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RESUMO

O Virus da Imunodeficiéncia Felina (FIV) é um lentivirus que infecta os membros da familia
Felidae. A infecgdo causada pelo FIV leva a uma doenga crbnica e a imunodeficiéncia. O
diagnostico baseado apenas nos sinais clinicos ndo é confiavel, o que torna necessério o
diagndstico laboratorial. O objetivo do presente trabalho foi estabelecer e padronizar uma prova
de ELISA indireto, utilizando-se o antigeno recombinante da proteina de capsideo p24, a r-p24,
baseado na sequéncia gendmica do FIV-B. Adicionalmente, uma avaliacdo da ocorréncia da
infeccdo na regido 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 assintomaticos de
proprietarios particulares e de abrigos da regido metropolitana de Belo Horizonte, Minas Gerais,
e outras 72 amostras doadas pelo Departamento de Clinica Veterinaria da Universidade de
Séo Paulo (USP), SP, previamente testadas pelo SNAP Combo Plus e por PCR. Para a PCR
foram utilizados oligonucleotideos iniciadores para amplificacdo de um fragmento de 244 pares
de bases (pb) dentro da regido correspondente ao gene gag do FIV. Para a técnica de
Western blot foi utilizado o antigeno recombinante da proteina de capsideo, a r-p24 (3,14
pHg/cm = 0,095 pg/animal). O ELISA indireto foi padronizado utilizando-se 2,5 ng/ml da r-p24,
soro na diluicdo de 1:320 e conjugado (peroxidadse anti-felino IgG) na diluicdo 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 indice Kappa igual a 0,83. A partir da analise
da ocorréncia do FIV em Belo Horizonte, trés animais (3,85%) foram positivos para o FIV,
demonstrando que animais assintomaticos infectados sdo potenciais transmissores do virus.
Baseado nos dados obtidos da estabilizacdo e padronizacdo do teste, conclui-se que o r-p24
ELISA é uma técnica sensivel, especifica e préatica para o diagnoéstico de rotina e ou pesquisa
da infeccdo pelo FIV.

Palavras-chave: Virus da imunodeficiéncia felina, imunodeficiéncia felina, ELISA, r-p24,
ocorréncia, 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 S&o 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 pg/cm = 0.095 pg/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 1gG 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 virus, feline immunodeficiency, ELISA, r-p24, occurrence,
Western blot, PCR.
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1. INTRODUCAO

O Virus da Imunodeficiéncia Felina (FIV) é
um retrovirus que infecta os membros da
familia Felidae. Estudos demonstram que o
FIV tem distribuicio mundial e sua
prevaléncia e incidéncia varia de acordo
com o0 sexo, idade, estado de saude e
regido geografica.

Por ser um excelente modelo para o
HIV/AIDS, o FIV é um dos retrovirus mais
extensamente estudados. O FIV pode
estabelecer infeccdo cronica e persistente
em gatos domeésticos (Felis catus), que
podem permanecer assintomaticos por
anos, atuando, portanto como
disseminadores do virus, ou levar a
imunodeficiéncia progressiva.

Animais imunodeficientes estdo sujeitos a
infec¢cdes oportunistas e podem atuar como
possiveis veiculadores de zoonoses. O
diagnéstico precoce e o isolamento dos
animais infectados séo as principais formas de
profilaxia para o FIV. Entretanto, o
diagnoéstico baseado apenas nos sinais
clinicos, ndo é confiavel, e demanda técnicas
laboratoriais.

Existem técnicas sorolégicas e moleculares,
mas, trabalhos recentes tém demonstrado
discrepancias quanto aos resultados dos
métodos utilizados. Atualmente, o ELISA é a
técnica mais utilizada no diagnéstico da
infeccdo pelo FIV, devido a sua alta
sensibilidade, especificidade e praticidade. No
entanto, no Brasil ainda h4 a necessidade da
importacdo de kits a custos elevados, o que
torna dificil a pesquisa e o diagnéstico desta
doenca.

O mercado de animais de companhia,
principalmente de gatos domésticos esta em
pleno desenvolvimento e o diagnoéstico
utilizando kits importados ainda € muito
elevado e restrito a uma pequena classe.
Diante deste quadro torna-se necessario o
estabelecimento e a padronizacdo de um
método de diagndstico sensivel, especifico,
rapido, pratico e acessivel como ferramenta

para o meio cientifico e para o diagnostico de
rotina do FIV no Brasil.

O principal objetivo deste trabalho foi
estabelecer e padronizar um ELISA indireto
utilizando o antigeno recombinante r-p24 do
FIV-B para o diagndstico sensivel e especifico
do FIV. Os objetivos especificos foram avaliar
a reatividade da proteina r-p24 do capsideo
viral no ELISA e no Western blot com soro de
animais naturalmente infectados pelo FIV e
analisar a ocorréncia do FIV na regido
metropolitana de Belo Horizonte (BH), Minas
Gerais.

2. LITERATURA CONSULTADA
2.1. Virus da imunodeficiéncia felina

O Virus da Imunodeficiéncia Felina (FIV) foi
isolado pela primeira vez em 1986, em
Petaluma na Califérnia — EUA, em um gatil
onde o0s gatos apresentavam sinais de
imunodeficiéncia, mas eram soronegativos
para o virus da Leucemia Felina (FelLV).
Devido ao seu tropismo por linfécitos, o
virus foi inicialmente designado como
lentivirus  felino  T-linfotrépico  (FTLV)
(Pedersen et al., 1987).

