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RESUMO 

O Vírus da Imunodeficiência Felina (FIV) é um lentivírus que infecta os membros da família 
Felidae. A infecção causada pelo FIV leva a uma doença crônica e à imunodeficiência. O 
diagnóstico baseado apenas nos sinais clínicos não é confiável, o que torna necessário o 
diagnóstico laboratorial. O objetivo do presente trabalho foi estabelecer e padronizar uma prova 
de ELISA indireto, utilizando-se o antígeno recombinante da proteína de capsídeo p24, a r-p24, 
baseado na sequência genômica do FIV-B. Adicionalmente, uma avaliação da ocorrência da 
infecção na região metropolitana de Belo Horizonte foi realizada, utilizando-se as técnicas de 
PCR e imunocromatografia SNAP Combo Plus. Os resultados conflitantes quando comparado 
aos dois testes, foram confirmados a partir do Western blot utilizando-se a r-p24. Foram 
utilizadas 150 amostras de soro durante o experimento: 78 de gatos assintomáticos de 
proprietários particulares e de abrigos da região metropolitana de Belo Horizonte, Minas Gerais, 
e outras 72 amostras doadas pelo Departamento de Clínica Veterinária da Universidade de 
São Paulo (USP), SP, previamente testadas pelo SNAP Combo Plus e por PCR. Para a PCR 
foram utilizados oligonucleotídeos iniciadores para amplificação de um fragmento de 244 pares 
de bases (pb) dentro da região correspondente ao gene gag do FIV.  Para a técnica de 
Western blot foi utilizado o antígeno recombinante da proteína de capsídeo, a r-p24 (3,14 
µg/cm = 0,095 µg/animal). O ELISA indireto foi padronizado utilizando-se 2,5 ng/ml da r-p24, 
soro na diluição de 1:320 e conjugado (peroxidadse anti-felino IgG) na diluição de 1:7500. O r-
p24 ELISA apresentou uma sensibilidade de 97% e uma especificidade de 93%, quando 
comparado ao teste ouro SNAP Combo Plus, com índice Kappa igual a 0,83. A partir da análise 
da ocorrência do FIV em Belo Horizonte, três animais (3,85%) foram positivos para o FIV, 
demonstrando que animais assintomáticos infectados são potenciais transmissores do vírus. 
Baseado nos dados obtidos da estabilização e padronização do teste, conclui-se que o r-p24 
ELISA é uma técnica sensível, específica e prática para o diagnóstico de rotina e ou pesquisa 
da infecção pelo FIV. 

Palavras-chave: Vírus da imunodeficiência felina, imunodeficiência felina, ELISA, r-p24, 
ocorrência, Western blot, PCR. 
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ABSTRACT 

Feline immunodeficiency virus (FIV) is a lentivirus that infects felids. FIV infection leads to a 
chronic disease and immunodeficiency. Clinical diagnosis is not reliable, which makes 
laboratory diagnosis necessary. The aim of this study was to establish and standardize an 
indirect ELISA for diagnosis of FIV, using a capsid protein p24 recombinant antigen (r-p24). 
Additionally, the occurrence of FIV infection in the Belo Horizonte metropolitan area was studied 
using PCR and immunochromatography SNAP Combo Plus. Conflicting results between both 
tests were confirmed by Western blot using the r-p24. Serum samples from 150 cats were used: 
78 from asymptomatic cats belonging to private owners and from shelters of Belo Horizonte 
metropolitan area, Minas Gerais, and additional 72 samples donated by Veterinary Clinic 
Department of Universidade de São Paulo (USP), SP, previously tested by SNAP Combo Plus 
and PCR. For the of amplification 244 base pars (bp) fragment of the FIV gag gene the 
oligonucleotide primers were designed. The r-p24 (3.14 µg/cm = 0.095 µg/animal) was used for 
the Western blot. The indirect ELISA was standardized using 2.5 ng/ml of r-p24, 1:320 serum 
dilution and conjugate diluted 1:7500 (anti-feline IgG peroxidase). The r-p24 ELISA showed a 
97% sensitivity and 93% specificity when compared to the gold test SNAP Combo Plus, with a 
Kappa index of 0.83. For the FIV occurrence study in Belo Horizonte, three animals (3.85%) 
were positive, showing that infected asymptomatic cats can disseminate the virus. Our results 
indicate that r-p24 ELISA is a sensitive, specific, and simple technique for FIV routine diagnosis 
and research.  

Keywords: Feline immunodeficiency vírus, feline immunodeficiency, ELISA, r-p24, occurrence, 
Western blot, PCR. 



 13 

1. INTRODUÇÃO  

O Vírus da Imunodeficiência Felina (FIV) é 
um retrovírus que infecta os membros da 
família Felidae. Estudos demonstram que o 
FIV tem distribuição mundial e sua 
prevalência e incidência varia de acordo 
com o sexo, idade, estado de saúde e 
região geográfica. 

Por ser um excelente modelo para o 
HIV/AIDS, o FIV é um dos retrovírus mais 
extensamente estudados. O FIV pode 
estabelecer infecção crônica e persistente 
em gatos domésticos (Felis catus), que 
podem permanecer assintomáticos por 
anos, atuando, portanto como 
disseminadores do vírus, ou levar à 
imunodeficiência progressiva.  

Animais imunodeficientes estão sujeitos à 
infecções oportunistas e podem atuar como 
possíveis veiculadores de zoonoses. O 
diagnóstico precoce e o isolamento dos 
animais infectados são as principais formas de 
profilaxia para o FIV. Entretanto, o 
diagnóstico baseado apenas nos sinais 
clínicos, não é confiável, e demanda técnicas 
laboratoriais.   

Existem técnicas sorológicas e moleculares, 
mas, trabalhos recentes têm demonstrado 
discrepâncias quanto aos resultados dos 
métodos utilizados. Atualmente, o ELISA é a 
técnica mais utilizada no diagnóstico da 
infecção pelo FIV, devido à sua alta 
sensibilidade, especificidade e praticidade. No 
entanto, no Brasil ainda há a necessidade da 
importação de kits a custos elevados, o que 
torna difícil a pesquisa e o diagnóstico desta 
doença. 

O mercado de animais de companhia, 
principalmente de gatos domésticos está em 
pleno desenvolvimento e o diagnóstico 
utilizando kits importados ainda é muito 
elevado e restrito a uma pequena classe. 
Diante deste quadro torna-se necessário o 
estabelecimento e a padronização de um 
método de diagnóstico sensível, específico, 
rápido, prático e acessível como ferramenta 

para o meio científico e para o diagnóstico de 
rotina do FIV no Brasil. 

O principal objetivo deste trabalho foi 
estabelecer e padronizar um ELISA indireto 
utilizando o antígeno recombinante r-p24 do 
FIV-B para o diagnóstico sensível e específico 
do FIV. Os objetivos específicos foram avaliar 
a reatividade da proteína r-p24 do capsídeo 
viral no ELISA e no Western blot com soro de 
animais naturalmente infectados pelo FIV e 
analisar a ocorrência do FIV na região 
metropolitana de Belo Horizonte (BH), Minas 
Gerais. 

2. LITERATURA CONSULTADA  

2.1. Vírus da imunodeficiência felina 

O Vírus da Imunodeficiência Felina (FIV) foi 
isolado pela primeira vez em 1986, em 
Petaluma na Califórnia – EUA, em um gatil 
onde os gatos apresentavam sinais de 
imunodeficiência, mas eram soronegativos 
para o vírus da Leucemia Felina (FeLV). 
Devido ao seu tropismo por linfócitos, o 
vírus foi inicialmente designado como 
lentivírus felino T-linfotrópico (FTLV) 
(Pedersen et al., 1987). 

