1 705 ,

FBoVi- | ATGCGGCTGAGATGTACCTTGAC Sequencing

NS1R c Yietal,

FBoV2- | TTCGCGGATCCAGCATACACCTA 2018

NS1F c FBoV.2
NS1 963 ,

FBoV2- Sequencing

CTCACAACGGCGCAAGCAGTCTA

NS1R

FBOV3-2F ACACCTATGTGCTGCGTCTA FBoV3 | Wang et
NS1 872 ,

FBoV3-2R ACCGAGACCCATCGTGCC Sequencing | al., 2021
168 515F GTGCCAGCAGCCGCGGTAA - nermal | Gookin et
SRNA | 439¢R GACGGGCGGTGAGTGCA control al. 2007

Amplicons were analyzed in 1.5% agarose gel electrophoresis stained with

SYBR (Safe DNA Gel Stain) and visualized under UV light and were considered

positive when they showed fragments of 876 bp for 16S rRNA and 465 bp for FBoV.

To determine the FBoV species, FBoV-positive samples were submitted to

species-specific partial NS1 gene PCRs using 1X GoTaq Green PCR Master Mix

(Promega) and primers described by Yi et al.’3. Three primers were selected to amplify

each of the three FBoVs (Table 1). PCR of the partial NS1 fragment of FBoV-1 and

FBoV-2 was performed with 1X GoTaq Green PCR Master Mix (Promega), 400 nM of
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each primer, 5 pL of extracted DNA and sterile nuclease-free water g.s.p. 50 pL; the
cycling conditions are described in Yi et al.’3. PCR of the partial NS1 fragment of
FBoV-3 was performed with 1X GoTaq Green PCR Master Mix (Promega), each
primer at 320 uM, 2 L of extracted DNA and sterile nuclease-free water q.s.p. 50 pL;

the cycling conditions are described in Wang et al..

The PCR products were visualized through 1.5% agarose gel electrophoresis
and purified using a Purelink Quick Gel Extraction & PCR Purification Combo Kit
(Invitrogen, Thermo Fisher Scientific) in accordance with the manufacturer’s
instructions. Bidirectional Sanger sequencing with BigDye v. 3.1 was performed in an

ABI 3500 Genetic Analyzer (Life Technologies).

The Phred online application (http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/)
was used to evaluate the quality of the chromatograms generated, and only positions
with scores above 20 were used. Sequences were assembled with the CAP Contig
application using BioEdit 7.2.5 software.'> Sequence identities were obtained using

BLASTn (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi).

The NS1 partial sequences from each sample were aligned with representative
bocavirus homologous sequences retrieved from GenBank using CLUSTAL W. The
data set was submitted to the Find Best DNA Model in MEGA 11. Subsequently, a
nucleotide tree was constructed by using the maximum likelihood method and the

Tamura-Nei model with a discrete gamma distribution. 61

Data such as age, sex, number of cats and/dogs with close contact, behavior
(outdoor access) and breed of the diarrheic kittens were linked with the screening

results (positive or negative) for FBoV.


http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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Results

Overall, 2 of the 75 samples, 1 in each group (1 and 2), were negative for the
internal control, probably due to the presence of reaction inhibitors, and were therefore
excluded from the study (Table 2).

Table 2. Occurrence of FBoV in diarrheic kittens from Group 1 (diarrheic kittens from

different origins) and Group 2 (diarrheic kittens from shelters or siblings) of this study.

No. Tested FBoV Occurrence FBoV Species
Category
= =1
(n=73) (n=13) 1 2 |1and3
(n=3) (n=2) (n=2)
Group 1 39 5(12.8%) 2 0 1
Group 2 34 8 (23.5%) 1 2 1
FBoV Species
No. Tested FBoV Occurrence
Group 2
(n=34) (n=8) 1 2 1and 3
(n=3) (n=2) (n=2)

Shelter 1 9 2 (22.2%) 0 1 0
Shelter 2 8 4 (50.0%) 1 0 1
Shelter 3 3 0 0 0 0
Shelter 4 2 0 0 0 0
Shelter 5 3 0 0 0 0
Shelter 6 1 0 0 0 0
Shelter 7 1 1 (100.0%) 0 1 0
Siblings 1 2 1 (50.0%) 0 0 0
Siblings 2 3 0 0 0 0
Siblings 3 2 0 0 0 0

A total of 12.8% (5/39) of diarrheic kittens showed positive results in the FBoV

screening in Group 1, and 23.5% (8/34) showed positive results in the FBoV screening
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in Group 2 (Table 2). Unfortunately, one kitten from each group died, but to respect

the owners’ wishes, these kittens were not necropsied.

For Shelter 2, kitten B was negative at the internal control, kittens A, C and E
were negative for FBoV, and kittens D and F were positive, of which F was positive at
the first sampling (December/2021) and negative at the second sampling
(February/2022). Two dogs (0/2) were negative for FBoV, and two cats (11,11%, 2/18)
were positive; 3/18 met the inclusion criteria and were included in Group 2. A total of
17.4% (4/23) of tested kittens were positive in Shelter 2; however, considering the

inclusion criteria (diarrheic kittens), these values were 50% (4/8).

In Groups 1 and 2, 80% (4/5) and 87.5% (7/8) of positive kittens were up to 4
months of age, respectively. Moreover, 80% (4/5) of the positive kittens in Group 1
and all the kittens in Group 2 had outdoor access. Information on exclusively positive
kittens is shown in Table 3, and other relevant information on the diarrheic kittens can

be found in Table 4 (see supplementary material).
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Table 3. Summary of relevant clinical-epidemiological information of FBoV-positive

diarrheic kittens.

No. of No. of
Age Outdoor
Cat Origin Source Sex cats in dogs in
(months) | Access’
contact contact
Uninforme i
1* SP# VHI M 3 No g Uninformed
2 MG$ VHI1 F 3 Yes 0 1
3 MG$ VHI F 2 Yes 0 0
4 MG$ VHY F 11 Yes 0 0
5 MG$ VHY F 1 Yes 3 0
6 MGS | Shelter 1 M 1 Yes 55 2
7 MGS | Shelter 1 F 1 Yes 55 2
8 MGS | Shelter 2 M 4 Yes 23 11
9 MGS | Shelter 2 F 4 Yes 23 11
10 MGS | Shelter 2 M 1 Yes 25 11
11* MGS | Shelter 2 M 1 Yes 25 11
12 MGS | Shelter 7 F 1 Yes 9 11
13 MGS | Siblings 1 F 5 Yes 14 0

Note: *Cats that died. TIf the contact kittens had outdoor access, the kitten was

considered with outdoor access as well. Abbreviations: ¥Sao Paulo; $Minas Gerais;

Veterinary Hospital.

Of all 13 positive samples, coinfection with two different FBoVs was detected in

two cats, and only seven sequences were obtained. Three (42.8%) were positive for

FBoV-1, two (28.5%) for FBoV-2 and two (28.5%) for FBoV-1 and FBoV-3
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simultaneously, showing the circulation of a high genetic diversity of FBoV in Brazil,
with the occurrence of all three species. The NS1 partial gene sequences were
submitted to GenBank (accession numbers: ON571563 to ON571571), and the

phylogenetic tree confirmed the species (Figure 2).

Comparing the obtained nucleotide sequences with the FBoV sequences from
GenBank, the Hong Kong (JQ692587), Thailand (MN127778), USA (KM017745) and
China (MT577646) strains showed 95.13%—-98.02%, 96.50%—-97.61%, 96.02%—
96.65% and 96.50%-97.95% identity with the FBoV-1 strains of this study,

respectively.

The FBoV-2 of this study showed 96.87%—98.58%, 98.03%—-98.34% and
96.03%-97.10% nucleotide identity with the Japan (LC148406 to LC148408), Portugal
(KF792837) and China (MT633126) strains, respectively. The two FBoV-3 strains
showed 96.03%-97.10% and 96.45%—97.58% nucleotide identity with the USA

(KM017744) and China (MT633127 and MT633128) strains, respectively.



M 01TE23 1-Hong Kong-FBov-1

OMN5T1566-Brazil-FEoV-1

MM1ZFTTE, 1-Thalland-FBov-1

MTETTE4E,1-China-FBol-1

OM5T1563-Brazil-FEoV-1

OMN5T1564-Brazil-FBoV-1

OMN5T1565-Brazil-FBoV-1

KMO17745.1-USA-FBaW-1

MC 030044 1-USA-FBov-3

ONS71570-Brazil-FBoV-3

BKGT 1504, 1-Chin-FBov-3

Ll MTE3IF12E. 1-China-FBoV-3

NG 022800, 1-Portugal-FBov-2

MTE339 26 1-China-FBov-2

MH155861.1-China-FBoV-2

OMNS5T1568-Brazil-FBoV-2

OMN571568-Brazil-FBoV-2

HUBS0356 1-China-Mink bocavius 1
|: KP281713.1-South Korea-Canine bocavirus 1

Figure 2. Phylogenetic tree based on the partial NS1 gene of feline bocavirus. The
evolutionary history of the nucleotide sequences (615 nt) was inferred by using the
maximum likelihood method and the Tamura-Nei model with 1,000 bootstrap
replicates using MEGA 11 software. The percentage of >50% in which the associated
taxa clustered together is shown next to the branches. The scale represents the
number of substitutions per site. The strains obtained in this study are highlighted in
bold. FBoV-1, feline bocavirus 1; FBoV-2, feline bocavirus 2; FBoV-3, feline
bocavirus 3
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Discussion

Feline bocaviruses can be detected in feces of asymptomatic cats’-'® and are
sometimes associated with enteric diseases,® especially in kittens'® with diarrhea or
hemorrhagic enteritis.’ This defined the inclusion criteria of this study to delineate the

search for the circulation of the virus in Brazil.