O FIV é um retrovirus pertencente ao
género Lentivirus que causa uma
imunodeficiéncia cronica e progressiva,
considerado como um dos principais
patdégenos de felinos domésticos (Pedersen
et al.,, 1987). O FIV é classificado em 5
subtipos (A, B, C, D e E), com base na
variagdo nucleotidica da regido V3 e V5 do
gene env  (Kurosawa et al.,1999). No
entanto, estudos em diversos paises como
Portugal, Nova Zelandia e EUA
demonstraram que este nimero de subtipos
podera aumentar, devido a sua alta
capacidade de sofrer mutacdes diante de
pressodes imunoldgicas, farmacolégicas e ou
ambientais (Duarte e Tavares, 2005;
Hayward et al., 2007; Weaver et al., 2004).

O virion tem 100-125 nm de didmetro, forma
esferdide e é envelopado (Pedersen et al.,
1987). O éacido nucléico é dimérico,
consistindo de duas moléculas de RNA fita
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simples com cerca de 9.474 nucleotideos
(NCBI - http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
sites/genome). A estrutura genOmica €
constituida de trés grandes quadros de
leitura abertos (ORFs) gag, pol e env, que
codificam as proteinas estruturais internas,
a transcriptase reversa e outras enzimas, e
as proteinas de envelope, respectivamente,
além de varios pequenos ORFs que
codificam proteinas regulatérias (Bendinelli
et al., 1995).

Em funcdo da semelhanca entre os virus e
seus  processos  patogénicos  gatos
infectados com FIV tém sido utilizados como
modelo de estudo para Sindrome da
Imunodeficiéncia Humana - AIDS
(Bendinelli et al., 1995).

2.2. Epidemiologia

A situagdo epidemioldgica mundial mostra
uma ampla distribuicdo do FIV, com taxas
de prevaléncia variando desde 2,5% até
44% em todo mundo, as taxas de infeccéo
de animais assintomaticos variam de 1 a
14% de acordo com a idade, sexo, regides
geograficas e risco de exposi¢do (Hohdatsu
et al., 1998; Fuchs et al., 1994; Yamamoto
et al., 1989). No Brasil, o subtipo B tem sido
encontrado e a ocorréncia do FIV no pais
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. Transmissao e sinais clinicos

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

A infeccdo pelo FIV pode levar seus
hospedeiros a atuarem como eventuais
fontes de uma série agentes infecciosos
para outros animais e para o0 homem, em
funcdo da grave imunodeficiéncia que
promove, incluindo toxoplasmas, bartonelas,
0 virus da gripe pandémica (H5N1) e
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Cryptococcus neoformans entre outros
(Ueno et al., 1996; Malik et al., 1992).

Clinicamente, a Sindrome da
Imunodeficiéncia 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
assintomatica, que pode durar anos, na qual
0 animal ndo apresenta sinais clinicos; [3] a
ARC (AIDS related complex) pode levar
meses a um ano para o0 gato infectado
apresentar sintomas como linfoadenopatia
generalizada, febre recorrente, apatia,
leucopenia, anemia, anorexia, perda de
peso, estomatite crbnica e alteracdes
comportamentais; [4] a FAIDS (sindrome da
imunodeficiéncia felina), que leva meses e o
animal apresenta os sintomas apresentados
na ARC mais as infec¢gbes oportunistas,
neoplasias e anormalidades neurolégicas
(Hartmann, 1998).

A infeccdo tem associagdo com o género,
comportamento, idade e estado de salde
dos animais. As taxas mais altas de
infeccdo tem sido encontradas em gatos
machos adultos, com livre acesso as ruas,
0s 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 linfécitos CD4*, CD8"
(Pedersen et al, 1987), linfécitos B,
macréfagos, bem como em células da
microglia e astrdcitos (Meeker et al., 1999;
Dow et al., 1992). A infeccdo causa uma alta
viremia, que decai apds algumas semanas,
com o desenvolvimento de uma imunidade
parcial. Células T citotoxicas (CD8")
especificas para o FIV se desenvolvem logo
apos inicio da infeccéo e persistem ao longo
do estigio assintomatico da doenca.
Entretanto, a resposta imune normalmente
ndo elimina o virus e a fase aguda é
seguida de uma etapa assintomatica, que
geralmente persiste por anos. A maioria
dos animais infectados, eventualmente,
sucumbe em funcdo dos efeitos virais ou


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

pelas infecgdes secundarias resultantes da
imunossupressao (Paillot et al., 2005).

2.5. Diagndstico e profilaxia

A deteccéo do virus no plasma ou linfécitos de
sangue periférico de animais infectados, por
meio de isolamento em cultura de células, é
possivel ao longo de todo periodo da infecgao,
mas impraticavel como diagndstico de rotina
(Barlough et al., 1991).

Gatos infectados pelo FIV desenvolvem
resposta imune humoral direcionada contra
determinantes antigénicos das proteinas
virais codificadas pelas regifes génicas gag
e env (Hosie e Jarrett, 1990, Egberink et al.,
1991, Pancino et al., 1993, Lombardi et al.,
1993). O FIV normalmente é detectavel em
testes soroldgicos de 2 a 6 semanas apos a
infeccdo, e o0s anticorpos dirigidos as
proteinas imunogénicas desenvolvem-se ao
mesmo tempo e tendem a permanecer em
altos titulos por toda a vida do animal
(Avrameas et al., 1993; Fontenot et al.,
1992; Callanan et al.,, 1991). Em filhotes
ndo infectados, os anticorpos maternos
declinam em 2 a 3 meses ap0s o parto
(Avrameas et al., 1993; Fontenot et al.,
1992; Callanan et al., 1991).

A detecgdo do DNA proviral do FIV em tecidos
pela PCR tem sido descrita, sendo
considerada altamente sensivel e especifica
(Rimstad e Ueland, 1992; Dandekar et al.,
1992; Hodatsu, 1992). No entanto, a PCR
pode apresentar falhas na deteccéo de virus
com variacbes gendmicas (Caxito, 2003;
Bachmann et al., 1997; Bienzle et al., 2004),
e em baixos titulos virais (Pedersen et al.,
1989; Bienzle et al., 2004).