O FIV é um retrovírus pertencente ao 
gênero Lentivirus que causa uma 
imunodeficiência crônica e progressiva, 
considerado como um dos principais 
patógenos de felinos domésticos (Pedersen 
et al., 1987). O FIV é classificado em 5 
subtipos (A, B, C, D e E), com base na 
variação nucleotídica da região V3 e V5 do 
gene env  (Kurosawa et al.,1999). No 
entanto, estudos em diversos países como 
Portugal, Nova Zelândia e EUA 
demonstraram que este número de subtipos 
poderá aumentar, devido à sua alta 
capacidade de sofrer mutações diante de 
pressões imunológicas, farmacológicas e ou 
ambientais (Duarte e Tavares, 2005; 
Hayward et al., 2007; Weaver et al., 2004). 

O virion tem 100-125 nm de diâmetro, forma 
esferóide e é envelopado (Pedersen et al., 
1987). O ácido nucléico é dimérico, 
consistindo de duas moléculas de RNA fita 
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simples com cerca de 9.474 nucleotídeos 
(NCBI - http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 
sites/genome). A estrutura genômica é 
constituída de três grandes quadros de 
leitura abertos (ORFs) gag, pol e env, que 
codificam as proteínas estruturais internas, 
a transcriptase reversa e outras enzimas, e 
as proteínas de envelope, respectivamente, 
além de vários pequenos ORFs que 
codificam proteínas regulatórias (Bendinelli 
et al., 1995). 

Em função da semelhança entre os vírus e 
seus processos patogênicos gatos 
infectados com FIV têm sido utilizados como 
modelo de estudo para Síndrome da 
Imunodeficiência Humana – AIDS 
(Bendinelli et al., 1995). 

2.2. Epidemiologia  

A situação epidemiológica mundial mostra 
uma ampla distribuição do FIV, com taxas 
de prevalência variando desde 2,5% até 
44% em todo mundo, as taxas de infecção 
de animais assintomáticos variam de 1 a 
14% de acordo com a idade, sexo, regiões 
geográficas e risco de exposição (Hohdatsu 
et al., 1998; Fuchs et al., 1994; Yamamoto 
et al., 1989). No Brasil, o subtipo B tem sido 
encontrado e a ocorrência do FIV no país 
oscilou entre 2,66% e 37,5% (Alves et al., 
2010; Caldas et al., 2000; Lara et al., 2007, 
Teixeira et al., 2007; Caxito et al., 2006).  

2.3. Transmissão e sinais clínicos 

A forma primária de transmissão natural é a 
saliva veiculada pela mordida de animais 
infectados. A transmissão intra-uterina, 
perinatal, pelo colostro, leite, ou pelo sêmen 
de animais soropositivos também pode 
ocorrer (O´neil et al., 1995; Hartmann et al., 
1998).  

A infecção pelo FIV pode levar seus 
hospedeiros a atuarem como eventuais 
fontes de uma série agentes infecciosos 
para outros animais e para o homem, em 
função da grave imunodeficiência que 
promove, incluindo toxoplasmas, bartonelas, 
o vírus da gripe pandêmica (H5N1) e 

Cryptococcus neoformans entre outros 
(Ueno et al., 1996; Malik et al., 1992).  

Clinicamente, a Síndrome da 
Imunodeficiência Adquirida dos Felinos 
pode ser caracterizada por quatro fases: [1] 
a aguda, que pode durar de meses a anos, 
em que o animal infectado pode apresentar 
neutropenia, linfoadenopatia e febre; [2] a 
assintomática, que pode durar anos, na qual 
o animal não apresenta sinais clínicos; [3] a 
ARC (AIDS related complex) pode levar 
meses a um ano para o gato infectado 
apresentar sintomas como linfoadenopatia 
generalizada, febre recorrente, apatia, 
leucopenia, anemia, anorexia, perda de 
peso, estomatite crônica e alterações 
comportamentais; [4] a FAIDS (síndrome da 
imunodeficiência felina), que leva meses e o 
animal apresenta os sintomas apresentados 
na ARC mais as infecções oportunistas, 
neoplasias e anormalidades neurológicas 
(Hartmann, 1998). 

A infecção tem associação com o gênero, 
comportamento, idade e estado de saúde 
dos animais. As taxas mais altas de 
infecção tem sido encontradas em gatos 
machos adultos, com livre acesso às ruas, 
os quais frequentemente apresentam 
comportamento agressivo (Lutz et al., 1990; 
Bandecchi et al., 1992; Ishida et al., 1989; 
Hosie et al., 1989; Braley, 1994).  

2.4. Patogenia  

O FIV se replica em linfócitos CD4
+
, CD8

+
 

(Pedersen et al., 1987), linfócitos B, 
macrófagos, bem como em células da 
microglia e astrócitos (Meeker et al., 1999; 
Dow et al., 1992). A infecção causa uma alta 
viremia, que decai após algumas semanas, 
com o desenvolvimento de uma imunidade 
parcial. Células T citotóxicas (CD8

+
) 

específicas para o FIV se desenvolvem logo 
após início da infecção e persistem ao longo 
do estágio assintomático da doença. 
Entretanto, a resposta imune normalmente 
não elimina o vírus e a fase aguda é 
seguida de uma etapa assintomática, que 
geralmente persiste por anos.  A maioria 
dos animais infectados, eventualmente, 
sucumbe em função dos efeitos virais ou 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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pelas infecções secundárias resultantes da 
imunossupressão (Paillot et al., 2005).  

2.5. Diagnóstico e profilaxia  

A detecção do vírus no plasma ou linfócitos de 
sangue periférico de animais infectados, por 
meio de isolamento em cultura de células, é 
possível ao longo de todo período da infecção, 
mas impraticável como diagnóstico de rotina 
(Barlough et al., 1991).   

Gatos infectados pelo FIV desenvolvem 
resposta imune humoral direcionada contra 
determinantes antigênicos das proteínas 
virais codificadas pelas regiões gênicas gag 
e env (Hosie e Jarrett, 1990, Egberink et al., 
1991, Pancino et al., 1993, Lombardi et al., 
1993). O FIV normalmente é detectável em 
testes sorológicos de 2 a 6 semanas após a 
infecção, e os anticorpos dirigidos às 
proteínas imunogênicas desenvolvem-se ao 
mesmo tempo e tendem a permanecer em 
altos títulos por toda a vida do animal 
(Avrameas et al., 1993; Fontenot et al., 
1992; Callanan et al., 1991).  Em filhotes 
não infectados, os anticorpos maternos 
declinam em 2 a 3 meses após o parto 
(Avrameas et al., 1993; Fontenot et al., 
1992; Callanan et al., 1991).  

A detecção do DNA proviral do FIV em tecidos 
pela PCR tem sido descrita, sendo 
considerada altamente sensível e específica 
(Rimstad e Ueland, 1992; Dandekar et al., 
1992; Hodatsu, 1992). No entanto, a PCR 
pode apresentar falhas na detecção de vírus 
com variações genômicas (Caxito, 2003; 
Bachmann et al., 1997; Bienzle et al., 2004), 
e em baixos títulos virais (Pedersen et al., 
1989; Bienzle et al., 2004).    