Despite being repeatedly reported circulating in cats in China, there is still little
information on the circulation of FBoVs in other countries.® In this study, this virus was
identified in 13 kittens with diarrhea, indicating the circulation of FBoV in the country.
Even though only nine positive strains could be sequenced, the presence of the three
different circulating species (1, 2 and 3) was determined, in addition to coinfection

between two of these (FBoV-1 and FBoV-3).

Zhang et al.'" analyzed cat feces samples in northeast China; 25.89% (51/197)
were positive for FBoV, and this rate was higher in cats with diarrhea (33.33%, 17/51)
than in healthy cats (17.6%, 9/51). Piewbang et al.'? also correlated infections with the
incidence of diarrhea and showed an association of FBoV-1 with hemorrhagic enteritis
in cats from three households. A recent study found 9% (5/55) of FBoV-positive
samples in China, with 80% (4/5) from diarrheic cats.'* In this study, of the diarrheic
cats analyzed, 12.8% (5/39) were positive in Group 1 and 23.5% (8/34) in Group 2.
Additionally, regarding the shelters, this study found a wide range of results (Table 2),
with Shelter 2 showing a higher prevalence with 50% (4/8) positive diarrheic kittens.
In this shelter, we also evaluated cats with close contact that did not meet the inclusion
criteria. They were above 1-year-old and did not have diarrhea, nor were they positive
by PCR, suggesting that adults in an environment with positive kittens are apparently

resistant to FBoV infection. There were also two dogs with close contact that were
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evaluated in this shelter, which were both negative for infection. However, canine
bocavirus 1 (CBoV-1) has already been diagnosed in a domestic cat in an animal
shelter that housed both species,?° justifying further investigations on the possible

interspecies transmission of the virus.

Our study, investigating the number of cats and dogs with close contact and the
sex and breed of the kittens, is not representative because of the limited sample
number and because of the lack of homogeneity, possibly resulting in measurement
bias. Moreover, irrespective of outdoor access, the frequency of infection may vary
according to this variable. Nevertheless, there might be an association between a high
population and the circulation of the virus, as observed in another study on the
prevalence of feline bocavirus in Northeast China in cats that were symptomatic or
not, in which 30.9% (39/126) shelter cats were FBoV-positive, in contrast to 16.9%
(12/71) positive cats sampled at private veterinary clinics.’ An association with sex

regarding the infection has not been found.'322

In Thailand, during an outbreak of FBoV-1 and hemorrhagic enteritis, 76.5%
(13/17) of the cats died, all of which were household cats.' In this study, 15.4% (2/13)
of positive kittens died (Table 3), one of which had no access to the outdoors and
belonged to Group 1, and the other had outdoor access and belonged to Shelter 2
(kitten D). However, it is not possible to implicate viral infection in the death of the

kittens since these cases were not submitted to histopathological analysis.

Five FBoV-1 sequences of this study (ON571563 to ON571567) showed high
similarity to the FBoV-1 strain reference described by Lau et al.”, two (ON571568 and
ON571569) to the FBoV-2 strain reference described by Ng et al.® and the last two

(ON571570 and ON571571) to the FBoV-3 strain reference described by Zhang et
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al.''. This suggests that the strains belong to three different species and that Brazil
has a significant species diversity of FBoVs. Recently, Wang et al.’* also sequenced
three FBoV species in Anhui Province (China) in five positive samples (9%, 5/55), two
FBoV-1, one FBoV-2 and two FBoV-3. Other studies did not find such diversity. For
example, in Turkey, all FBoV-positive samples (8.6%, 6/70) were classified as Species
2,2 similar to Japan (9.9%, 10/101)?? and Portugal (5.4%, 3/55).% In Canada, only
Species 3 has been found,?? and in the USA, only Species 1 and 3 (8%, 2/25) have

been reported.?

Via phylogenetic analysis, the relationship between different carnivore BoVs
was determined using NS1 partial sequences. The three different lineages formed in
the FBoV branch and represented the three feline species (Figure 2). In this study,
FBoV-1 and FBoV-3 were more closely related than FBoV-2 on NS1 partial sequence
(615 nt) analysis, differing from the findings of other analyses with NS1 partial
sequences (705 nt)'3 or complete analyses of the NS1 gene, where FBoV-3 was closer

to FBoV-2.14

Conclusion

Overall, our study not only provides further gene sequences for the
investigation of FBoV worldwide but is also a pioneer study of the occurrence and
species diversity of this virus in diarrheic kittens in Brazil. Considering previous studies
and the presence of FBoV in diarrheic kittens observed herein, this pathogen must be

considered in the differential diagnosis of enteropathies in cats.

Supplementary material
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Table of relevant clinical-epidemiological information of the diarrheic kittens and data

analyses from the different groups. The following file is available online.
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Table 4. Summary of relevant clinical-epidemiological information of the diarrheic

kittens and data analyses from the different groups.

Group 1: diarrheic kittens from different origins

No. FBoV FBoV Species
Factor Category Tested Occurrence 1 1and3
(n=39) (Positive, n=5) (n=2) 2 (n=0) (n=1)
Upto 4 17 4 (23.5%) 2 0 0
Age
(months) 5t08 12 0 0 0 0
9to 12 10 1 (10.0%) 0 0 1
Female 20 4 (20.0%) 1 0 1
Sex
Male 19 1 (5.3%) 1 0 0
22;‘;‘;‘2 19 4 (21.0%) 1 0 1
Behaviour
Indoor 20 1 (5.0%) 1 0 0
Mixed-breed 37 5 (13.5%) 2 0 1
Breed
Persian 2 0 0 0 0
0 16 2 (12.5%) 0 0 1
1-5 19 2 (10.5%) 1 0 0
No. of cats 6-10 0 0 0 0 0
with contact 11-25 0 0 0 0 0
26-55 0 0 0 0 0
No info 4 1 (25.0%) 1 0 0
0 29 4 (13.8%) 1 0 1
No. of dogs 1-5 5 0 ! 0 0
with contact 6-25 1 0 0 0 0
No info 4 1 (25.0%) 0 0 0

Group 2: diarrheic kittens from shelters or siblings

Factor

Category

No.
Tested
(n=34)

FBoV
Occurrence
(Positive, n=8)

FBoV Species

(n=1)

1and 3

2 (n=2) (he)
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Upto 4 18 7 (38.9%)
Age o
(months) 5t08 13 1(7.7%)
9to 12 3 0
Female 9 3 (33.3%)
Sex
Male 25 5 (20.0%)
Outdoor 34 8 (23.5%)
Behaviour
Indoor 0 0
Mixed-breed 34 8 (23.5%)
Breed
Persian 0 0
1 9 2 (22.2%)
2 8 4 (50.0%)
3 3 0
4 2 0
Shelter (1-7)/ 5 3 0
Siblings (1-3) 6 1 0
7 1 1 (100.0%)
1 2 1 (50.0%)
2 3 0
3 2 0
0 0 0
1-5 2 0
Cats in contact 6-10 4 1 (25.0%)
11-25 17 5 (29.4%)
26-55 11 2 (18.2%)
0 8 1 (12.5%)
Dogs in 1-5 17 2 (11.8%)
contact
6-25 9 5 (55.6%)




CAPITULO 3: Artigo I
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Journal of Feline Medicine and Surgery

Deteccao molecular de parvovirus felino e canino em gatos filhotes com

diarreia

Resumo

Objetivos: Existem alertas de surtos de panleucopenia felina em diversos paises,
com alta mortalidade em gatos filhotes e ndo vacinados. Porém, pouco se conhece
sobre a epidemiologia do virus no pais. Assim, objetivou-se investigar a ocorréncia
do Carnivore protoparvovirus-1 (CPPV-1) em gatos filhotes com diarreia e determinar

a variante genética através de sequenciamento de Sanger.

Métodos: Foram selecionados 85 gatos com menos de um ano de idade com
manifestacéo clinica de diarreia. Esses animais foram divididos em dois grupos, o
grupo 1 (G1; n=44) contendo gatos filhotes diarreicos de diferentes origens e o grupo
2 (G2; n=39) composto de gatos filhotes diarreicos da mesma ninhada ou
provenientes de abrigos. As amostras foram submetidas a reacdo em cadeia pela
polimerase (PCR) de controle interno e PCR em tempo real (QPCR) para detecgéo do
CPPV-1. As amostras positivas foram submetidas ao sequenciamento completo do

gene que codifica a proteina VP2.

Resultados: Duas amostras foram negativas no controle interno, cada uma de um
grupo (G1 e G2) e as mesmas foram retiradas do estudo. O CPPV-1 foi detectado em
43,4% (36/83) amostras, com com 40,9% (18/44) dos animais pertencentes ao G1 e
46,1% (18/39) ao G2 (Tabela 2). Quatro amostras e uma vacina foram sequenciadas,
trés das amostras foram classificadas como parvovirus felino, uma amostra como

parvovirus canino.
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Conclusao e relevancia: Esse estudo relatou a ocorréncia de CPPV-1 em gatos
filhotes com diarreia no Brasil. Além de evidenciar a presenca da variante felina,

também apresenta o primeiro relato da ocorréncia de CPV em gatos no pais.

Palavras-chave: parvovirus reemergentes; Parvoviridae; diagndstico molecular;

virus da panleucopenia felina, gene VP2.