A infeccdo pelo FIV é geralmente
diagnosticada pela deteccdo de anticorpos
especificos anti-FIV no sangue. Os anticorpos
podem ser detectados pela
imunofluorescéncia  indireta, ELISA ou
Western blot (Hartmann, 1998). Em
inoculagbes experimentais, 0s anticorpos
aparecem em 2 a 4 semanas e Sao
geralmente detectaveis pelo resto da vida do

animal (Yamamoto et al., 1989). Para o
diagnéstico do FIV, in0meros testes
sorolégicos vém sendo  desenvolvidos

baseados em ELISA competitivos, de captura
e indiretos, usando antigenos nativos,
sintéticos ou recombinantes (Avrameas et al.,
1993; Calzolari et al., 1995; Kashiwase et
al., 1997). Entre as diversas proteinas do
FIV, o antigeno de CA (capsideo), a
glicoproteina TM (transmembrana) e SU
(superficie) do envelope sdo as mais
amplamente utilizadas (Calzolari et al., 1995;
Rosati et al., 2004).

Apés a identificacdo dos animais positivos, o
controle pode ser realizado pelo isolamento
dos animais infectados, reduzindo-se assim
a possibilidade de transmissdo. A limitacdo
de gatos domeésticos as ruas, também é
uma forma de controle que pode reduzir o
risco de contaminacdo (Ravazzollo e Costa,
2007).

Diversas vacinas experimentais inativadas,
recombinantes e de DNA tem sido
desenvolvidas. No entanto, a diversidade
genética e antigénica dos isolados de
campo tem dificultado seu sucesso e a sua
utilizacdo (Yamamoto et al., 2007; Teixeira
et al., 2010). Vacinas inativadas tem
demonstrado maior eficiéncia (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 eficAcia em limitar a
transmissao natural do virus na populagéo
felina necessita de comprovacao
(Ravazzollo e Costa, 2007; Uhl et al., 2002).
A vacina é inativada e induz uma forte
resposta humoral, no entanto, promove a
formacdo de anticorpos indistinguiveis dos
produzidos durante infeccdo natural e os
métodos sorolégicos ndo sdo capazes de
promover a distingdo entre animais
vacinados e naturalmente infectados (Uhl et
al., 2002). Atualmente, existem muitos
estudos buscando a diferenciacdo entre
anticorpos de animais  naturalmente
infectados e vacinados a partir de métodos
sorolégicos (Kusuhara et al., 2007; Levy et
al., 2008).
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No Brasil ainda ndo h& vacina
comercialmente disponivel no mercado
contra a infeccédo pelo FIV (Teixeira et al.,
2010), o que nao dificulta o diagnédstico
sorolégico, tornando-o confiavel.

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

Diante da importancia da doenga, torna-se
necesséria a utilizagdo de um método de
diagnostico sensivel e especifico, para o
diagnéstico. O ELISA é considerado uma das
principais técnicas para o diagnéstico do FIV.
Apesar da sua ampla difuséo e aplicacdo
mundial, sua utilizacgdo no Brasil ainda
depende da importacdo de kits a custos
altamente restritivos. Este aspecto vem
representando, talvez, um dos maiores
obstaculos para viabilizagdo do diagndstico de
rotina e pesquisas sobre o FIV no Pais.

Neste sentido, a padroniza¢do da prova de
ELISA com a utlizagdo de antigenos
recombinantes, para o  diagndstico
laboratorial e pesquisa da doenca € um
passo significativo para o estudo da
Imunodeficiéncia Viral Felina no Brasil.
Entre as vantagens da prova de ELISA
estdo incluidas a alta sensibilidade e
especificidade, simplicidade, rapidez e baixo
custo.

3. MATERIAL E METODOS

O projeto foi desenvolvido no laboratério de
Retroviroses (RETROLAB) do
Departamento de Medicina Veterinaria
Preventiva da Escola de Veterinaria da
Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG) e foi aprovado pelo Comité de Etica
em Experimentacdo Animal (CETEA) da
UFMG sob o niumero de protocolo 101/09.
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3.1. Coleta de material clinico

Foram utilizadas 150 amostras durante os
experimentos: 78 amostras de sangue total,
coletadas no periodo de 15/08/2009 a
14/07/2010, sem distincdo de raca, sexo e
idade, de gatos de proprietarios particulares
e abrigos da regido metropolitana de Belo
Horizonte — Minas Gerais por meio de
puncdo da veia jugular, em dois tubos a
vacuo um contendo EDTA para extracao de
DNA total e utilizacdo na PCR; e outro sem
anticoagulante para obtencdo do soro.
Setenta e duas amostras adicionais foram
gentilmente doadas pelo Departamento de
Clinica Veterinaria 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. Diagndstico molecular
3.4.1. Extragdo do DNA total

O DNA foi extraido utlizando o kit
NucleoSpin® Blood Columns (Macherey-
nagel, Neumann-Neander, Diren,
Alemanha), seguindo criteriosamente o
protocolo e recomendacdes do fabricante.

Com o objetivo de estabelecer a mesma
concentracdo de DNA para todas as
amostras, as mesmas foram quantificadas
no NanoVue Plus Spectrophotometer (GE
Healthcare, Piscataway, NJ, USA)
utilizando-se uma aliquota de 2 pul e



posteriormente armazenadas a - 20 °C até a
realizacdo da PCR.