A infecção pelo FIV é geralmente 
diagnosticada pela detecção de anticorpos 
específicos anti-FIV no sangue. Os anticorpos 
podem ser detectados pela 
imunofluorescência indireta, ELISA ou 
Western blot (Hartmann, 1998). Em 
inoculações experimentais, os anticorpos 
aparecem em 2 a 4 semanas e são 
geralmente detectáveis pelo resto da vida do 
animal (Yamamoto et al., 1989).  Para o 
diagnóstico do FIV, inúmeros testes 
sorológicos vêm sendo desenvolvidos 

baseados em ELISA competitivos, de captura 
e indiretos, usando antígenos nativos, 
sintéticos ou recombinantes (Avrameas et al., 
1993; Calzolari et al., 1995; Kashiwase et 
al., 1997).  Entre as diversas proteínas do 
FIV, o antígeno de CA (capsídeo), a 
glicoproteína TM (transmembrana) e SU 
(superfície) do envelope são as mais 
amplamente utilizadas (Calzolari et al., 1995; 
Rosati et al., 2004).   

Após a identificação dos animais positivos, o 
controle pode ser realizado pelo isolamento 
dos animais infectados, reduzindo-se assim 
a possibilidade de transmissão. A limitação 
de gatos domésticos às ruas, também é 
uma forma de controle que pode reduzir o 
risco de contaminação (Ravazzollo e Costa, 
2007).  

Diversas vacinas experimentais inativadas, 
recombinantes e de DNA tem sido 
desenvolvidas. No entanto, a diversidade 
genética e antigênica dos isolados de 
campo tem dificultado seu sucesso e a sua 
utilização (Yamamoto et al., 2007; Teixeira 
et al., 2010). Vacinas inativadas tem 
demonstrado maior eficiência (Ravazzollo e 
Costa, 2007).  

Em 2002, uma vacina contra o FIV subtipos 
A e D foi licenciada nos Estados Unidos (Uhl 
et al., 2002; Yamamoto et al., 2007). Pu et 
al. (2005) demonstraram que esta vacina 
também confere imunidade para animais 
infectados com o subtipo B (FIV-FC1).  

Entretanto, sua eficácia em limitar a 
transmissão natural do vírus na população 
felina necessita de comprovação 
(Ravazzollo e Costa, 2007; Uhl et al., 2002). 
A vacina é inativada e induz uma forte 
resposta humoral, no entanto, promove a 
formação de anticorpos indistinguíveis dos 
produzidos durante infecção natural e os 
métodos sorológicos não são capazes de 
promover a distinção entre animais 
vacinados e naturalmente infectados (Uhl et 
al., 2002). Atualmente, existem muitos 
estudos buscando a diferenciação entre 
anticorpos de animais naturalmente 
infectados e vacinados a partir de métodos 
sorológicos (Kusuhara et al., 2007; Levy et 
al., 2008).  
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No Brasil ainda não há vacina 
comercialmente disponível no mercado 
contra a infecção pelo FIV (Teixeira et al., 
2010), o que não dificulta o diagnóstico 
sorológico, tornando-o confiável. 

Alguns estudos demonstram resultados 
promissores com a utilização de interferon 
recombinante para o tratamento da infecção 
pelo FIV, aumentando a sobrevida dos 
animais infectados. Drogas 
imunoestimuladoras e o AZT também são 
utilizadas, apresentando bons resultados 
em gatos infectados (Ravazzollo e Costa, 
2007). 

Diante da importância da doença, torna-se 
necessária a utilização de um método de 
diagnóstico sensível e específico, para o 
diagnóstico. O ELISA é considerado uma das 
principais técnicas para o diagnóstico do FIV. 
Apesar da sua ampla difusão e aplicação 
mundial, sua utilização no Brasil ainda 
depende da importação de kits a custos 
altamente restritivos. Este aspecto vem 
representando, talvez, um dos maiores 
obstáculos para viabilização do diagnóstico de 
rotina e pesquisas sobre o FIV no País.  

Neste sentido, a padronização da prova de 
ELISA com a utilização de antígenos 
recombinantes, para o diagnóstico 
laboratorial e pesquisa da doença é um 
passo significativo para o estudo da 
Imunodeficiência Viral Felina no Brasil. 
Entre as vantagens da prova de ELISA 
estão incluídas a alta sensibilidade e 
especificidade, simplicidade, rapidez e baixo 
custo. 

3. MATERIAL E MÉTODOS  

O projeto foi desenvolvido no laboratório de 
Retroviroses (RETROLAB) do 
Departamento de Medicina Veterinária 
Preventiva da Escola de Veterinária da 
Universidade Federal de Minas Gerais 
(UFMG) e foi aprovado pelo Comitê de Ética 
em Experimentação Animal (CETEA) da 
UFMG sob o número de protocolo 101/09. 

 

3.1. Coleta de material clínico  

Foram utilizadas 150 amostras durante os 
experimentos: 78 amostras de sangue total, 
coletadas no período de 15/08/2009 à 
14/07/2010, sem distinção de raça, sexo e 
idade, de gatos de proprietários particulares 
e abrigos da região metropolitana de Belo 
Horizonte – Minas Gerais por meio de 
punção da veia jugular, em dois tubos a 
vácuo um contendo EDTA para extração de 
DNA total e utilização na PCR; e outro sem 
anticoagulante para obtenção do soro. 
Setenta e duas amostras adicionais foram 
gentilmente doadas pelo Departamento de 
Clínica Veterinária da USP, SP, previamente 
testadas por SNA Combo Plus e pela PCR. 

3.2. Controles  

Como controle positivo foi utilizado uma 
amostra coletada de um animal positivo 
testado por SNAP Combo Plus, PCR e 
Western blot. O controle negativo foi uma 
amostra coletada de um animal negativo, 
comprovado a partir dos mesmos testes.  

3.3. Teste ouro  

Como teste ouro foi utilizado o kit comercial 
SNAP Combo Plus (IDEXX Laboratories Inc 
One Idexx Dr, Westbrook, USA) que 
apresenta uma sensibilidade de 100% e 
uma especificidade de 99,6% (Hartmann et 
al., 2007). 

3.4. Diagnóstico molecular 

3.4.1. Extração do DNA total  

O DNA foi extraído utilizando o kit 
NucleoSpin® Blood Columns (Macherey-
nagel, Neumann-Neander, Düren, 
Alemanha), seguindo criteriosamente o 
protocolo e recomendações do fabricante. 

Com o objetivo de estabelecer a mesma 
concentração de DNA para todas as 
amostras, as mesmas foram quantificadas 
no NanoVue Plus Spectrophotometer (GE 
Healthcare, Piscataway, NJ, USA) 
utilizando-se uma alíquota de 2 µl e 
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posteriormente armazenadas a - 20 ºC até a 
realização da PCR. 

3.4.2. Reação em cadeia da polimerase 
(PCR)  

Para a detecção do FIV foram utilizados os 
oligonucleotídeos iniciadores senso 5`-
CTAGGAGGTGAGGAAGTTCA-3’ e anti-
senso 5`-CTGCTTGTTGTTCTTGAGTT-3`, 
que amplificam um fragmento alvo de 244 
pb, dentro da região codificadora do gene 
gag do FIV de acordo com Hohdatsu et al., 
1992.  