Keywords: reemerging parvovirus; Parvoviridae; molecular diagnosis; feline

panleukopenia virus; VP2 gene.
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Introducao

Os membros da familia Parvoviridae séao virus DNA de fita simples linear, nao
envelopados (COTMORE et al., 2019). O género Protoparvovirus possui espécies de
virus capazes de infectar gatos, dentre estas, o protoparvovirus carnivoro 1 (CPPV-
1, Carnivore protoparvovirus 1) (COTMORE et al., 2019; DIAKOUDI et al., 2019) que
abrange o parvovirus felino (FPV, Feline parvovirus) ou virus da panleucopenia felina
(FPLV, Feline panleukopenia virus) e o parvovirus canino (CPV, Canine parvovirus)

(COTMORE et al., 2013; 2019).

O virus é transmitido via fecal-oral e a alta resisténcia dos parvovirus ao
ambiente favorece a transmissao do agente através do contato do animal com fezes

de animais infectados ou ambientes contaminados (BARRS, 2019).

A panleucopenia felina é uma sindrome clinica causada pela infeccao pelo
CPPV-1, ou seja, o parvovirus felino e/ou canino. A doenga ocorre com maior
frequéncia em gatos filhotes ndo vacinados e a infeccdo em gatos pelo CPV é
incomum (<10%) (BARRS, 2019). O FPLV possui tropismo para células de alta
atividade mitética, como tecidos linfoides, medula Ossea, células das criptas
intestinais e cerebelo (em neonatos) (BARRS, 2019; CAPOZZA et al., 2021). Os
sinais clinicos mais frequentes incluem diarreia, letargia, vdmito, anorexia, perda de
peso e morte subita. O desfecho final esta relacionado a ocorréncia de enterites

graves, desidratacao e deplecéo linfoide (BARRS, 2019; VAN BRUSSEL et al., 2019).

O diagnéstico de panleucopenia felina se tornou infrequente em gatos em
diversos paises como Reino Unido, Estados Unidos, Australia e Nova Zelandia,
devido a vacinacao (BARRS, 2019). Porém, foi considerada uma doenca reemergente

em virtude de surtos que ocorreram na Austrélia em 2014 (VAN BRUSSEL et al.,
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2019), onde a mortalidade ultrapassou 95% dos 610 casos reportados, considerando
que os animais de abrigos eram eutanasiados para contencdo da infec¢do. Mais
recentemente foram reportados novos surtos e/ou alertas na india em 2020, Australia
em 2021, Africa do Sul e mais quatro surtos distintos nos Estados Unidos em 2022
por meio da Sociedade Internacional para Doencas Infeciosas (/nternational Society

for Infectious Diseases, PROMED, 2022).

Evidencia-se a ocorréncia da doenca em gatos jovens (até um ano de idade),
n&o vacinados e provenientes de abrigos (VAN BRUSSEL et al., 2019; BARRS, 2019;
CAPOZZA et al., 2021). Os virions de CPPV-1 sdo altamente resistentes no ambiente,
assim, favorecendo a manutencao viral e transmissao indireta através de fomites e
ambientes contaminados. Abrigos e ambientes com aglomeracao de animais facilita
a transmisséo direta do agente através do contato do gato com fezes de animais

infectados (PESAVENTO & MURPHY et al., 2014; BARRS, 2019).

Atualmente, a melhor forma de prevencéo de surtos e de conter a propagacao
da doenca é a vacinagao. A vacina contra FPV é considerada essencial e o protocolo
de imunizacao deve ser realizado para cada animal individualmente, mas respeitando
as diretrizes estabelecidas, considerando a possivel interferéncia da imunidade
materna. Os filhotes sdo mais suscetiveis a manifestacao clinica da doenca quando
comparados aos gatos adultos, sendo prioridade para vacinagdo quando se trata de
ambientes superpopulosos (STONE et al., 2020; DAY et al., 2020). Além disso, em
casos de abrigos, caso algum animal seja positivo para a doenga, 0 mesmo deve ser

isolado por no minimo 14 dias (JANKE et al., 2022).

A evidéncia de parvovirus emergentes e reemergentes causando doenga em

gatos, demonstra a importancia dos estudos epidemiol6gicos (CAPOZZA et al., 2021).
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Apesar dos alertas de surtos de panleucopenia felina no mundo (VAN BRUSSEL et
al., 2019; PIEWBANG et al., 2019; LI et al., 2020) e de um artigo da ocorréncia do
virus no Brasil (MOSENA et al., 2019), pouco se conhece sobre a epidemiologia do
virus no pais. Dessa forma, o estudo é de grande relevancia, tanto epidemiolégica,
quanto clinica; portanto objetivou-se investigar a ocorréncia do CPPV-1 em amostras
de fezes de filhotes com diarreia, provenientes de abrigos ou ndo; além da ocorréncia

de coinfeccdes entre CPPV-1 e FBoV no Brasil.
Materiais e métodos

Foram selecionados gatos (n=85) com até um ano de idade com manifestacao
clinica de diarreia atendidos em domicilios, abrigos, hospitais veterinarios e clinicas
veterinarias entre maio de 2021 e setembro de 2022 nos estados de Minas Gerais
(n=82) e Sao Paulo (n=3), Brasil. Desses, foram coletadas amostras de fezes usando
swabs retais ou sondas uretrais flexiveis. As amostras foram armazenadas a —20 °C
em microtubos estéreis livres de nucleases até o processamento. O estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica na Utilizagdo de Animais da Universidade Federal de

Uberlandia, Brasil (CEUA-UFU Protocolo 006/21).

Os gatos foram divididos em dois grupos, o primeiro grupo (G1) foi composto
de gatos filhotes diarreicos de diferentes origens, sem contactantes diarreicos,
coletados em domicilios, hospitais veterinarios ou clinicas; enquanto o segundo grupo
(G2) era composto de gatos filhotes diarreicos da mesma ninhada ou provenientes de
abrigos. Além disso, destaca-se que o G1 foi composto de animais de Minas Gerais
e Sao Paulo, enquanto o G2 foi composto por filhotes de sete diferentes abrigos e

quatro grupos de gatos da mesma ninhada, todos de Minas Gerais. Todos os abrigos
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tinham alta circulacdo de animais, sem a realizacdo de quarentena para novos

animais resgatados e sem a adesao a protocolos vacinais.

Informacgdes dos animais sobre idade, numero de gatos e caes contactantes,

sexo, acesso a rua e vacinagao foram obtidas no momento da amostragem.

As amostras de fezes foram ressuspensas em 30% de agua livre de nucleases
(v/v) e incubadas por trés ciclos de 4°C e 25°C por cinco minutos cada, intercalados
com vortex. Em seguida foi finalizada a clarificacdo da amostra por centrifugacéo a
12,000 x g por 16 minutos a 15°C e o DNA contido no sobrenadante foi extraido
usando o Purelink® Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific) de

acordo com o manual do fabricante.

Para deteccao do CPPV-1 foi realizada a reacao em cadeia pela polimerase
em tempo real (QPCR) utilizando primers previamente descritos por Kumar & Nandi
(2010) que amplificam a proteina estrutural do capsideo (VP2). A gPCR incluiu 1x
GoTag® qPCR Master Mix (Promega), 400nM de cada primer (Tabela 1), 10uL de
DNA extraido e agua livre de nucleases qg.s.p. 25uL. Foi realizada em termociclador
em tempo real (Rotor Gene®, QIAGEN), com as condigdes de ciclagem de: 2 minutos
a 92°C, seguido de 40 ciclos de 95 °C por 15 segundos e 55°C por 1 minuto seguido
por uma curva de melting. O controle positivo da reacdo foi constituido de DNA
extraido da vacina Feline®-4 (Boehringer Ingelheim). Para controle negativo foi
utilizado agua ultrapura livre de nucleases no lugar da amostra. As amostras foram
consideradas positivas quando geraram curva de amplificacdo e temperatura de

melting de 80,5.
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Tabela 1. Descricdo dos primers utilizados para deteccao e sequenciamento do

Carnivore protoparvovirus-1 (CPPV-1) e para controle interno.

Gene Primer Sequéncia (5’-3’) TA* Aplicacao | Referéncia
qCPV-2RT-F CATTGGGCTTACCACCATT
Detecgao Kumar &
vPe 160 CPPV-1 Nandi, 2010
qCPV-2RT-R CCAACCTCAGCTGGTCTCAT (CPPV-1) andi,
CPV2679-F CCAGATCATCCATCAACATCA Sequenciamento
VP2 853 CPPV-1
CPV3511-R TGAACATCATCTGGATCTGTACC (2679-3511) | poooetal
. 2008
CPV3381-F CCATGGAAACCAACCATACC Sequenciamento
VP2 736 CPPV-1
CPV4116-R | AGTTAATTCCTGTTTTACCTCCAA (3381-4116)
555-F CAGGAAGATATCCAGAAGGA Sequenciamento .
Buonavoglia
VP2 583 CPPV-1 . 2001
555-R GGTGCTAGTTGATATGTAATAAACA (3556-4585) etal,
165 515F GTGCCAGCAGCCGCGGTAA | Gookin et al.
876 Controle interno 5
SRNA 1391R GACGGGCGGTGAGTGCA 007

*TA: Tamanho do produto amplificado (pb: pares de base).