3.4.2. Reacdo em cadeia da polimerase
(PCR)

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

O DNA total foi submetido a PCR de acordo
com Hohdatsu et al. (1992), com algumas
modifica¢des, de acordo com o protocolo a
seguir. As reacdes de PCR foram feitas em
um volume final de 25 ul. Com excec¢édo do
DNA, todos os reagentes foram reunidos
inicialmente em um mix contendo: tampdao
de PCR 10X sem MgCl,, 3 mM de MgCl,, 1
mM dNTP mix, 1 pmol iniciador senso, 1
pmol iniciador anti-senso, g.s.p 25 ul de H,O
SF (estéril filtrada) e 1 wunidade de
Platinum® Tag DNA Polymerase (5 U/ ul);
que foi agitado suavemente e pipetado nos
tubos. Cada tubo recebeu 23 pl do mix
inicial e 2 pl de DNA. Todos os reagentes
utilizados no mix foram da Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA.

As reagbes de PCR foram conduzidas no
termociclador (PTC-100 (MJ Research Inc.,
Watertown MA, USA) com incubacéo inicial
a 94 °C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos,
cada um constituindo de desnaturagdo a
94 °C por 1 minuto, anelamento a 55 °C por
2 minutos, extensdo da polimerase a 72 °C
por 2 minutos e extensdo final a 72 °C por 5
minutos.

Apés 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 solucdo estoque de
acrilamida 30%, 2 ml de tamp&o tris-
acetado-EDTA (TAE 1X), 75 pul de
perssulfato de amoénio 10%, 7,5 pl de

TEMED (BIO-RAD, RJ, Brasil) e agua
destilada (qg.s.p). Foram utilizados 2 ul (100
ng) de marcador 50 pb DNA ladder
(Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA ), e 3 yl dos produtos da PCR diluidas
em 1,5 pl de gel loading buffer (GLB - 0,5 ml
de Glicerol, 50 pl de TAE 20X, 450 pl de
H,O, Azul de Bromofenol 1%). Apds a
corrida eletroforética em tampéo TAE 1X/60
minutos/110 volts, o gel foi fixado por 10
minutos em etanol (10%), &cido acético
(0,5%) e g.s.p. 100 ml de agua destilada.
Em seqguida, impregnado por 10 minutos em
nitrato de prata (0,1%). Lavou-se o gel em
agua destilada por 5 minutos e revelou-se o
mesmo por 10 minutos em solugéo
contendo hidréxido de sdédio (3,6%), formol
(0,3%) e g.s.p. 100 ml de &gua destilada.

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

3.5. Inducdo e expressdo do antigeno
recombinante r-p24

3.5.1. Producéo do
recombinante (r-p24)

antigeno

A proteina r-p24 foi desenvolvida por Mazur
et al., 2010. Para obtencdo da r-p24 foi
preparado um pré-indculo em frasco de 50
ml contendo 10 ml de meio de cultura Luria
Broth (LB) com ampicilina (Phoneutria, BH,
MG, Brasil) a 100 pg/ml e raspas de
gliceréis (aproximadamente 150 pul). O pré-
in6culo foi incubado sob agitagdo por 18
horas a 37 °C e 250 (rpm). Em seguida, 500
ml de cultura LB, adicionado com ampicilina
(100ug/ml), foram inoculados na proporgao
de 1:50 com o pré-inéculo.

Quando o cultivo alcangou uma densidade
Optica (DO) entre 0,6 e 0,8 nm, coletou-se
1,0 ml da solucéo, centrifugou-se a 5600 xg
por 5 minutos, preservando o pellet para
posterior analise em gel de poliacrilamida
dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE), em
seguida foi adicionado a cultura isopropyl 8-
D thiogalactoside (IPTG, Life Technologies,
USA) a 1, 0 mM. Apds 4 horas adicionais de
incubacédo, 1,0 ml da solucéo foi coletado,
centrifugou-se a 5600 X g por 5 minutos,
preservando o pellet para posterior analise
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 °C, que foram
mantidos a - 80 °C, até a purificacdo da
r-p24.

3.5.2. Eletroforese em gel de
poliacrilamida SDS-PAGE

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

O gel de separacédo foi preparado a 12,5%
em um volume final de 10 mL, utilizando-se
4,16 ml de solucdo estoque de acrilamida
30%, 2,5 ml de TRIS-HCL 1,5 M pH 8,8, 100
pl SDS 10%, 50 ul de perssulfato de
aménio 10%, 10 ul de TEMED (BIO-RAD,
RJ, Brasil) e agua destilada (g.s.p). O gel de
concentracdo foi preparado a 5% em um
volume final de 4 ml, utilizando-se 666 pl de
solucdo estoque de acrilamida 30%, 1,0 ml
de TRIS-HCL 0.5 M Ph 6.8, 40 ul SDS, 20 yl
de persulfato de amoénio 10%, 8 ul de
TEMED (BIO-RAD, RJ, Brasil) e agua
destilada (q.s.p 4 mL). Foram utilizados 5 pl
de marcador BenchMark™Protein Ladder
(Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA) e 5 pl dos produtos da inducao
diluidas em 5 pl de tampdo de amostra 2X
contendo 2-mercaptoetanol (Merck,
Darmstadt,Germany). Apos corrida
eletroforética em tampao Tris-Glicina 1X por
70 minutos a 110 volts, o gel foi corado em
solucdo azul de comassie (25% de metanol,
5% de acido acético e 0.1% de azul
brilhante de comassie G-250 (BIO-RAD, RJ,
Brasil) por 20 minutos, que foi entdo

descorado utilizando-se uma solucdo de
etanol (50%), &cido acético (10%) e g.s.p.
100 ml de &agua destilada. O gel foi
visualizado e fotografado em transluminagéo
por luz branca.