O DNA total foi submetido à PCR de acordo 
com Hohdatsu et al. (1992), com algumas 
modificações, de acordo com o protocolo a 
seguir. As reações de PCR foram feitas em 
um volume final de 25 μl. Com exceção do 
DNA, todos os reagentes foram reunidos 
inicialmente em um mix contendo: tampão 
de PCR 10X sem MgCl2, 3 mM de MgCl2, 1 
mM dNTP mix, 1 pmol iniciador senso, 1 
pmol iniciador anti-senso, q.s.p 25 μl de H2O 
SF (estéril filtrada) e 1 unidade de 
Platinum® Taq DNA Polymerase (5 U/ μl); 
que foi agitado suavemente e pipetado nos 
tubos. Cada tubo recebeu 23 μl do mix 
inicial e 2 μl de DNA. Todos os reagentes 
utilizados no mix foram da Invitrogen Life 
Technologies, Carlsbad, CA, USA.  

As reações de PCR foram conduzidas no 
termociclador (PTC-100 (MJ Research Inc., 
Watertown MA, USA) com incubação inicial 
a 94 ºC por 5 minutos, seguida de 35 ciclos, 
cada um constituindo de desnaturação a   
94 ºC por 1 minuto, anelamento a 55 ºC por 
2 minutos, extensão da polimerase a 72 ºC 
por 2 minutos e extensão final a 72 ºC por 5 
minutos. 

Após os ciclos, os produtos amplificados 
foram visualizados em gel de poliacrilamida 
a 8% corado com nitrato de prata.  

3.4.3. Eletroforese dos produtos da PCR  

Utilizaram-se 2,7 ml de solução estoque de 
acrilamida 30%, 2 ml de tampão tris-
acetado-EDTA (TAE 1X), 75 μl de 
perssulfato de amônio 10%, 7,5 μl de 

TEMED (BIO-RAD, RJ, Brasil) e água 
destilada (q.s.p). Foram utilizados 2 μl (100 
ng) de marcador 50 pb DNA ladder 
(Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, 
USA ), e 3 μl dos produtos da PCR diluídas 
em 1,5 μl de gel loading buffer (GLB - 0,5 ml 
de Glicerol, 50 µl de TAE 20X, 450 µl de 
H2O, Azul de Bromofenol 1%). Após a 
corrida eletroforética em tampão TAE 1X/60 
minutos/110 volts, o gel foi fixado por 10 
minutos em etanol (10%), ácido acético 
(0,5%) e q.s.p. 100 ml de água destilada. 
Em seguida, impregnado por 10 minutos em 
nitrato de prata (0,1%). Lavou-se o gel em 
água destilada por 5 minutos e revelou-se o 
mesmo por 10 minutos em solução 
contendo hidróxido de sódio (3,6%), formol 
(0,3%) e q.s.p. 100 ml de água destilada.  

O gel foi visualizado e fotografado em 
transiluminação por luz branca. 

3.5. Indução e expressão do antígeno 
recombinante r-p24 

3.5.1. Produção do antígeno 
recombinante (r-p24)  

A proteína r-p24 foi desenvolvida por Mazur 
et al., 2010. Para obtenção da r-p24 foi 
preparado um pré-inóculo em frasco de 50 
ml contendo 10 ml de meio de cultura Luria 
Broth (LB) com ampicilina (Phoneutria, BH, 
MG, Brasil) a 100 µg/ml e raspas de 
gliceróis (aproximadamente 150 µl). O pré-
inóculo foi incubado sob agitação por 18 
horas a 37 ºC e 250 (rpm). Em seguida, 500 
ml de cultura LB, adicionado com ampicilina 
(100μg/ml), foram inoculados na proporção 
de 1:50 com o pré-inóculo.  

Quando o cultivo alcançou uma densidade 
óptica (DO) entre 0,6 e 0,8 nm, coletou-se 
1,0 ml da solução, centrifugou-se a 5600 xg 
por 5 minutos, preservando o pellet para 
posterior análise em gel de poliacrilamida 
dodecil sulfato de sódio (SDS-PAGE), em 
seguida foi adicionado à cultura isopropyl β-
D thiogalactoside (IPTG, Life Technologies, 
USA) a 1, 0 mM. Após 4 horas adicionais de 
incubação, 1,0 ml da solução foi coletado, 
centrifugou-se a 5600 X g por 5 minutos, 
preservando o pellet para posterior análise 
em SDS-PAGE, centrifugando-se o restante 
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da cultura em 10 frascos de 50 ml a 2419 
xg, por 15 minutos a 4 ºC, que foram 
mantidos a - 80 

o
C, até a purificação da      

r-p24. 

3.5.2. Eletroforese em gel de 
poliacrilamida SDS-PAGE  

Os produtos da indução foram fracionados 
por SDS-PAGE para permitir a identificação 
da expressão da r-p24, que possui um peso 
molecular de aproximadamente 30 KDa.  

O gel de separação foi preparado a 12,5% 
em um volume final de 10 mL, utilizando-se 
4,16 ml de solução estoque de acrilamida 
30%, 2,5 ml de TRIS-HCL 1,5 M pH 8,8, 100 
μl SDS 10%,  50 μl de perssulfato de 
amônio 10%, 10 μl de TEMED (BIO-RAD, 
RJ, Brasil) e água destilada (q.s.p). O gel de 
concentração foi preparado a 5% em um 
volume final de 4 ml, utilizando-se 666 μl de 
solução estoque de acrilamida 30%, 1,0 ml 
de TRIS-HCL 0.5 M Ph 6.8, 40 μl SDS, 20 μl 
de persulfato de amônio 10%, 8 μl de 
TEMED (BIO-RAD, RJ, Brasil) e água 
destilada (q.s.p  4 mL). Foram utilizados 5 μl 
de marcador BenchMark™Protein Ladder 
(Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, 
USA)  e 5 μl dos produtos da indução 
diluídas em 5 μl de tampão de amostra 2X 
contendo 2-mercaptoetanol (Merck, 
Darmstadt,Germany). Após corrida 
eletroforética em tampão Tris-Glicina 1X por 
70 minutos a 110 volts, o gel foi corado em 
solução azul de comassie (25% de metanol, 
5% de ácido acético e 0.1% de azul 
brilhante de comassie G-250 (BIO-RAD, RJ, 
Brasil) por 20 minutos, que foi então 

descorado utilizando-se uma solução de 
etanol (50%), ácido acético (10%) e q.s.p. 
100 ml de água destilada. O gel foi 
visualizado e fotografado em transluminação 
por luz branca. 

3.5.3. Purificação da proteína 
recombinante p-24 (r-p24)  

Após a confirmação da expressão da r-p24 
em SDS-PAGE, a purificação foi realizada 
em coluna com resina de quelato de níquel 
(His Trape FF, 1 ml, Amersham Biosciences 
Cor, Piscataway, USA). De acordo com o 
seguinte protocolo: um dos pellets foi 
ressuspenso em 6,0 ml de solução de lise 
(Tris 20 mM, EDTA 1 mM, Uréia 8 M, 
Imidazol 5 Mm, pH 8,0) e homogeneizado, 
com auxílio de um agitador. Para promover 
a lise bacteriana, a suspensão foi sonicada 
em gelo, utilizando-se o aparelho Vibra-Cell 
Ultrassonic Processor (Sonics e Materials, 
Newtown, USA) a 10 pulsos de 30 
segundos com 40º de amplitude com 
intervalos de 1 minuto entre cada pulso. O 
lisado foi então, centrifugado a 2419,2 xg 
por 30 minutos a 4 ºC; uma alíquota de 50 µl 
foi colhida para posterior análise em SDS-
PAGE. Em seguida, a coluna foi equilibrada 
e empacotada utilizando-se a solução de 
lise. 

Após a coluna ser equilibrada foram 
testados dois protocolos de lavagens 
(Quadros 1 e 2). Seguido a cada lavagem, o 
fluxo liberado foi coletado. E uma alíquota 
de todas as lavagens foi reservada para 
posterior análise em SDS-PAGE. 