As amostras negativas para deteccdo do CPPV-1 foram submetidas a PCR de

controle interno que tinha como alvo o gene 16S rRNA bacteriano, assim avaliou-se

a eficiéncia da extracdo, devido a possivel presenca de inibidores de PCR apés a

extracdo de DNA de amostras de fezes. A reacéo foi realizada com 1x GoTag® Green

PCR Master Mix (Promega), 400 nM de cada primer (Tabela 1), 1,5 uL de DNA e 4gua

livre de nuclease qg.s.p. 25uL. A PCR ocorreu em termociclador (Veriti®, Applied

Biosystems) com condi¢des descritas por Gookin e colaboradores (2007). O controle

positivo da reacéo foi o DNA extraido da vacina Feline®-4 (Boehringer Ingelheim) e o

controle negativo foi agua livre de nucleases no lugar da amostra.
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O produto da amplificacdo foi analisado em gel de eletroforese 1,5% corado
com SYBR® (Safe DNA Gel Stain, Promega) diluido a 1:10.000, observado sob luz
UV e considerado positivo quando apresentou fragmento de 876 pares de base,
comparado com o marcador de peso molecular (100bp DNA ladder, ThermoFisher
Scientific). As amostras negativas para o controle interno foram excluidas do estudo,

excluindo assim, a possibilidade de falsos negativos.

A deteccdo do bocavirus felino (FBoV) foi realizada de acordo com a
metodologia descrita no “Capitulo 2: Artigo I”. Realizada para avaliagdo da coinfeccao

entre os virus.

Para determinar a variante do CPPV-1, as amostras positivas foram
submetidas ao sequenciamento de Sanger utilizando-se um conjunto de primers para
amplificacdo do gene que codifica a proteina VP2 completa (VAN BRUSSEL et al.,
2019). O gene foi dividido em trés regides, com primers e reacdes descritas em
estudos prévios (Tabela 1), com algumas modificacoes. As reacdes foram realizadas
com 1x GoTag® Green PCR Master Mix (Promega), 400 nM de cada primer (Tabela
1), 7 uL de DNA e agua livre de nuclease q.s.p. 50uL. As PCRs ocorreram em
termociclador (Veriti®, Applied Biosystems), para as duas primeiras regides do
sequenciamento (CPVF-2679, CPVR-3511, CPV-3381 e CPV-4116) foi realizada com
uma denaturacgao inicial de 95°C por 2 minutos, seguida de 45 ciclos de denaturagao
a 95°C por 15 segundos, anelamento a 48°C por 1 minuto e extensédo a 72°C por 1
minuto, finalizando com uma extensao final a 72°C por 5 minutos. Enquanto para a

ultima reacao (555-F e 555-R), o anelamento foi de 44°C por 1 minuto.

Assim como para os produtos amplificados de controle interno, os produtos do

sequenciamento foram dispostos em gel de agarose e as bandas observadas sob luz
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UV. Foram consideradas positivas quando apresentavam tamanho especifico (Tabela
1).

Os fragmentos de DNA foram excisados do gel de agarose e purificados com
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega), de acordo com as instrugdes

do fabricante.

A reacdo de sequenciamento de DNA foi realizada bidirecionalmente no
sequenciador capilar ABI 3500 Genetic Analyzer (Life Technologies) com o BigDye
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (ThermoFisher Scientific) de acordo com as

instrucbes do fabricante.

O Phred online (Electropherogram quality analysis, Embrapa) foi utilizado para
avaliar a qualidade dos cromatogramas gerados no sequenciamento e apenas
regides com escore acima de 20 foram utilizados. As sequéncias finais foram obtidas
apos edicao manual com a ferramenta CAP-contig assembly do software BioEdit 7.2.5

(HALL, 1999).

A busca por homologias entre as sequéncias deste estudo com outras
sequéncias depositadas no GenBank foi realizada por meio do programa BLAST+
2.13.0, ferramenta béasica de pesquisa de alinhamento local de nucleotideos
(BLASTn). Além disso, também foram coletadas informacdes do sequenciamento de
vacinas que estdo disponiveis no mercado brasileiro, como a Felocell CVR® (Pfizer)
e a Purevax RCP® (Merial). A vacina Nobivac® Feline (MSD) n&o tinha
sequenciamento disponivel no banco de dados e, portanto, foi sequenciada no

presente estudo.

Para criagdo do dataset e posterior alinhamento, foram selecionadas

sequéncias de referéncia e de surtos recentes para FPV e posteriormente sequéncias
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para representar diferentes clados de CPV de acordo com a ultima proposta de
classificacdo (DE OLIVEIRA SANTANA et al., 2022) e das vacinas anteriormente
citadas. O alinhamento das sequéncias homologas retiradas do GenBank foi realizado
utilizando a ferramenta CLUSTAL W do software BioEdit 7.2.5 (HALL, 1999). O
produto do alinhamento foi submetido ao Find Best DNA Model no MEGA11 (NEI &

KUMAR 2000; TAMURA et al., 2021).

Dados como idade, sexo, numero de contactantes (caes e gatos), acesso a rua

e raca foram correlacionados com os resultados da deteccdo do CPPV-1.

Resultados

Do numero total de amostras (n=85), duas foram negativas no controle interno
e, portanto, foram excluidas do estudo. Considerando-se o numero amostral total, a
ocorréncia de CPPV-1 foi de 43,4% (36/83) gatos positivos, com 40,9% (18/44) dos

animais pertencentes ao G1 e 46,1% (18/39) ao G2 (Tabela 2).

Setenta e trés do total de animais foram testados bocavirus felino (FBoV), 7,7%
(3/39) gatos do G1 e 11,8% (4/34) do G2 (Tabela 2) apresentaram coinfeccao entre

0s virus.

Trés gatos com diarreia vieram a ébito (Tabela 2), um do G1 e dois do G2,
esses animais nao foram disponibilizados para necropsia de acordo com a vontade
dos seus responsaveis. Dois desses filhotes estavam coinfectados por CPPV-1 e
FBoV, o primeiro pertence ao G1 ter trés meses de idade (SP1-G1, Tabela 3), o
segundo pertence ao G2 e tinha um més (MG2-G2, Tabela 3). O outro filhote que veio
a Obito foi negativo para ambos os virus, pertencia ao G2 e apresentava também

apenas um més.
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Tabela 2. Ocorréncia de Carnivore protoparvovirus-1 em gatos filhotes com diarreia
pertencentes ao G1 (filhotes com diarreia com diferentes origens) e ao G2 (filhotes da
mesma ninhada com diarreia ou provenientes de abrigos) e dados de coinfecgdo com
bocavirus felino, deste estudo.

Identificacdo Coinfeccao por FBoV
N. Testados | Ocorréncia de da Variant
i a Variante
Categoria (n=83) | CPPV-1 (n=36) Comn
(n=4) N. testados coinfecgdo
(n=73) (n=7)
2FPVe1
T o
Gt 44 18 (40,9%) CPV2b 39 3
G2 391t 18 (46,1%) 1 FPV 34 4
) Identificacdo Coinfeccao por FBoV
N. Testados | Ocorréncia de .
G2 (n=39) CPPV-1 (n=18) da Variante com
(n=1) N.testados | .- feccdo

(n=34) (n=4)
Abrigo 1 9 5 (55,5%) - 5 0
Abrigo 2 oft 7(77,7%) 1 FPV 5 4
Abrigo 3 3 0 - 0 -
Abrigo 4 2 0 - 0 -
Abrigo 5 3 1 (33,3%) - 1 i
Abrigo 6 1 0 - 1 0
Abrigo 7 1 0 - 1 0
Ninhada 1 2 1 (50.0%) - 1 0
Ninhada 2 3 0 . 0 i
Ninhada 3 2 0 - 0 )
Ninhada 4 4 4 (100%) - 0 }

Nota: tAnimais que vieram a 6bito (a quantidade de simbolos corresponde ao nimero de

gatos). Abreviagao: FBoV (bocavirus felino).
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A ocorréncia de CPPV-1 foi maior em animais com até quatro meses de idade
no G1, enquanto no G2, todos animais infectados tinham até oito meses. Quase
metade dos animais dos animais positivos de ambos 0s grupos, tinham acesso a rua

(Tabela 3).

Os dois animais positivos e vacinados, tinham recebido apenas a primeira dose
ainda, pois tinham entre dois e trés meses de idade. Os dois animais negativos que
haviam sido vacinados, um tinha 11 meses de idade e possuia a vacinagdo completa
com reforco aos seis meses, enquanto o outro tinha 12 meses de idade e recebeu
apenas a primeira dose da vacina. Nove animais do G1 ndo tinham histérico de
vacinagao e foram classificados como “n&o vacinados”. Nenhum animal do G2 foi

vacinado (Tabela 3).
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Tabela 3. Ocorréncia de Carnivore protoparvovirus-1 de acordo com as diferentes

variaveis (idade, sexo, acesso a rua e vacinagao) e apresenta¢do do numero médio

de contactantes caninos e felinos de cada grupo.