3.5.3. Purificacéo da
recombinante p-24 (r-p24)

proteina

Apbs a confirmacédo da expressédo da r-p24
em SDS-PAGE, a purificacdo foi realizada
em coluna com resina de quelato de niquel
(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 solugéo de lise
(Tris 20 mM, EDTA 1 mM, Uréia 8 M,
Imidazol 5 Mm, pH 8,0) e homogeneizado,
com auxilio de um agitador. Para promover
a lise bacteriana, a suspenséo foi sonicada
em gelo, utilizando-se o aparelho Vibra-Cell
Ultrassonic Processor (Sonics e Materials,
Newtown, USA) a 10 pulsos de 30
segundos com 40° de amplitude com
intervalos de 1 minuto entre cada pulso. O
lisado foi entdo, centrifugado a 2419,2 xg
por 30 minutos a 4 °C; uma aliquota de 50 pl
foi colhida para posterior andlise em SDS-
PAGE. Em seguida, a coluna foi equilibrada
e empacotada utilizando-se a solucdo de
lise.

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

Quadro 1 - Resumo de lavagens do protocolo 1 de purificacdo de proteinas utilizado para

obtencéo da r-p24.

Solucdes Quantidade de lavagens Volume
Tampao Salina Fosfatase (PBS) 2X — para tirar o excesso de Apenas coletar fluxo
(NaCl (0.136 M, KCI (0.0027 M), uréia e proteinas. liberado.
Na,HPO412H,0 (0.008 M), KH,PO,
(0.0147 M)) + 5 mM Imidazole

PBS + 40 mM Imidazol 2X 4 mi
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 purificacdo de proteinas utilizado para

obtencao da r-p24.

Solucbes Quantidade de lavagens Volume

Tampdo Salina Fosfatase (PBS) (NaCl 2X — para tirar 0 excesso de 5ml.

(0.136 M, KCI (0.0027 M), uréia e proteinas.
Na,HPO412H,0 (0.008 M), KH,PO,
(0.0147 M)) + 5 mM Imidazole

PBS + 40 mM Imidazole 2X 2ml.

PBS + 250 mM Imidazole 2X 2ml.

PBS + 1 M Imidazole 2X 2ml.

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

3.6. Diagndstico confirmatério e
determinacdo da ocorréncia do FIV na
regido metropolitana de BH

3.6.1. Western blot

Para validacdo da reatividade da r-p24 e
diagndstico confirmatorio para determinacgao
da ocorréncia do FIV na regido
metropolitana de Belo Horizonte, foi
empregado a técnica de Western blot de
acordo com Egberink et al. (1991), com
algumas modificacBes: o0s géis de
separacao foram preparados a 12,5% e 5%
respectivamente, de acordo com o item
3.5.2.

Foram utilizados 5 ul de marcador
BenchMark™Pre-Stained Protein Ladder
(Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA) , e 3,14 pug/cm da r-p24 (0,095
pg/animal) diluidos em tampéo de amostra
2X contendo 2-mercaptoetanol (Merck,
Darmstadt,Germany). Apés a corrida
eletroforética em tampdo Tris-Glicina 1X
(Tris 25 mM, Glicina 0,25 mM, SDS 0.1% e
agua destilada g.s.p 1 L) por 70 minutos a
110 volts, foi realizada a transferéncia dos
produtos do gel de poliacrilamida para uma
membrana de nitrocelulose 0.45 pm HATF
(Millipore Indistria e Comércio LTDA, SP,
Brasil).

A transferéncia foi realizada em tampéao de
transferéncia 1X (Tris 25 mM, glicina 192
mM, SDS 0,02%, metanol 20% e agua
destilada g.s.p 1 L), a 280 miliamperes (mA)
por 120 minutos. Apés a transferéncia, a
membrana de nitrocelulose foi cortada em
tiras individuais com aproximadamente 5
mm de largura e colocadas em canaletas de
incubagcdo com um volume final de 250 pl,
para iniciar a reacdo de immunobloting. As
tiras foram, entdo, submergidas com
solucdo de bloqueio (TBS 1X - Tris Buffered
Saline (Tris 20 mM, NaCl 150 mM, em agua
destilada g.s.p 1 L, pH 7,5 adicionado de
5% leite em p6 desnatado) mais soro de
gato nas diluicbes de 1: 10 e 1:100 por 1
hora, em temperatura ambiente, sob
agitacdo. 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, , Newberg, OR, USA) na
diluicdo de 1:1000 deixando por 1 hora, em
temperatura ambiente, sob agitacdo e 3
lavagens com TBS 1X + 0,05% Tween 20. A
revelacdo foi realizado utilizando-se 250 pl
DAB (Sigma Aldrich, VA, USA) de acordo
com o protocolo do fabricante e a reacéo foi
interrompida com &agua destilada. Em
seguida as tiras foram visualizadas e
fotografadas.
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3.7. Padronizagéo do r-p24 ELISA
3.7.1. Padronizacédo do r-p24 ELISA