 
Quadro 1 - Resumo de lavagens do protocolo 1 de purificação de proteínas utilizado para 
obtenção da r-p24. 

Soluções Quantidade de lavagens Volume 

Tampão Salina Fosfatase (PBS) 
(NaCl (0.136 M, KCl (0.0027 M), 

Na2HPO412H2O (0.008 M), KH2PO4 

(0.0147 M)) + 5 mM Imidazole 

2X – para tirar o excesso de 
uréia e proteínas. 

Apenas coletar fluxo 
liberado. 

PBS + 40 mM Imidazol 2X 4 ml  

PBS + 80 mM Imidazol 2X 4 ml 

PBS + 120 mM Imidazole 2X 4 ml 

PBS + 250 mM Imidazole 3X 4 ml 

PBS + 1 M Imidazole 2X 4 ml 
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Quadro 2 - Resumo de lavagens do protocolo 2 de purificação de proteínas utilizado para 
obtenção da r-p24. 

Soluções Quantidade de lavagens Volume  

Tampão Salina Fosfatase (PBS) (NaCl 
(0.136 M, KCl (0.0027 M), 

Na2HPO412H2O (0.008 M), KH2PO4 

(0.0147 M)) + 5 mM Imidazole 

2X – para tirar o excesso de 
uréia e proteínas. 

5 ml. 

PBS + 40 mM Imidazole 2X 2 ml.  

PBS + 250 mM Imidazole 2X 2 ml. 

PBS + 1 M Imidazole 2X 2 ml. 

 
 
A partir das análises das concentrações 
obtidas em cada partida de purificação da   
r-p24, utilizando o equipamento NanoVue 
Plus Spectrophotometer (GE Healthcare, 
Piscataway, NJ, USA) foi selecionado o 
melhor protocolo. 

3.6. Diagnóstico confirmatório e 
determinação da ocorrência do FIV na 
região metropolitana de BH 

3.6.1. Western blot 

Para validação da reatividade da r-p24 e 
diagnóstico confirmatório para determinação 
da ocorrência do FIV na região 
metropolitana de Belo Horizonte, foi 
empregado a técnica de Western blot de 
acordo com Egberink et al. (1991), com 
algumas modificações: os géis de 
separação foram preparados a 12,5% e 5% 
respectivamente, de acordo com o item 
3.5.2.  

Foram utilizados 5 μl de marcador 
BenchMark™Pre-Stained Protein Ladder 
(Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, 
USA) , e 3,14 µg/cm da r-p24 (0,095 
µg/animal) diluídos em tampão de amostra 
2X contendo 2-mercaptoetanol (Merck, 
Darmstadt,Germany). Após a corrida 
eletroforética em tampão Tris-Glicina 1X 
(Tris 25 mM, Glicina 0,25 mM, SDS 0.1% e 
água destilada q.s.p 1 L) por 70 minutos a 
110 volts, foi realizada a transferência dos 
produtos do gel de poliacrilamida para uma 
membrana de nitrocelulose 0.45 µm HATF 
(Millipore Indústria e Comércio LTDA, SP, 
Brasil).  

A transferência foi realizada em tampão de 
transferência 1X (Tris 25 mM, glicina 192 
mM, SDS 0,02%, metanol 20% e água 
destilada q.s.p 1 L), a 280 miliamperes (mA) 
por 120 minutos. Após a transferência, a 
membrana de nitrocelulose foi cortada em 
tiras individuais com aproximadamente 5 
mm de largura e colocadas em canaletas de 
incubação com um volume final de 250 µl, 
para iniciar a reação de immunobloting. As 
tiras foram, então, submergidas com 
solução de bloqueio (TBS 1X - Tris Buffered 
Saline (Tris 20 mM, NaCl 150 mM, em água 
destilada q.s.p 1 L, pH 7,5 adicionado de 
5% leite em pó desnatado) mais soro de 
gato nas diluições de 1: 10 e 1:100 por 1 
hora, em temperatura ambiente, sob 
agitação. Em seguida foram realizadas 3 
lavagens com TBS 1X + 0.05% Tween 20; 
foi adicionado o conjugado HRP Conjugated 
Goat anti-Cat IgG Fc (Immunology 
Consultants Lab, , Ne  erg, O ,    )  na 
diluição de 1:1000 deixando por 1 hora, em 
temperatura ambiente, sob agitação e 3 
lavagens com TBS 1X + 0,05% Tween 20. A 
revelação foi realizado utilizando-se 250 µl 
DAB (Sigma Aldrich, VA, USA) de acordo 
com o protocolo do fabricante e a reação foi 
interrompida com água destilada. Em 
seguida as tiras foram visualizadas e 
fotografadas. 
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3.7. Padronização do r-p24 ELISA 

3.7.1. Padronização do r-p24 ELISA  

A técnica de ELISA indireto foi estabelecida 
de acordo com Reis (1997) com algumas 
alterações: inicialmente, as placas de ELISA 
(Maxsorb, Nunc, Hampton, NH, USA) foram 
adsorvidas com três diferentes 
concentrações do antígeno recombinante r-
p24 (250 ng, 500 ng e 1 µg/poço) em 
tampão carbonato 0,015 M/bicarbonato 
0,035 M pH 9.6), a 4 ºC por 18 horas. Em 
seguida a placa foi lavada duas vezes (200 
µl cada) com PBS 1X + Tween 20 (0,05%). 
Após as lavagens, foi realizado bloqueio dos 
sítios inespecíficos de ligação, incubando-se 
com  PBS 1X adicionado de 5% leite em pó 
desnatado por 1 hora em temperatura 
ambiente. Novamente, foram realizadas 
duas lavagens (200 µl cada) com PBS + 
Tween 20 (0,05%). Em seguida diluições 
seriadas dos soros de dois animais, um 
positivo e um negativo (1:20 a 1:1280) foram 
realizadas em PBS 1 X adicionado de 2%  
leite em pó desnatado, e 100 µl de cada 
diluição, foram adicionados em cada poço 
da placa deixando por 1 hora em 
temperatura ambiente. Seguiu-se três 
lavagens com PBS 1 X + Tween 20 (0.05%), 
e foram testadas diluições seriadas entre 
1:5000 e 1:7500 do conjugado (HRP 
Conjugated Goat anti-Cat IgG Fc 
(Immunology Consultants Lab, Ne  erg, 
O ,    )  em 100 µl de PBS 1 X adicionado 
de 2% leite em pó desnatado, em cada poço 
da placa, deixando reagir por 1 hora em 
temperatura ambiente. Três novas lavagens 
foram realizadas com PBS 1X + Tween 20 
(0.05%) e foi adicionado em cada poço 100 
µl do substrato para peroxidase (ácido 
cítrico 0.1 M, fosfato de sódio 0.2 M, H2O2 
(30 volumes) (MERCK, Darmstadt, 
Germany) na diluição 1:1150 e 0.3 mg/ml de 
Orto-fenil-diamina (OPD) (Sigma Aldrich, 
VA, USA), incubando-se por 15 minutos. 
Seguido este período a reação foi 
interrompida com 40 µl de H2SO4 (4 M) e foi 
realizada a leitura a 490 nm. Todos os soros 
foram avaliados em duplicata. 

 

Após as análises foi estabelecida a 
utilização da diluição de 1: 320, 250 ng e  
1:7500 das diluições do soro, concentração 
do antígeno e diluição do conjugado, 
respectivamente, para o diagnóstico indireto 
da infecção pelo FIV pela técnica de ELISA, 
visando o estabelecimento do diagnóstico 
de alta sensibilidade e especificidade.  