Idade (meses) Sexo Acesso a rua Vacina Contactantes
Média$ (min-max) ; N
CAT
1-4 5-8 | 9-12 M F Com | Sem | Com | Sem Caninos Felinos
Gl | 67% | 17% | 18% | 40% | 42% | 46% | 35% | 50% | 40% . .
n=44 | 14/21 [ 2712 | 2/11 | 10/25 | 819 | 11/24 | 720 | 2/4 | 16140 | 02 (0€):36 | 1:2(0-5):37
G2 | 52% | 46% 39% | 66% | 46% 46% _ _
n=39 |12/23 | 6143 | 93 | 1128 | 711 | 1839 | © 0 | qg/39 | 36(0-11);39 ] 25,7 (1-55); 39
Idade (meses) Sexo Acesso a rua Vacina Contactantes
G2
1-4 5-8 | 9-12 M F Com | Sem | Com | Sem Caninos Felinos
rﬁ; 14 | 45 | o0 | 14 | 45 | 59 | o0 | 00 | 59 2 55
r’]\z‘g 78 | od | o0 | 57 |22 | 79 | o0 | o0 | 79 11 25
r’;% 02 | 01|00 | 03 | 00| 03 | 00 | 00 | 0/3 1 25
r’}:‘; o1 |01 |00 | o2 |00 | 02 | 00 | 00 | 02 2 40
A5
f3 | 00 |13 00| 13 |00 | 13 | 00 | 00 | 1/3 2 9
A6
1| ot oo |oo| o1 |00 | 01 | 00| 00 | O 0 20
A7
ot [oo oo | o0 | 01| 01 | 00| 00 | O 9 11
':L; 00 |12 |00 | 11 | o1 | 1/2 | 00 | 00 | 1/2 0 14
2"=§ 00 |00 | 03| o3 |00 | 03 | 00 | 00 | 03 0 11
Ni 3
no | 02 |00 o0 | o1 |01 | 02 | 00| 00 | 02 0 1
2‘;2 4/4 | 00 | 00 | 33 | 1/1 | 44 | 00 | 00 | 4/4 0 4

Nota: SMédia aritmética do nimero de contactantes; INUmero de animais totais em que se obteve os

dados de numero de contactantes. Abreviagdes: CAT (categoria); A (abrigo); Ni (ninhada); M

(macho), F (fémea), min (nUmero minimo) e max (nimero maximo).
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De todas as amostras positivas para CPPV-1, apenas quatro sequéncias do
gene VP2 completo foram obtidas e submetidas ao GenBank (niUmeros de acesso:
0Q618260 a OQ615264). Trés pertenciam ao G1 e uma ao G2. Trés amostras foram
identificadas como FPV e uma como CPV-2b (Figura 1), ndo considerando apenas o
residuo de aminoacido 426, que classificaria a amostra como CPV-2c (Tabela 5,
Material Suplementar). Os dois animais positivos para CPPV-1 que vieram a ébito
foram classificados como FPV, sendo que os dois também apresentaram coinfeccao
com FBoV e cada um deles pertencia a um grupo diferente (G1 e 2). Outras
informacdes relevantes sobre gatos filhotes em que foi possivel realizar o
sequenciamento determinando a variante genética do CPPV-1 podem ser

encontradas na Tabela 4.
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MH476588.1 W.1 CPV2b China 2017 dog VP2
MH106700.1 W.1 CPV2c China 2016 dog VP2
37 MW648363.1 W.1 CPV2a Brazil 2020 dog VP2
0Q615260 MG1-G1 W.4 CPV2b Brazil
99 = MK344441.1 W.4 CPV2b Brazil dog VP2
— AB054215.1 W.4 CPV2a Japan 2001 cat VP2
y - MF177261.1 W.2 CPV2c Brazil dog VP2
{} MK344464.1 R CPV2c Brazil 2015 dog VP2
MF177265.1 W.2 CPV2a Ecuador 2011 dog VP2
FJ005264.1 W.2 CPV2B ltaly 2005 dog VP2
o {LDQMOMAH W.3 CPV2a Brazil 2000 dog VP2
Ei MF177259.1 W.3 CPV2b Brazil 2013 dog VP2
- MF177226.1 W CPV2D Italy 1999 dog VP2
DQ340405.1 W CPV2a Brazil 1980 dog VP2
M38245.1 O CPV2 1979 VP2
MH329286.1 China FPV cat
L ome38042.1 Italy FPV dog
0Q615264 Nobivac (MSD) FPV (Vacina)
EU498681.1 Felocell pfizer VP2
EU498680.1 Purevax merial VP2
M38246.1 FPV
0Q615262 SP1-G1 FPV Brazil
0Q615261 SP2-G1 FPV Brazil
0Q615263 MG2-G2 FPV Brazil

oo L

36

95

100

0.01

Figura 1. Arvore filogenética baseada no gene VP2 completo de Carnivore
protoparvovirus-1 (CPPV-1). Arvore filogenética de nucleotideos (1.755 nt) inferida
utilizando o método Maximum Likelihood e o0 modelo Tamura 3-parametros com
1.000 réplicas de bootstrap usando o software MEGA11. A porcentagem superior a
50% em que os taxons se agrupam é mostrada ao lado dos nés. A escala representa
o numero de substituicbes por regido. Sequéncias de referéncias e de surtos
recentes para FPV, sequéncias de diferentes clados de CPV e de vacinas ja
sequenciadas e disponiveis no GenBank foram utilizadas para construgdo da arvore.
Bem como a vacina sequenciada e as variantes obtidas neste estudo, que estao
destacadas em negrito. Abreviagdes: FPV (parvovirus felino); CPV (parvovirus

canino).
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Tabela 4. Resumo de informagdes clinico-epidemiol6gicas relevantes sobre os

animais positivos para o sequenciamento genético de Carnivore protoparvovirus-1.

Gato Sexo Idade Acesso arua Variante Coinfeccao com Numero de acesso
(meses) FBoV (GenBank)
SP1-G1 | Fémea 8 Nao FPV Sim 0Q615262
sp2-g1T | Macho 3 Nao FPV Sim 0Q615261
MG1-G1 | Fémea 11 Sim CPV-2b Sim 0Q615260
MG2-g2t | Macho 1 Sim FPV Sim 0Q615263

Nota: TGatos que vieram a 6bito. Abreviagdes: SP (Sao Paulo); MG (Minas Gerais); G (Grupo).

Discussao

A emergéncia do virus da panleucopenia felina é notavel nos ultimos anos e
em diferentes paises (VAN BRUSSEL et al., 2019; TANG et al., 2022; KARANAM et
al., 2022; REHME et al., 2022). Filhotes ndo vacinados podem desenvolver doenca
grave e fatal quando infectados pelo CPPV-1 (BARRS, 2019; VAN BRUSSEL et al.,
2019). No presente estudo, foi encontrada uma alta ocorréncia (43,4%) da infec¢ao

na populacao de gatos filhotes com diarreia.

Ha um artigo que relata a ocorréncia do virus da panleucopenia felina no Brasil,
com uma ocorréncia de 7,7 % (3/39), em gatos com diarreia crbénica intermitente
(MOSENA et al., 2019). No entanto, os resultados deste estudo sdo os primeiros a
demonstrar a presenca do material genético do FPV e CPV, além da coinfec¢ao por
FBoV em gatos filhotes com diarreia em Sao Paulo e Minas Gerais, Brasil. Ademais,
este estudo também destaca uma maior ocorréncia (43,4%; 36/83) do CPPV-1 tanto
em filhotes domiciliados atendidos em hospitais veterinarios, quanto em animais de
abrigos. A discrepancia se deve ao fato dos animais do grupo de inclusao deste
estudo ser direcionado aos gatos mais suscetiveis a doenca (jovens) e também que

apresentam a principal manifestacao clinica (diarreia).
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Na Austrédlia, foram relatados 610 casos de gatos com panleucopenia felina
entre 2014 e 2018. De 399 casos em que dados sobre a idade foram obtidos, 84%
eram filhotes, sendo 79% até seis meses de idade. Na Nova Zelandia, 365 casos
foram relatados de dois surtos, o primeiro em 2016 (n=167) e o segundo em 2018
(n=198), 8% desses animais eram positivos. Nos Emirados Arabes Unidos, 14 gatos
foram diagnosticados com panleucopenia felina (VAN BRUSSEL et al., 2019).
Corrobora-se com dados desses estudos, em que 77,8% (14/18) e 66,7% (12/18) dos
gatos positivos do G1 e G2, respectivamente, tinham até quatro meses de idade. O
que foi mais préximo do encontrado na india em que foram avaliados gatos saudaveis
(n=67) e de gatos com suspeita de FPV/CPV (n=10) e 42,86% (33/77) dos gatos foram
positivos para FPV por PCR de amostras de fezes entre 2019 e 2020 (KARANAM et

al., 2022).

Além disso, a cobertura vacinal inadequada foi bastante evidenciada por Van
Brussel e colaboradores (2019). Na Australia, 87% (531/610) n&o havia sido vacinada
ou tinha histérico vacinal desconhecido. Na Nova Zelandia, a maioria (90%; 26/29)
dentre os animais positivos, ndo havia sido vacinada ou recebeu apenas uma dose e
nos Emirados Arabes Unidos, 92,8% (13/14) ndo eram vacinados (VAN BRUSSEL et
al., 2019). O que também foi observado neste estudo, onde nenhum abrigo realizava
a vacinacao dos animais e apenas dois animais positivos do G1 eram vacinados e em
ambos, nédo foi finalizado o protocolo vacinal. Evidenciando a baixa adesdo da
vacinacao dos gatos, mesmo de animais domiciliados, possivelmente devido a falta

de informacao dos responsaveis quanto as vacinas essenciais.

Na Australia, dos 610 casos, 87% dos gatos pertenciam a abrigos (VAN
BRUSSEL et al., 2019). Porém, no presente estudo nao foi observada diferenca entre

a ocorréncia entre animais de abrigo ou da mesma ninhada (G2) em comparacao ao
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outro grupo (G1), provavelmente devido ao critério de inclusdao do estudo (gatos
filhotes com diarreia) somado a quatro dos sete abrigos nao terem sido detectados
com a circulacao do virus (Tabela 2). Além disso, quase metade dos animais positivos
do G1 tinham acesso a rua. Jenkins e colaboradores (2020) relatam uma maior
prevaléncia de anticorpos contra FPV em gatos com acesso a rua (94,5%; 239/253)
quando comparado aos sem acesso (91,9%, 91/99), apesar de nao haver diferenca

estatistica.