A técnica de ELISA indireto foi estabelecida
de acordo com Reis (1997) com algumas
alterag@es: inicialmente, as placas de ELISA
(Maxsorb, Nunc, Hampton, NH, USA) foram
adsorvidas com trés diferentes
concentracdes do antigeno recombinante r-
p24 (250 ng, 500 ng e 1 pg/poco) em
tampdo carbonato 0,015 M/bicarbonato
0,035 M pH 9.6), a 4 °C por 18 horas. Em
seguida a placa foi lavada duas vezes (200
pl cada) com PBS 1X + Tween 20 (0,05%).
Apos as lavagens, foi realizado bloqueio dos
sitios inespecificos de ligagéo, incubando-se
com PBS 1X adicionado de 5% leite em pé
desnatado por 1 hora em temperatura
ambiente. Novamente, foram realizadas
duas lavagens (200 pl cada) com PBS +
Tween 20 (0,05%). Em seguida diluicdes
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 pdé desnatado, e 100 pl de cada
diluicdo, foram adicionados em cada poco
da placa deixando por 1 hora em
temperatura ambiente. Seguiu-se trés
lavagens com PBS 1 X + Tween 20 (0.05%),
e foram testadas diluicbes seriadas entre
1:5000 e 1:7500 do conjugado (HRP
Conjugated Goat anti-Cat 1gG Fc
(Immunology Consultants Lab, Newberg,
OR, USA) em 100 pl de PBS 1 X adicionado
de 2% leite em p6 desnatado, em cada pogo
da placa, deixando reagir por 1 hora em
temperatura ambiente. Trés novas lavagens
foram realizadas com PBS 1X + Tween 20
(0.05%) e foi adicionado em cada pogo 100
pul do substrato para peroxidase (acido
citrico 0.1 M, fosfato de sé6dio 0.2 M, H,0,
(30  volumes) (MERCK, Darmstadt,
Germany) na diluicdo 1:1150 e 0.3 mg/ml de
Orto-fenil-diamina (OPD) (Sigma Aldrich,
VA, USA), incubando-se por 15 minutos.
Seguido este periodo a reacao foi
interrompida com 40 ul de H,SO,4 (4 M) e foi
realizada a leitura a 490 nm. Todos 0s soros
foram avaliados em duplicata.
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Apés as andlises foi estabelecida a
utilizagdo da diluicdo de 1: 320, 250 ng e
1:7500 das diluicdes do soro, concentracao
do antigeno e diluigdo do conjugado,
respectivamente, para o diagnéstico indireto
da infecgédo pelo FIV pela técnica de ELISA,
visando o estabelecimento do diagnoéstico
de alta sensibilidade e especificidade.

Apés padronizacao, todas as 150 amostras
foram testadas nestas condicdes.

3.8. Andlise estatistica

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

3.8.1. Definicdo 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 analise da distribuicdo entre
negativos e positivos ao ELISA, quando
comparado ao teste ouro. Determinou-se o
ponto de corte convencional e o equilibrio
entre especificidade e sensibilidade foi
avaliado. Todos os dados foram verificados
de acordo com o método “Tabela
Contingéncia” — x 2 (teste qui-quadrado) com
nivel de confianga a 95%. Os atributos
intrinsecos do teste foram avaliados através
da anadlise da sensibilidade, especificidade,
valor preditivo positivo (VPP) e valor
preditivo negativo (VPN). Em seguida foi
calculado o indice Kappa para andlise da
concordancia 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 indice Kappa para analise da
concordancia entre os mesmos (tabela 1).



3.8.3. Andlise da ocorréncia de FIV na
regido metropolitana de Belo Horizonte,
Minas Gerais

Para analise da ocorréncia foram utilizados
os resultados obtidos a partir da PCR e do
SNAP Combo Plus das 78 amostras
coletadas na regifio metropolitana de BH,
MG. Os resultados conflitantes foram
confirmados através da técnica de Western
blot. A andlise estatistica foi realizada a
partir da tabela de contingéncia do X° (p <
0,05).

1:10 1:100 1:10

0 -

4. RESULTADOS
4.1. Purificac&o dar-p24

A partir dos resultados obtidos em cada
protocolo (Quadros 1 e 2), concluiu-se que o
protocolo 2 apresentou melhor eficiéncia,
proporcionando maiores concentracdes da
r-p24 (0,22 pg/ ul) quando comparado a
0,082 pg/ul obtido pelo protocolo do quadro
1.

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

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

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

Figura 1 - Andlise da reatividade da r-p24 através da técnica de Western blot utilizando-se
soros de gatos infectados pelo FIV nas diluicdes de 1:10 e 1:100 e conjugado na diluicdo de

1:1000.

4.3. Padronizagéo do r-p24 ELISA
4.3.1. Padronizacdo e ponto de corte

O ELISA indireto foi padronizado com as
seguintes condi¢des: 2.5 ng/ml (250 ng da r-
p24/poco), soro na diluicho de 1:320 e
conjugado na diluicdo de 1:7500. Nestas
condicdes obteve-se uma maior
discriminagdo entre soros positivos e
negativos (150) baseado nos resultados do
SNAP COMBO (IDEXX) teste ouro utilizado
como referéncia nesta padronizacgéo (fig. 2).

A andlise do ponto de corte convencional
(fig. 3) e do ponto de corte através da curva
ROC buscando o equilibrio entre
especificidade e sensibilidade (fig. 4)
mostrou que n&o houve variagdo entre as
analises. Devido a andlise do ponto de corte
com a curva ROC comparar o teste em
todos os limiares de decisdo considerados e
ndo somente um par de sensibilidade e
especificidade, o ponto de corte foi
padronizado em 0,528.
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Figura 2 - Grafico representando a distribuicdo por densidade 6ptica (DO) dos soros em r-p24
ELISA comparada ao SNAP Combo Plus (Idexx Laboratories Inc One Idexx Dr, Westbrook,
USA).

ELISCONVSNAP

SNAPcod 0 1 Total

0 110 8 118

1 1 31 32

Total 111 39 150
ROC —Asymptotic Normal—
Obs Area std. Err. [95% conf. Interval]
150 0.9505 0.0195 0.91231 0.98864

Figura 3 — Andlise do ponto de corte convencional através da distribuicao da densidade Optica
(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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ELISSNAPP528

SNAPcod 0 1 Total

0 110 8 118

1 1 31 32

Total 111 39 150
ROC —Asymptotic Normal—
obs Area std. [95% conf. Interval]
150 0.9505 0.0195 0.91231 0.98864

Figura 4 - Andlise do ponto de corte através da curva ROC buscando o equilibrio 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 intrinsecos 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
possuia ou nédo anticorpos contra FIV,
encontrou-se VPP = 79% e VPN = 99%. A
concordancia entre os dois testes foi de
0.83 no indice Kappa (fig. 4).