Após padronização, todas as 150 amostras 
foram testadas nestas condições. 

3.8. Análise estatística 

Para análise estatística os dados foram 
tratados no programa Excel 2007 (Microsoft 
Corporation, USA) e as análises foram 
realizadas no programa STATA (Statistics 
Data Analysis Special Edition, StataCorpo, 
College Station, Texas, USA). 

3.8.1. Definição do ponto de corte do r-
p24 ELISA 

O r-p24 ELISA foi comparado ao teste ouro 
(SNAP Combo Plus). Em seguida, foi 
realizada a análise da distribuição entre 
negativos e positivos ao ELISA, quando 
comparado ao teste ouro. Determinou-se o 
ponto de corte convencional e o equilíbrio 
entre especificidade e sensibilidade foi 
avaliado. Todos os dados foram verificados 
de acordo com o método “Ta ela 
Contingência” – χ

 2 
(teste qui-quadrado) com 

nível de confiança a 95%. Os atributos 
intrínsecos do teste foram avaliados através 
da análise da sensibilidade, especificidade, 
valor preditivo positivo (VPP) e valor 
preditivo negativo (VPN). Em seguida foi 
calculado o índice Kappa para análise da 
concordância entre os testes. 

3.8.2. Estudo comparativo dos testes 
SNAP, r-p24 ELISA, PCR e Western blot 

Considerando o SNAP como teste ouro, 
foram comparadas a sensibilidade, 
especificidade, VPP e VPN relativa dos 
testes PCR, r-p24 ELISA e Western blot; e 
foi calculado o índice Kappa para análise da 
concordância entre os mesmos (tabela 1).  
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3.8.3. Análise da ocorrência de FIV na 
região metropolitana de Belo Horizonte, 
Minas Gerais 

Para análise da ocorrência foram utilizados 
os resultados obtidos a partir da PCR e do 
SNAP Combo Plus das 78 amostras 
coletadas na região metropolitana de BH, 
MG. Os resultados conflitantes foram 
confirmados através da técnica de Western 
blot. A análise estatística foi realizada a 
partir da tabela de contingência do χ

2
 (p < 

0,05). 

 

 

 

4. RESULTADOS 

4.1. Purificação da r-p24 

A partir dos resultados obtidos em cada 
protocolo (Quadros 1 e 2), concluiu-se que o 
protocolo 2 apresentou melhor eficiência, 
proporcionando maiores concentrações da 
r-p24 (0,22 µg/ µl) quando comparado à 
0,082 µg/µl obtido pelo protocolo do quadro 
1.   

4.2. Análise da reatividade da r-p24 
através do Western blot 

A r-p24 na concentração de 3,14 µg/cm da 
r-p24 (0,095 µg/animal), mostrou-se reativa 
na técnica de Western blot quando utilizada 
em soros de gatos infectados pelo FIV nas 
diluições de 1:10 e 1:100 e conjugado na 
diluição de 1:1000 (fig. 1).  

 

30-

25-

1:10                 1:100           1:10                1:100               1:10            1:100              1:10                 1:100                    1 :1 0 1:100   

 
 

Figura 1 - Análise da reatividade da r-p24 através da técnica de Western blot utilizando-se 
soros de gatos infectados pelo FIV nas diluições de 1:10 e 1:100 e conjugado na diluição de 
1:1000. 

 
4.3. Padronização do r-p24 ELISA  

4.3.1. Padronização e ponto de corte 

O ELISA indireto foi padronizado com as 
seguintes condições: 2.5 ng/ml (250 ng da r-
p24/poço), soro na diluição de 1:320 e 
conjugado na diluição de 1:7500. Nestas 
condições obteve-se uma maior 
discriminação entre soros positivos e 
negativos (150) baseado nos resultados do 
SNAP COMBO (IDEXX) teste ouro utilizado 
como referência nesta padronização (fig. 2).  

A análise do ponto de corte convencional 
(fig. 3) e do ponto de corte através da curva 
ROC buscando o equilíbrio entre 
especificidade e sensibilidade (fig. 4) 
mostrou que não houve variação entre as 
análises. Devido à análise do ponto de corte 
com a curva ROC comparar o teste em 
todos os limiares de decisão considerados e 
não somente um par de sensibilidade e 
especificidade, o ponto de corte foi 
padronizado em 0,528. 
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Figura 2 - Gráfico representando a distribuição por densidade óptica (DO) dos soros em r-p24 
ELISA comparada ao SNAP Combo Plus (Idexx Laboratories Inc One Idexx Dr, Westbrook, 
USA). 

 

 

Figura 3 – Análise do ponto de corte convencional através da distribuição da densidade óptica 
(DO) dos soros em r-p24 ELISA comparada ao SNAP Combo Plus (Idexx Laboratories Inc One 
Idexx Dr, Westbrook, USA). 0 - Representa amostras negativas; e 1 - Representa amostras 
positivas. 
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Figura 4 - Análise do ponto de corte através da curva ROC buscando o equilíbrio entre 
especificidade e sensibilidade. SNAP x ELISA: ponto de corte 0,528. 0 - Representa amostras 
negativas; e 1 - Representa amostras positivas. 

4.3.2. Sensibilidade, especificidade, valor 
preditivo positivo e valor preditivo 
negativo 

Avaliando os atributos intrínsecos do teste e 
utilizando o ponto de corte determinado o r-
p24 ELISA apresentou uma sensibilidade de 
97% e especificidade de 93% quando 

comparado ao teste ouro. Ao avaliar a 
probabilidade de que um gato com resultado 
positivo e negativo no ELISA realmente 
possuía ou não anticorpos contra FIV, 
encontrou-se VPP = 79% e VPN = 99%. A 
concordância entre os dois testes foi de 
0.83 no índice Kappa (fig. 4). 

 
4.4. Análise comparativa entre os testes SNAP, r-p24 ELISA, Western blot e PCR 
 
Tabela 1 - Análise comparativa entre os testes ELISA, Western blot e PCR quando comparados 

ao SNAP Combo Plus 

 ELISA        

SNAP 
Combo Plus 

Negativo Positivo Total Sens. % Esp. % Kappa VPP % VPN % 

Negativo 110 8 118 97 93 0.8344 79 99 
Positivo 1 31 32      

Total 111 39 150      

 Western blot        

SNAP 
Combo Plus 

Negativo Positivo Total Sens. % Esp. % Kappa VPP % VPN % 

Negativo 116 2 118 97 98 0.9411 94 99 
Positivo 1 31 32      

Total 117 33 150      

 PCR        

SNAP 
Combo Plus 

Negativo Positivo Total Sens. % Esp. % Kappa VPP % VPN % 

Negativo 113 5 118 91 96 0.8446 85 97 
Positivo 3 29 32      

Total 116 34 150      

Sen. = sensibilidade; Esp. = especificidade; VPP = valor preditivo positivo; VPN = valor preditivo negativo 
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Quando comparado o r-p24 ELISA com o 
Western blot foi encontrado uma 
sensibilidade de 94% e especificidade de 
94% com índice Kappa de 0.84. 

Entretanto, 17 amostras apresentaram 
resultados conflitantes aos testes realizados 
(tabela 2). 

 

Tabela 2 - Amostras com resultados divergentes nos testes PCR, SNAP Combo Plus, Western 

blot e ELISA. 