N&o obstante, recentemente, Bergmann e colaboradores (2019) relataram a
excrecao de parvovirus em 30% (12/40) gatos saudaveis apds a vacinagao com virus
atenuado, por meio de sequenciamento genético, observou-se o0 DNA do virus vacinal
de FPV em trés gatos, o DNA do virus FPV de campo em quatro gatos e o DNA de
CPV de campo em um gato. No presente caso, apenas dois gatos positivos tinham
historico de ter recebido a primeira dose da vacina, e em ambos os casos nao foi
possivel realizar o sequenciamento para distingdo do virus vacinal do de campo. Foi
realizado o sequenciamento de apenas quatro amostras, provavelmente devido a
baixa quantidade de material genético presente nas amostras, somada a possivel
presenca de inibidores, que pode comprometer a amplificacdo de material genético,
principalmente nos casos de maiores regides, como no caso de sequenciamentos

(SIDSTEDT et al., 2020).

Piewbang e colaboradores (2019) comunicaram a ocorréncia de um surto
associado a presenca de FBoV em trés diferentes abrigos de gatos na Tailandia, em
17 animais positivos para FPV. A causa estava inicialmente atribuida apenas ao FPV,
porém posteriormente foi detectado FBoV. Do total de gatos, 13 vieram a ébito e trés
deles foram necropsiados. Em analises imunohistoquimicas foi observada a presenca

de antigenos de ambos os virus nas criptas intestinais, porém os antigenos de FPV
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foram detectados em menores niveis quando comparados aos de FBoV. Demonstrou-
se o possivel sinergismo entre os virus. No presente estudo, sete animais positivos
para FPV também foram positivos para FBoV, trés do G1 e quatro do G2. Dos trés
gatos que morreram nesse estudo, dois deles tinham coinfeccédo por FBoV, cada um

deles de um grupo, corroborando com a possibilidade de sinergismo entre 0s virus.

Porporato e colaboradores (2018) sugeriram que a infeccdo por FPV em
abrigos de gatos possui prognostico desfavoravel. Esse estudo avaliou a ocorréncia
de um surto de FPV em abrigo de gatos na Italia em 2010 que persistiu por trés anos.
Foram revisados os dados de 177 gatos que foram atendidos em hospitais
veterinarios, incluidos no estudo por apresentarem-se positivos para antigeno fecal
de FPV e que fossem provenientes de abrigo. A taxa de mortalidade desses animais
foi de 79,7% (141/177). O que néo foi observado no presente estudo, onde 8,3%
(3/36) dos animais positivos para FPV morreram, uma taxa bastante inferior. Altas
taxas de anticorpos s&o encontrados em animais adultos, sugerindo que a infec¢éo
subclinica € comum nesses (BARRS, 2019), mas também, que a maioria dos gatos
eventualmente entram em contato com o agente e que a presenca da manifestacao
clinica da doenca é mais evidente em animais mais jovens (VAN BRUSSEL et al.,
2019), como no presente estudo. Ainda, levanta-se a hip6tese da passagem de
anticorpos maternos para os filhotes, devido a alta ocorréncia do virus nos locais
avaliados, conferindo certa protecdo no momento de maior susceptibilidade, o que

justificaria a baixa taxa de mortalidade.

Existem evidéncias da co-circulagdo de diferentes variantes e subtipos de CPV
em caes no Brasil nas ultimas décadas (STRECK et al., 2009; MONTEIRO et al.,
2016; DE OLIVEIRA et al., 2019) e relatos da infeccdo do mesmo em gatos em paises

como Alemanha (TRUYEN et al., 1996), Japdo (MOCHIZUKI et al., 1996), Vietna
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(IKEDA et al., 2000), india (MUKHOPADHYAY et al., 2017), Italia (BALBONI et al.,
2018; CARRAI et al., 2021), Tailandia (CHAROENKUL et al., 2019) e Espanha
(CALATAYUD et al., 2020). Neste estudo, nao foi possivel realizar o sequenciamento
genético em mais do que quatro amostras positivas. Porém, com o sequenciamento
disponivel, observou-se a presenca de FPV e CPV, notabilizando a circulagdo de
CPPV-1 no pais, além de ser a primeira evidéncia de variantes caninas infectando

gatos no Brasil.

As sequéncias de FPV deste estudo agruparam-se em um mesmo clado,
distinto de outros como o encontrado em gato na China (LI et al.,, 2018) ou a
ocorréncia de FPV em cé&o na Italia (DIAKOUDI et al., 2022). No entanto, apesar de
se apresentarem em um mesmo grupo de clados das vacinas disponiveis
comercialmente no mercado brasileiro, a porcentagem entre os agrupamentos dos
em que os taxons se agrupavam foi inferior a 50%. Portanto, levanta-se a hipotese
das vacinas disponiveis protegerem, efetivamente ou ndo, os gatos das variantes

virais que ocorrem no Brasil.

A sequéncia de CPV obtida no presente estudo compartilhou alto grau de
identidade de aminoacidos com variantes de referéncia (Tabela 5; Material
Suplementar). O residuo do aminoacido 426 foi definido como principal local para
mutacgao para evolugao do CPV-2 e suas variantes, sendo deveras importante para
sua classificacao (MIRANDA & THOMPSON, 2016). De acordo com a analise do
residuo do aminoacido 426, o CPV desse estudo seria classificado como CPV-2c.
Porém, para compreensao da disseminacao de variantes virais de CPV-2, foi proposta
uma nova classificagao de acordo com a analise filogenética do gene VP2, separada
por diferentes clados (R, W, W.1-4) (DE OLIVEIRA SANTANA et al., 2022). De acordo

com a analise filogenética, a amostra CPV-positiva desse estudo pertence ao clado
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W.4 CPV-2b. As sequéncias relatadas de CPV-2 do clado W.4 pertencem a quatro
diferentes continentes: Europa (n=32), América do Sul (n=12), América do Norte (n=2)
e Asia (n=3) com amostras coletadas desde 1990, mas a maioria (n=39) na primeira

década do século XXI (DE OLIVEIRA SANTANA et al., 2022).
Conclusao

Esse estudo relatou a ocorréncia do Carnivore protoparvovirus-1 em gatos
filnotes com diarreia, provenientes de abrigos ou n&o, no Brasil. Além de evidenciar
presenca das variantes felina (parvovirus felino) e canina (parvovirus canino).
Demonstrando a importancia de a infeccdo por esses virus ser considerada no

diagnéstico diferencial no Brasil.
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Tabela 5. Diferencas nos residuos de aminoacidos da proteina do capsideo VP2 do protoparvovirus dos carnivoros (CPPV-1) e de
vacinas disponiveis no mercado brasileiro em comparagao as sequéncias encontradas no presente estudo

Variante/hospedeiro

Residuos de Aminoacidos

Referéncia

80 |87 193|101 | 103 | 232 | 297 | 300 | 305 | 323 | 375 | 426 | 562 | 564 | 568

FPV (M38246.1) - Felis catus K |[M|K [I \ \ S A D D D N \Y N A Parrish et al., 1991
CPV-2 (M38245.1) - Canis lupus familiaris R M [N ]I A I S A D N N N \Y S G Parrish et al., 1991
CPV-2a (MT981029.1) - Canis lupus familiaris | R L [N |T A I A G Y N D \Y S G Schiro et al., 2022
CPV-2b (MT981028.1) - Canis lupus familiaris |R |L |N | T A I A G Y N D D \Y S G Schird et al., 2022
CPV-2c (MF177250.1) - Canis lupus familiaris |R |L |N |T A I A G Y N D E \Y S G Grecco et al., 2018
Purevax (EU498680.1) - Vacina: Merial K M |K |I \' I S A D D D N L N A Decaro et al., 2008
Felocell (EU498681.1) - Vacina: Pfizer K M |K |T \' I S A D D D N L N A Decaro et al., 2008
Nobivac (OQ615264) - Vacina: MSD K MK |T \ I S A D D D N L N A Esse estudo

FPV (OQ615262) - Felis catus K MK |T \ \ S A D D D N \Y N A Esse estudo

FPV (OQ615261) - Felis catus K |IM|K |T Vv \' S A D D D N Vv N A Esse estudo
CPV2a (OQ615260) - Felis catus R |L |N |T A I N G Y N D E Vv S G Esse estudo

FPV (OQ615263) - Felis catus K MK |T \ \ S A D D D N \Y N A Esse estudo

Nota: As regides destacadas em cinza representam os locais onde ocorreram mutacoes.
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Funding, Ethical Approval and Informed Consent statements, and References. Small case
series (up to three cases) and individual case reports that provide novel information
should be submitted to the Journal of Feline Medicine and Surgery Open Reports - the
manuscript submission guidelines for which can be found here.

Letters to the Editor

Letters commenting on papers recently published in JFMS will be considered for
publication in the journal. Letters should not exceed 1,000 words (including references
and one table or figure). The Editors may send the letter to the authors of the original
paper for comment so that both letter and reply may be published together.

Manuscripts should be clearly labelled ‘Original Article’, ‘Review Article’, 'Short
Communication’, ‘Case Series’ or ‘Letter to the Editor’.

Table 1. Overview of the requirements for manuscript submission to JFMS

Main text

Article type Abstract References Figures/Tables
P word limit 5

300 A

Original Articles 3,000 words* > As necessary
words necessary
300 A

Review Articles 4,000 words* > As necessary
words necessary

Short 300 1,500 words* As As necessary

Communications words necessary



) 300 As
Case Series 2,500 words* As necessary
words necessary
Letters to the As Either one table
) None 1,000 words** .
Editor necessary or figure

*Excludes abstract, references, tables and legends
**Includes references, tables and legends

Journal of Feline Medicine and Surgery Resident Best Paper Award

The award recognises quality and excellence for early career authors who publish in
JFMS. Authors who are in a recognised veterinary residency programme (eg, ABVS, EBVS
and ANZCVS residency) at the time of submission of their paper will automatically be
eligible for consideration for the award, subject to its acceptance for publication.