4.4, Analise comparativa entre os testes SNAP, r-p24 ELISA, Western blot e PCR

Tabela 1 - Analise comparativa entre os testes ELISA, Western blot e PCR quando comparados

ao SNAP Combo Plus

ELISA
SNAP Negativo Positivo Total Sens. % Esp. % Kappa VPP % VPN %
Combo Plus
Negativo 110 8 118 93 0.8344 79 99
Positivo 1 31 32
Total 111 39 150
Western blot
SNAP Negativo Positivo Total Sens. % Esp. % Kappa VPP % VPN %
Combo Plus
Negativo 116 2 118 98 0.9411 94 99
Positivo 1 31 32
Total 117 33 150
PCR
SNAP Negativo Positivo Total Sens. % Esp. % Kappa VPP % VPN %
Combo Plus
Negativo 113 5 118 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 indice 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 Western ELISA
Plus blot

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. Ocorréncia de FIV na regido
metropolitana de Belo Horizonte, Minas
Gerais

A tabela de contigéncia (tabela 3)
demonstra a distribuicdo dos animais
infectados por FIV por género. Nao houve
diferencas estatisticas significantes a partir

do teste )(2 para a infeccdo entre machos e
fémeas (p < 0.05).

Todos o0s animais infectados eram
assintométicos e possuiam mais de 1 ano
de idade. Dos animais infectados, apenas
um apresentou-se também positivo para
FeLV no teste SNAP Combo Plus.

Tabela 3 - Ocorréncia do virus da imunodeficiéncia felina na regido metropolitana de Belo

Horizonte, MG.

Fémeas 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. DISCUSSAO

Os testes para o diagnostico do FIV
baseiam-se na deteccdo de anticorpos que
reconhecem proteinas estruturais do virus
como a p24, a pl5 e uma das glicoproteinas
do envelope viral, a gp40 (Teixeira et al.,
2010; Rosati et al., 2004). Alguns autores
descreveram a utilizagdo de antigenos
recombinantes em testes imunoenzimaticos
altamente sensiveis e especificos para o
diagndstico do FIV (Calzolari et al.,, 2005,
Avrameas et al., 1993; Rosati et al., 2004).

No presente estudo, o ELISA indireto
padronizado utilizando o] antigeno
recombinante r-p24, apresentou
sensibilidade de 97%, especificidade de
93% e indice Kappa de 0.83 quando
comparado ao teste ouro SNAP Combo
Plus. O SNAP Combo Plus € um teste
comercial imunocromatogréfico
sensibilizado com 0s antigenos
recombinantes p24 e gp40 do FIV e
anticorpo monoclonal anti a proteina 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 analise da absorbancia de
amostras individuais, e aquelas que
apresentarem perfil duvidoso podem ser
confirmadas através de um teste mais
especifico.

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 decisdo considerados.
Xu et al. (1997) também obtiveram maior
sensibilidade e especificidade do teste
utilizando este método. De acordo com o0s
mesmos autores, a decisdo do ponto de
corte depende da finalidade do teste. Em
FIV o maior risco é deixar que gatos
positivos assintométicos sejam veiculadores
do virus, contudo é necessério testes de
diagnéstico que  apresentem maior
sensibilidade, sendo a confirmag¢éo quando
necesséria, 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,
nao foi possivel definir bem uma area de

indefinidos, devido a linearidade das
amostras.

Kashiwase et al. (1997) demonstraram
durante a padronizacdo de um ELISA de
captura utilizando anticorpo monoclonal in
vitro que a proteina p24 recombinante
apresenta alta reatividade em testes
sorolégicos como o ELISA e o Western blot.
Os mesmos autores encontraram uma boa
linearidade em seus resultados e um limite
de deteccdo de 40 pg/ml, o que
provavelmente est4 relacionado a utilizagdo
de anticorpo monoclonal. Calzolari et al.
(1995) utilizando antigenos recombinantes
de superficie (SU), transmembrana (TM) e
capsideo (CA), descreveram testes ELISA
indiretos para o diagnostico do FIV e
encontraram uma sensibilidade de 63% e
especificidade de 100%, o que difere do r-
p24 ELISA, que apresentou maior
sensibilidade ao diagnostico do FIV.
Entretanto, teste padronizado neste estudo
apresentou sensibilidade semelhante ao
ELISA padronizado por Calzolari et al.
(1995) utilizando a proteina recombinante
TM, que apresentou uma sensibilidade de
98% e uma especificidade de 97%. Vérios
autores ja demonstraram em retrovirus que
proteinas transmembranas apresentam
maior imunogenicidade que as proteinas do
capsideo (Chong et al., 1991; Fontenot et
al., 1992). Entretanto, CA é a proteina
majoritaria  do core viral, altamente
conservada e nao glicosilada. Estes fatores
indicam CA como uma das proteinas de
eleicdo 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 utiizagdo de ambos antigenos
recombinantes (CA e TM) em um Unico
teste de diagnéstico aumentam a
sensibilidade do mesmo. Hartmann et al.
(2007) compararam  diversos testes
comerciais de diagnéstico para o FIV e
demonstram que o0s testes que utilizam
antigenos recombinantes CA e TM
apresentam maior sensibilidade e

25



especificidade. Avrameas et al. (1993)
utilizando peptidios sintéticos para as
proteinas SU e TM (P237) detectaram
através do ELISA 100% dos animais
infectados, demonstrando que a utilizacao
de antigenos sintéticos também séo
importantes ferramentas no diagnéstico do
FIV.