 
AMOSTRA PCR SNAP Combo 

Plus 
Western 

blot 
ELISA 

3 POS NEG POS NEG 

5 NEG NEG POS NEG 

6 POS NEG NEG NEG 

8 POS NEG NEG NEG 

10 NEG P POS POS 

13 POS NEG NEG NEG 

14 POS NEG NEG NEG 

35 NEG POS POS POS 

37 NEG POS NEG NEG 

55 NEG NEG NEG POS 

114 NEG NEG NEG POS 

129 NEG NEG NEG POS 

134 NEG NEG NEG POS 

135 NEG NEG NEG POS 

137 NEG NEG NEG POS 

140 NEG NEG NEG POS 

147 NEG NEG NEG POS 

NEG. = negativo; POS. = positivo.  
 
4.5. Ocorrência de FIV na região 
metropolitana de Belo Horizonte, Minas 
Gerais 

A tabela de contigência (tabela 3) 
demonstra a distribuição dos animais 
infectados por FIV por gênero. Não houve 
diferenças estatísticas significantes a partir 

do teste χ
2 

para a infecção entre machos e 
fêmeas (p < 0.05). 

Todos os animais infectados eram 
assintomáticos e possuíam mais de 1 ano 
de idade. Dos animais infectados, apenas 
um apresentou-se também positivo para 
FeLV no teste SNAP Combo Plus. 

 
Tabela 3 - Ocorrência do vírus da imunodeficiência felina na região metropolitana de Belo 
Horizonte, MG. 

 
Fêmeas Machos Total 

  
Positivo 0 (0.0%) 3 (3.85%) 3 (3.85%) 

  
Negativo 37 (47.44%) 38 (48.71%) 75 (96.15%) 

  
Total 37 (47.44%) 41 (52.56%)            78 (100%) 
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5. DISCUSSÃO 

Os testes para o diagnóstico do FIV 
baseiam-se na detecção de anticorpos que 
reconhecem proteínas estruturais do vírus 
como a p24, a p15 e uma das glicoproteínas 
do envelope viral, a gp40 (Teixeira et al., 
2010; Rosati et al., 2004). Alguns autores 
descreveram a utilização de antígenos 
recombinantes em testes imunoenzimáticos 
altamente sensíveis e específicos para o 
diagnóstico do FIV (Calzolari et al., 2005, 
Avrameas et al., 1993; Rosati et al., 2004).  

No presente estudo, o ELISA indireto 
padronizado utilizando o antígeno 
recombinante r-p24, apresentou 
sensibilidade de 97%, especificidade de 
93% e índice Kappa de 0.83 quando 
comparado ao teste ouro SNAP Combo 
Plus. O SNAP Combo Plus é um teste 
comercial imunocromatográfico 
sensibilizado com os antígenos 
recombinantes p24 e gp40 do FIV e 
anticorpo monoclonal anti a proteína p27 do 
FeLV o que justifica sua alta sensibilidade e 
especificidade (Hartmann et al., 2007).  

O SNAP é um teste qualitativo e a vantagem 
da técnica de ELISA em placa sobre ele é a 
possibilidade da análise da absorbância de 
amostras individuais, e aquelas que 
apresentarem perfil duvidoso podem ser 
confirmadas através de um teste mais 
específico. 

O ponto de corte do r-p24 ELISA 
padronizado foi calculado de acordo com a 
curva ROC, a qual compara o teste em 
todos os limiares de decisão considerados. 
Xu et al. (1997) também obtiveram maior 
sensibilidade e especificidade do teste 
utilizando este método. De acordo com os 
mesmos autores, a decisão do ponto de 
corte depende da finalidade do teste. Em 
FIV o maior risco é deixar que gatos 
positivos assintomáticos sejam veiculadores 
do vírus, contudo é necessário testes de 
diagnóstico que apresentem maior 
sensibilidade, sendo a confirmação quando 
necessária, realizada pelo Western blot 
(Mortola et al.,2004; Hosie et al., 2009). O r-

p24 ELISA, apresentou alta sensibilidade e 
uma boa especificidade, bons valores 
preditivos negativos e positivos, entretanto, 
não foi possível definir bem uma área de 
indefinidos, devido à linearidade das 
amostras.  

Kashiwase et al. (1997) demonstraram 
durante a padronização de um ELISA de 
captura utilizando anticorpo monoclonal in 
vitro que a proteína p24 recombinante 
apresenta alta reatividade em testes 
sorológicos como o ELISA e o Western blot. 
Os mesmos autores encontraram uma boa 
linearidade em seus resultados e um limite 
de detecção de 40 pg/ml, o que 
provavelmente está relacionado à utilização 
de anticorpo monoclonal. Calzolari et al. 
(1995) utilizando antígenos recombinantes 
de superfície (SU), transmembrana (TM) e 
capsídeo (CA), descreveram testes ELISA 
indiretos para o diagnóstico do FIV e 
encontraram uma sensibilidade de 63% e 
especificidade de 100%, o que difere do r-
p24 ELISA, que apresentou maior 
sensibilidade ao diagnóstico do FIV. 
Entretanto, teste padronizado neste estudo 
apresentou sensibilidade semelhante ao 
ELISA padronizado por Calzolari et al. 

(1995) utilizando a proteína recombinante 
TM, que apresentou uma sensibilidade de 
98% e uma especificidade de 97%. Vários 
autores já demonstraram em retrovírus que 
proteínas transmembranas apresentam 
maior imunogenicidade que as proteínas do 
capsídeo (Chong et al., 1991; Fontenot et 
al., 1992). Entretanto, CA é a proteína 
majoritária do core viral, altamente 
conservada e não glicosilada.  Estes fatores 
indicam CA como uma das proteínas de 
eleição para uso na prova de ELISA (Calzolari 
et al., 1995; Mermer et al., 1992; Reid et al., 
1991).  Rosati et al. (2004) demonstraram 
que a utilização de ambos antígenos 
recombinantes (CA e TM) em um único 
teste de diagnóstico aumentam a 
sensibilidade do mesmo. Hartmann et al. 
(2007) compararam diversos testes 
comerciais de diagnóstico para o FIV e 
demonstram que os testes que utilizam 
antígenos recombinantes CA e TM 
apresentam maior sensibilidade e 
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especificidade. Avrameas et al. (1993) 
utilizando peptídios sintéticos para as 
proteínas SU e TM (P237) detectaram 
através do ELISA 100% dos animais 
infectados, demonstrando que a utilização 
de antígenos sintéticos também são 
importantes ferramentas no diagnóstico do 
FIV. 

Hosie e Jarret (1990) através de seus 
estudos relataram que testes sorológicos 
podem gerar resultados falsos positivos 
devido à sua baixa especificidade. 
Portando, o diagnóstico deve ser associado 
ao diagnóstico clínico e ao estilo de vida do 
animal. Animais positivos com baixo risco de 
infecção devem ter seus testes confirmados 
através de um método mais específico 
(Teixeira et al., 2010). Resultados falsos 
negativos podem ser encontrados na fase 
terminal da doença, devido à 
imunossupressão característica dos animais 
infectados (Teixeira et al., 2010). Mortola et 
al. (2004) relata que para diminuir o risco de 
infecção de animais não infectados é 
necessária a utilização de testes de 
diagnósticos altamente sensíveis. 
Entretanto, quando houver dúvidas quanto 
ao resultado deve-se fazer um teste mais 
específico, como, por exemplo, o Western 
blot (Hosie et al., 2009).  