Accepted papers will be considered for the award in the year in which they are published.

Details about this award for interested residents and resident supervisors can be
found here.

Back to top
2. Editorial policies
2.1 Peer review policy

JFMS operates a single-blinded peer review process in which the reviewer's name is
withheld from the author. The reviewer may at their own discretion opt to reveal their
name to the author in their review but our standard policy is for the reviewer's identity to
remain concealed. Each manuscript is reviewed by at least two referees. All manuscripts
are reviewed as rapidly as possible, and an editorial decision is generally reached within
6-8 weeks of submission. Generally, /FMS does not accept more than two revisions to a

paper.
2.2 Authorship

Papers should only be submitted for consideration once consent is given by all
contributing authors. Corresponding authors should carefully check that all those whose
work contributed to the paper are acknowledged as contributing authors.

The list of authors should include all those who can legitimately claim authorship. This is
all those who:
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1. Made a substantial contribution to the concept and design, acquisition of

data or analysis and interpretation of data,
2. Drafted the article or revised it critically for important intellectual content,
3. Approved the version to be published.

4. Have participated sufficiently in the work to take public responsibiity for

appropriate portions of the content.

Authors should meet the conditions of all of the points above. Each author should have
participated sufficiently in the work to take public responsibility for appropriate portions
of the content.

When a large, multicentre group has conducted the work, the group should identify the
individuals who accept direct responsibility for the manuscript. These individuals should
fully meet the criteria for authorship.

Acquisition of funding, collection of data, or general supervision of the research group
alone does not constitute authorship. All contributors who do not meet the criteria for
authorship should be listed in the Acknowledgements section (see 2.3 below). Please
refer to the International Committee of Medical Journal Editors (ICMJE)_authorship

guidelines for more information on authorship.
2.3 Acknowledgements

All contributors who do not meet the criteria for authorship should be listed in an
Acknowledgements section. Examples of those who might be acknowledged include a
person who provided purely technical help (see also section 2.2).

2.3.1 Third party submissions

Where an individual who is not listed as an author submits a manuscript on behalf of the
author(s), a statement must be included in the Acknowledgements section of the
manuscript and in the accompanying cover letter. The statements must:

+ Disclose this type of editorial assistance - including the individual's name,
company and level of input

« ldentify any entities that paid for this assistance

« Confirm that the listed authors have authorized the submission of their
manuscript via third party and approved any statements or declarations,
e.g. conflicting interests, funding, etc.

Where appropriate, SAGE reserves the right to deny consideration to manuscripts
submitted by a third party rather than by the authors themselves.
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2.3.2 Writing assistance

Individuals who provided writing assistance (eg, from a specialist communications
company) do not qualify as authors and so should be included in the Acknowledgements
section. Authors must disclose any writing assistance - including the individual's name,
company and level of input - and identify the entity that paid for this assistance.

It is not necessary to disclose the use of language polishing services.

Any acknowledgements should appear first at the end of your article prior to your
Conflict of Interest statement.

2.3.2 Prior presentation at conferences

Details of any prior presentation of study findings/results at conferences or meetings
should be included in an 'Author note' section after the 'Acknowledgements' and before
the 'Conflict of Interest' statement.

2.4 Declaration of conflicting interests

Itis the policy of JFMS to require a declaration of conflicting interests from all authors
enabling a statement to be carried within the paginated pages of all published articles.
Please ensure that a ‘Conflict of Interest’ statement is included at the end of your
manuscript, after any acknowledgements and before the 'Funding’ statement. If no
conflict exists, please state that The authors declared no potential conflicts of interest
with respect to the research, authorship, and/or publication of this article’.

For guidance on conflict of interest statements, please see the ICMJE
recommendations here.

2.5 Funding

JFMS requires all authors to acknowledge their funding in a consistent fashion under a
separate ‘Funding’ heading. Please visit the Funding Acknowledgements page on the SAGE

Journal Author Gateway to confirm the format of the acknowledgment text in the event of
funding, or state that: The authors received no financial support for the research,
authorship, and/or publication of this article.”

2.6 Clinical and Research Ethics, and Informed Consent

Prior to undertaking studies and prior to submitting a manuscript to JFMS, authors should
read these guidelines to ensure requirements have been adequately met.

Circumstances relating to the use of animals in clinical and experimental studies must
meet international standards as set out in: :
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= The International Guiding Principles for Biomedical Research Involving
Animals (1985) from the Council for International Organizations of Medical
Sciences, available at https://cioms.ch/shop/product/international-guiding-
principles-for-biomedical-research-involving-animals-2/ (or from the
Executive Secretary CIOMS, % WHO, Via Appia, CH-1211 Geneva 27,
Switzerland)

« The ARRIVE Guidelines, available at https://arriveguidelines.org/

In addition to the above, for manuscripts submitted to JFMS, the Editors would not
normally support publication of:

« Any experimental studies directly resulting in euthanasia of the cats.

« Studies using non-experimental (eg, client-owned) cats that may cause the
cat a level of pain, suffering, distress or harm higher than that induced by
inserting a hypodermic needle, and/or where the procedure is not part of
‘Recognised Veterinary Practice’. Recognised Veterinary Practice would
include investigations, procedures and therapies that are part of normal
clinical practice and that would be of direct benefit for the individual cat (or
potentially to the group to which it immediately belongs). Where
investigations, procedures or therapies are unproven, or where there is
deliberate exposure of cats to procedures or interventions that might be
deleterious to their health without direct clinical benefit to them, it is highly
likely that experimental cats should be used with appropriate attention to
their health and welfare, with the requisite ethical approval (see below). If
authors are in any doubt, they are encouraged to contact the Editors prior to
manuscript submission.

The Editors would also expect that for all manuscripts submitted:

« Where appropriate, analgesia, sedation and/or anaesthesia must have been
used and the authors should have adequately discussed the use of analgesia
for the welfare of the cats involved.

- Any drugs or therapeutic agents used must have been obtained legally and
ethically, following all relevant locally applicable regulations.

= Research involving experimental animals must always have received prior
approval from an appropriate ethics committee with oversight of the facility
in which the studies were conducted, and this may also apply to some
studies involving client-owned animals (see 2.6.1 Ethical approval).

The Editors reserve the right to reject manuscripts on ethical or welfare grounds when, in
their opinion, studies involve unnecessary pain, distress, suffering, harm, or potential
harm to animals; and where the above guidelines have not been followed.



2.6.1 Ethical Approval

All material published in JFMS must adhere to high ethical standards concerning animal
welfare and meet with the above guidelines. Irrespective of the nature of the work (eg,
prospective, retrospective or experimental studies, case series or review), JFMS requires
all authors to make one of the following four ethical approval declarations (using the
exact wording) in an ‘Ethical approval’ section at the end of their manuscript, stating:

a) The work described in this manuscript involved the use of non-experimental (owned
or unowned) animals. Established internationally recognised high standards (‘best
practice’) of veterinary clinical care for the individual patient were always followed and/or
this work involved the use of cadavers. Ethical approval from a committee was therefore
not specifically required for publication in JFMS. Although not required, where ethical
approval was still obtained, it is stated in the manuscript

b) The work described in this manuscript involved the use of hon-experimental (owned
or unowned) animals and procedures that differed from established internationally
recognised high standards (‘best practice’) of veterinary clinical care for the individual
patient. The study therefore had prior ethical approval from an established (or ad hoc)
committee as stated in the manuscript.

« This statement might, for example, apply to randomised and/or controlled trials
(including where established interventions are being compared with each other),
as well as studies where novel medications, techniques, devices or interventions
established as safe but not currently part of 'Recognised Veterinary Practice’ (see
2.6 Clinical and research ethics, and informed consent) are used.

- Authors must state in the Materials and methods the nature of the institutional,
national or international ethical review body used, and, if available, the ethical
approval number.

« If an existing ethical review body was not available, authors should state why in
the Materials and methods, and should describe the nature of an ad hoc
committee that was used (which must have included at least some individuals
independent of the institute[s}/clinic[s] involved in the work).

c) The work described in this manuscript involved the use of experimental animals and
the study therefore had prior ethical approval from an established (or ad hoc) committee
as stated in the manuscript.

= Authors must state in the Materials and methods the nature of the institutional,
national or international ethical review body used, and, if available, the ethical
approval number.
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- If an existing ethical review body was not available, authors should state why in
the Materials and methods, and should describe the nature of an ad hoc
committee that was used (which must have included at least some individuals
independent of the institute[s}/clinic[s] involved in the work).

d) This work did not involve the use of animals and therefore ethical approval was not
specifically required for publication in JEMS.

= Authors may select this option if, for example, the manuscript is solely a clinical
review or clinical guidelines using previously published data, or reports on
questionnaire or in vitro findings. This statement is not suitable for manuscripts
containing novel animal-specific data (including retrospective studies).

For any queries regarding the best-fit statement, please contact jfms@icatcare.org.
2.6.2 Informed consent and informed consent for publication

JFMS requires all authors to make one of the following two informed consent declarations
(using the exact wording below) in an ‘Informed consent’ section at the end of their
manuscript, stating:

a) Informed consent (verbal or written) was obtained from the owner or legal
custodian of all animal(s) described in this work (experimental or non-experimental
animals, including cadavers) for all procedure(s) undertaken (prospective or retrospective
studies).

b) This work did not involve the use of animals (including cadavers) and therefore
informed consent was not required.