No presente estudo o Western blot 
apresentou uma sensibilidade de 97% e 
uma especificidade de 98% quando 
comparado ao SNAP Combo Plus (Kappa 
0,94), apresentando uma maior 
especificidade em relação ao r-p24 ELISA e 
a PCR que apresentou uma sensibilidade 
de 91% e uma especificidade de 94%, o que 
confirma que o Western blot é o melhor 
teste confirmatório para o diagnóstico do 
FIV. Alvarez et al. (2007) e Thorn et al. 
(1987) também demonstraram que o 
Western blot é um bom teste confirmatório 
para o vírus da anemia infecciosa equina 
(EIAV) e para o HIV. Contudo, o r-p24 
ELISA quando comparado ao Western blot 
apresentou um índice Kappa de 0.84.  

Alguns autores relataram variações nos 
resultados obtidos a partir de testes 
sorológicos e moleculares (Bienzle et al., 
2004; Mortola et al., 2004; Teixeira et al., 

2010) neste estudo também foi observado 
divergências entre resultados dos testes 
realizados (tabela 2). A PCR pode 
apresentar resultados duvidosos, devido à 
acentuada variabilidade genética do FIV, 
iniciadores específicos para apenas um 
subtipo, baixa carga viral durante um 
período prolongado de infecção, falhas nos 
processos de extração de DNA e/ou RNA e 
por preparações inadequadas dos 
componentes de PCR (Caxito, 2003; 
Bachmann et al., 1997; Pedersen et al., 
1989; Bienzle et al., 2004). Neste estudo foi 
possível verificar variações entre o r-p24 
ELISA e a PCR (Kappa 0.76). Para 
utilização da técnica de PCR são 
necessários profissionais bem treinados e 
uma boa padronização da técnica. E 
também, são necessários mais estudos para 
verificar possíveis variações nucleotídicas e 
até mesmo possíveis novos subtipos do FIV 
no Brasil para garantir uma melhor 
padronização e acurácia do diagnóstico 
molecular.  

 Ao avaliar a ocorrência de FIV na região 
metropolitana de BH foi encontrada uma 
ocorrência de 3,85% para FIV e 17,95% 
para a infecção pelo FeLV na região 
metropolitana de Belo Horizonte. Estes 
resultados foram diferentes dos resultados 
encontrados para FIV em São Paulo 
(14,7%) (Lara et al. 2008), Rio Grande do 
Sul (37,5%) (Caldas et al., 2000), Rio de 
Janeiro (20,2%) (Souza et al., 2002), e 
Minas Gerais (2,7% e 9,43%) (Caxito, 2003; 
Alves et al., 2010). Os resultados 
encontrados para FeLV foram semelhantes 
aos encontrados em diferentes estados 
brasileiros. Reche et al. (1997) e Souza et 
al. (2002) encontraram 8% e 17% dos gatos 
positivos para FeLV em São Paulo e Rio de 
Janeiro, respectivamente. A taxa de 
infecção pelo FIV de 3.85% encontrado em 
nosso estudo em animais assintomáticos 
difere da taxa de 1,47% encontrada por 
Caxito et al. (2006), em animais sadios no 
mesmo estado, Minas Gerais. Os autores 
também encontraram uma taxa de infecção 
de 13,95% nos gatos doentes, o que 
confirma uma maior susceptibilidade dos 
animais doentes infectados pelo FIV (Hosie 
et al., 1989; Ishida et al. 1989). Caxito et al. 
(2006) em Minas Gerais e Lara et al. (2008), 
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em São Paulo também mostraram que a 
infecção pelo FIV foi mais prevalente no 
sexo masculino (4,38% e 20,3%) do que em 
gatos do sexo feminino (0,90% e 9,7%), 
respectivamente. No entanto, neste estudo, 
a taxa de infecção de FIV e FeLV em 
machos e fêmeas não apresentou diferença 
estatística, provavelmente, devido ao 
pequeno número amostral. Para uma 
melhor análise seria necessário testar um 
número maior de amostras. Estes 
resultados são semelhantes aos 
encontrados por Souza et al. (2002) no Rio 
de Janeiro e Teixeira et al. (2007) em Belo 
Horizonte.  

A taxa de infecção de FIV e FeLV 
encontrada no presente estudo em gatos de 
abrigos foi inferior à taxa de 4,14% e 32,5% 
encontrados por Teixeira et al. (2007) em 
Belo Horizonte. No entanto, estes resultados 
estão em conformidade com os resultados 
encontrados por Caxito et al. (2006), no qual 
os gatos de abrigos (3,05%) tinham uma 
maior porcentagem da infecção pelo FIV 
quando comparado aos gatos de rua 
(1,11%) e Lara et al. (2008) que encontrou 
uma prevalência de 23,1% em gatos de 
abrigos e 5,9% em gatos de rua. As altas 
taxas de infecção por estes vírus estão 
associadas a gatos com acesso a rua, que 
normalmente possuem comportamento mais 
agressivo (Lutz et al., 1990; Bandecchi et al 
1992;. Ishida et al 1989;. Hosie et al 1989; 
Braley 1994). Neste estudo, 3,85% e 
14,10% dos gatos infectados por FIV e 
FeLV, respectivamente possuíam mais de 
um ano de idade. Hosie et al. (1989), 
mostraram que a infecção ocorre mais 
comumente após o primeiro ano de idade e 
sua prevalência é maior em gatos idosos. 
Estudos sorológicos mostraram a presença 
de anticorpos anti-FIV em São Paulo 
(20,5%) (Reche et al. 1997) e Rio de Janeiro 
(16,7% e 21,0%) (Almeida et al. 2004; 
Souza et al. 2002). Estas taxas de 
ocorrência são elevadas se comparadas à 
do presente estudo, provavelmente porque 
alguns métodos sorológicos são menos 
específicos e podem gerar resultados falso-
positivos, de acordo com Hosie e Jarret 
(1990). Contudo, a obtenção de um 
diagnóstico confiável é importante porque o 

FIV é transmissível e infeccioso e ocasiona 
uma doença incurável.  

Testes sorológicos possuem suas 
limitações, de modo que a confirmação dos 
resultados positivos no ELISA por Western 
blot é recomendada (Hosie et al., 2009).  
Estudos epidemiológicos da infecção pelo 
FIV e FeLV são essenciais para a 
prevenção da disseminação do vírus em 
gatos domésticos. O diagnóstico precoce da 
infecção pelo FIV e FeLV é a principal forma 
de prevenção, já que os animais 
imunodeprimidos são susceptíveis à 
infecções por outros patógenos (Lucas et al. 
1998; O'Neil et al. 1991), tais como 
Toxoplasma gondii (Witt et al., 1989) ou 
Cryptococcus neoformans (Malik et al., 
1992) dentre outros, e podem atuar como 
veiculadores destes patógenos para o 
homem. 

6. - CONCLUSÕES 

A r-p24 produzida apresentou alta 
reatividade aos testes Western blot e ELISA, 
apresentando sensibilidade e especificidade 
similar aos testes que utilizam os antígenos 
recombinantes CA e TM associados. 

A partir da análise dos dados foi possível 
verificar que o ELISA indireto utilizando o 
antígeno recombinante r-p24 apresentou 
uma alta sensibilidade e boa especificidade 
para o diagnóstico do FIV. Entretanto, 
dados conflitantes devem ser confirmados 
em Western blot que apresenta maior 
especificidade. 

O teste padronizado é uma importante 
ferramenta para as pesquisas relacionadas 
e ao diagnóstico do FIV, já que foi 
desenvolvido a partir de tecnologia nacional 
e tende a ser mais em conta que os kits 
importados. 
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