« Authors may select this option if, for example, the manuscript is solely a clinical
review or clinical guidelines using previously published data, or reports on
questionnaire or in vitro findings, and does not involve the publication of any
novel animal-specific data.

In addition to informed consent for use of animals within a study, informed consent for
publication is required where any animal or person may be identifiable as a result of the
publication (eg, a recognisable photograph, description or unique identifiable features,
etc). Authors are therefore required to also state within the ‘Informed consent’ section
either:

a) For any animals or people individually identifiable within this publication, informed
consent (verbal or written) for their use in the publication was obtained from the people
involved.
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b) No animals or people are identifiable within this publication, and therefore
additional informed consent for publication was not required.

2.7 Reporting guidelines

Authors and researchers are encouraged to consult the relevant EQUATOR

Network reporting guidelines for different studies, including, for example,

the Consolidated Standards of Reporting Trials (CONSORT) for randomized controlled
trials. Other resources can be found at NLM's Research Reporting Guidelines and
Initiatives

2.8 Data

JFMS requests that any primary data used by authors in their research article is published
as Supplementary material, or that detailed information is provided in the article on how
the data can be obtained. This information should include links to third-party data
repositories or detailed contact information for third-party data sources. Data available
only on an author-maintained website will need to be loaded onto either the journal’s
platform or a third-party platform to ensure continuing accessibility. Examples of data
types include (but are not limited to) statistical data files, replication code, text files, audio
files, images, videos, appendices, and additional charts and graphs necessary to
understand the original research. The Editors may consider limited embargoes on
proprietary data. The Editors can also grant exceptions for data that cannot legally or
ethically be released. All data submitted should comply with Institutional or Ethical
Review Board requirements and applicable government regulations. For further
information, please contact Lucinda Periac-Arnold (lucinda.periacarnold@sagepub.co.uk),
Publishing Editor at SAGE Publications.

Back to top
3. Publishing policies
3.1 Publication ethics

SAGE is committed to upholding the integrity of the academic record. We encourage
authors to refer to the Committee on Publication Ethics’ International Standards for
Authors and view the Publication Ethics page on the SAGE Author Gateway.

3.1.1 Plagiarism

JFMS and SAGE take issues of copyright infringement, plagiarism or other breaches of
best practice in publication very seriously. We seek to protect the rights of our authors
and we always investigate claims of plagiarism or misuse of published articles. Equally,
we seek to protect the reputation of the journal against malpractice. Submitted a



may be checked with duplication-checking software. Where an article, for example, is
found to have plagiarised other work or included third-party copyright material without
permission or with insufficient acknowledgement, or where the authorship of the article
is contested, we reserve the right to take action including, but not limited to: publishing
an erratum or corrigendum (correction); retracting the article; taking up the matter with
the head of department or dean of the author's institution and/or relevant academic
bodies or societies; or taking appropriate legal action.

3.2 Contributor's publishing agreement

Before publication, SAGE requires the author as the rights holder to sign a Journal
Contributor’s Publishing Agreement. SAGE’s Journal Contributor’'s Publishing Agreement is
an exclusive licence agreement, which means that the author retains copyright in the
work but grants SAGE the sole and exclusive right and licence to publish for the full legal
term of copyright. Exceptions may exist where an assignment of copyright is required or
preferred by a proprietor other than SAGE. In this case copyright in the work will be
assigned from the author to the societies. For more information, please visit

our Frequently Asked Questions.

3.3 Open Access

JFMS will be published in Gold Open Access from the beginning of 2023 and an article
processing charge (APC) is now in place. This APC, which is payable after acceptance and
before publication, covers the cost of publication and ensures that the article will be
freely available online in perpetuity under a Creative Commons license. The full APC will
be 1800 USD. Until 4 July 2023, a 50% discount will apply to all papers. After 4 July 2023, a
22% discount will be in place for authors who are a member of ISFM or AAFP. The APC
may be subject to VAT/TAX.

For more information relating to JFMS becoming open access, visit the FAQs page. For
more information on Open Access publishing options at SAGE please visit SAGE Open
Access.

3.4 Author archiving

For information on funding body compliance, and depositing your article in repositories,
please visit SAGE's Author Archiving and Re-Use Guidelines and Publishing Policies.

3.5 Permissions

Authors are responsible for obtaining permission from copyright holders for reproducing
any illustrations, tables, figures or lengthy quotations previously published elsewhere. For
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further information including guidance on fair dealing for criticism and review, please
visit our Frequently Asked Questions.

Back to top
4. Preparing your manuscript for submission

This section explains how to format, style and reference your paper for JFMS. The title,
keywords and abstract are key to ensuring readers find your article online through online
search engines such as Google. Please refer to the information and guidance on how best
to title your article, write your Abstract and select your keywords by visiting the SAGE
Journal Author Gateway for guidelines on How to Help Readers Find Your Article Online.

4.1 Formatting

The preferred format for your manuscript is Word. LaTeX files are also accepted. Word
and LaTeX templates are available on the Manuscript Submission Guidelines page of our

Author Gateway.

The text should be double-spaced throughout and with a minimum of 3 cm for left and
right hand margins and 5 cm at head and foot. Text should be standard 10 or 12 point. All
lines should be numbered on manuscripts using continuous line numbering. Figures,
tables and Supplementary material should all be cited in the text in numerical order.

Title page

The first page of the manuscript should list the title (which should be concise [20 words
maximum] and contain no abbreviations), the authors’ institutional addresses, the
corresponding author’'s email address and postnominals, and the article’s keywords (a
minimum of four, not including ‘cat’ or ‘feline’).

Abstract

The second page of the manuscript must contain the abstract, which should be of no
more than 300 words and must be clearly written and comprehensible to readers before
they come to read the paper.

For Original Articles and Short Communications, the Abstract should be structured with
the following four subheadings: ‘Objectives’, ‘Methods’, ‘Results’, and ‘Conclusions and
relevance’. For Case Series, the abstract should be structured with the following two
subheadings: ‘Case series summary’, and ‘Relevance and novel information’. For Reviews,
the abstract can either have no subheadings or subheadings of the author’s choice.

Reference citations are not permitted.
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Any manuscripts submitted without a structured abstract will be returned to the author
prior to peer review, thus delaying the evaluation process of the manuscript.

4.2 Artwork, figures, other graphics and tables

For guidance on the preparation of illustrations, pictures and graphs in electronic format,
please visit SAGE's Manuscript Submission Guidelines. Figures supplied in colour will
appear in colour online and in print.Tables should be provided in an editable format (eg,
drawn in Microsoft Word or Microsoft Excel). The minimum image quality required is
300dpi at 1000 x 1000 pixels.

4.3 Style Guide

JFMS has its own style guide: JEMS Style Guide 2020

4.4 Abbreviations, symbols and drug names

Each scientific abbreviation must be explained at its first occurrence in the paper; for
example:
« complement fixation test (CFT).

Do not use propriety symbols (eg, ® or ™) or ltd, etc, in medications or company names.

Medications should be referred to by their recommended International Nonproprietary
Name (rINN). A list of these generic names is coordinated by the World Health
Organization at http://www.who.int/medicines/services/inn. Where appropriate, the
proprietary name and the manufacturer should be given in parentheses when first
mentioned; for example:

« carprofen (Rimadyl; Zoetis).
4.5 Supplementary material

This journal is able to host additional materials online (eg, datasets, podcasts, videos,
images, etc) alongside the full-text of the article. These will still be subjected to peer

files.
4.6 Reference style

JFMS adheres to the SAGE Vancouver reference style. View the SAGE Vancouver guidelines
to ensure your manuscript conforms to this reference style.

If you use EndNote to manage references, you can download the SAGE Vancouver
EndNote output file.
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In general only primary sources of information should be cited - citing reviews or book
chapters where primary sources are referred to is generally not acceptable. Where
relevant, authors should make note of [Abstract] and [Letter] in their references.

4.7 Reference interval guidelines

Guidelines for papers determining reference intervals in veterinary species can be found
at: https://www.asvcp.org/page/QALS Guidelines.

4.8 English language editing services

Authors seeking assistance with English language editing, translation, or figure and
manuscript formatting to fit the journal’s specifications may consider using SAGE
Language Services. Visit SAGE Language Services for further information.

4.9 Disclaimer

The Journal of Feline Medicine and Surgery (JFMS) is published for veterinary and allied
professionals and is not intended for use by cat owners or carers as a substitute for
professional veterinary care. The journal's content represents views and opinions of the
authors (and advertisers), and not necessarily the views or opinions of the editors,
societies, or publisher, who make no representation or give any warranty as to the
accuracy, applicability, fitness or completeness of the content.

Ultimate responsibility for the interpretation of published materials lies with the
veterinary practitioner. Authors (and advertisers) may describe the use of products,
formulations, methods, or techniques that are not necessarily available or licensed for
use in cats in a reader's own country. Publication of this content does not amount to an
endorsement of efficacy, value or quality, or the claims made by authors or advertisers,
and the reader is responsible for ensuring they comply with the legal and ethical
treatment of animals. The authors, editors, societies, and publisher accept no
responsibility for any loss or damage arising from actions or decisions based on
information contained in this journal
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5. Submitting your manuscript

JFMS is hosted on SAGE Track, a web-based online submission and peer review system
powered by ScholarOne™ Manuscripts. Visit https://mc.manuscriptcentral.com/jfms to

login and submit your article online.

IMPORTANT: Please check whether you already have an account in the system before
trying to create a new one. If you have reviewed or authored for the journal since


