Hosie e Jarret (1990) através de seus
estudos relataram que testes sorolégicos
podem gerar resultados falsos positivos
devido a sua baixa especificidade.
Portando, o diagnéstico deve ser associado
ao diagnostico clinico e ao estilo de vida do
animal. Animais positivos com baixo risco de
infeccdo devem ter seus testes confirmados
através de um método mais especifico
(Teixeira et al., 2010). Resultados falsos
negativos podem ser encontrados na fase
terminal da doenca, devido a
imunossupressao caracteristica dos animais
infectados (Teixeira et al., 2010). Mortola et
al. (2004) relata que para diminuir o risco de
infeccdo de animais ndo infectados é
necesséria a utilizacdo de testes de
diagndsticos altamente sensiveis.
Entretanto, quando houver davidas quanto
ao resultado deve-se fazer um teste mais
especifico, 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 relacdo 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 € o melhor
teste confirmatério para o diagnostico do
FIV. Alvarez et al. (2007) e Thorn et al.
(1987) também demonstraram que o
Western blot € um bom teste confirmatério
para o virus da anemia infecciosa equina
(EIAV) e para o HIV. Contudo, o r-p24
ELISA quando comparado ao Western blot
apresentou um indice Kappa de 0.84.

Alguns autores relataram variacdes nos
resultados obtidos a partir de testes
sorolégicos e moleculares (Bienzle et al.,
2004; Mortola et al., 2004; Teixeira et al.,
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2010) neste estudo também foi observado
divergéncias entre resultados dos testes
realizados (tabela 2). A PCR pode
apresentar resultados duvidosos, devido a
acentuada variabilidade genética do FIV,
iniciadores especificos para apenas um
subtipo, baixa carga viral durante um
periodo prolongado de infeccao, falhas nos
processos de extracdo de DNA e/ou RNA e
por preparacdes inadequadas dos
componentes de PCR (Caxito, 2003;
Bachmann et al.,, 1997; Pedersen et al,,
1989; Bienzle et al., 2004). Neste estudo foi
possivel verificar variagbes entre o r-p24
ELISA e a PCR (Kappa 0.76). Para
utilizacdo da técnica de PCR séo
necessarios profissionais bem treinados e
uma boa padronizacdo da técnica. E
também, sdo necessarios mais estudos para
verificar possiveis variacdes nucleotidicas e
até mesmo possiveis novos subtipos do FIV
no Brasil para garantir uma melhor
padronizacdo e acuricia do diagndstico
molecular.

Ao avaliar a ocorréncia de FIV na regido
metropolitana de BH foi encontrada uma
ocorréncia de 3,85% para FIV e 17,95%
para a infeccdo pelo FelLV na regido
metropolitana de Belo Horizonte. Estes
resultados foram diferentes dos resultados
encontrados para FIV em Sao 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 Sdo Paulo e Rio de
Janeiro, respectivamente. A taxa de
infeccédo pelo FIV de 3.85% encontrado em
nosso estudo em animais assintomaticos
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 infecgéo
de 13,95% nos gatos doentes, o0 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),



em Sdo Paulo também mostraram que a
infeccdo 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 infeccdo de FIV e FelLV em
machos e fémeas ndo apresentou diferenca
estatistica, provavelmente, devido ao
pequeno numero amostral. Para uma
melhor andlise seria necessario testar um
namero maior de amostras. Estes
resultados sdo semelhantes aos
encontrados por Souza et al. (2002) no Rio
de Janeiro e Teixeira et al. (2007) em Belo
Horizonte.

A taxa de infeccdo de FIV e FelLV
encontrada no presente estudo em gatos de
abrigos foi inferior a taxa de 4,14% e 32,5%
encontrados por Teixeira et al. (2007) em
Belo Horizonte. No entanto, estes resultados
estdo em conformidade com os resultados
encontrados por Caxito et al. (2006), no qual
0s gatos de abrigos (3,05%) tinham uma
maior porcentagem da infeccdo pelo FIV
quando comparado aos gatos de rua
(1,11%) e Lara et al. (2008) que encontrou
uma prevaléncia de 23,1% em gatos de
abrigos e 5,9% em gatos de rua. As altas
taxas de infeccdo por estes virus estédo
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 possuiam mais de
um ano de idade. Hosie et al. (1989),
mostraram que a infeccdo ocorre mais
comumente ap6s o primeiro ano de idade e
sua prevaléncia é maior em gatos idosos.
Estudos sorolégicos mostraram a presenca
de anticorpos anti-FIV em Sado 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
ocorréncia sdo elevadas se comparadas a
do presente estudo, provavelmente porque
alguns métodos sorolégicos sdo menos
especificos e podem gerar resultados falso-
positivos, de acordo com Hosie e Jarret
(1990). Contudo, a obtencdo de um
diagndstico confiavel é importante porque o

FIV é transmissivel e infeccioso e ocasiona
uma doencga incuravel.

Testes sorolégicos possuem suas
limitacdes, de modo que a confirmacdo dos
resultados positivos no ELISA por Western
blot é recomendada (Hosie et al., 2009).
Estudos epidemiologicos da infeccao pelo
FIV e FelLV s&do essenciais para a
prevencdo da disseminacdo do virus em
gatos domésticos. O diagndstico precoce da
infeccdo pelo FIV e FeLV é a principal forma
de prevencdo, ja que 0s animais
imunodeprimidos  sdo  susceptiveis a
infeccBes por outros patégenos (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 patdgenos para 0
homem.

6. - CONCLUSOES

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

A partir da anélise dos dados foi possivel
verificar que o ELISA indireto utilizando o
antigeno recombinante r-p24 apresentou
uma alta sensibilidade e boa especificidade
para o diagnostico 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 diagnéstico do FIV, j& que foi
desenvolvido a partir de tecnologia nacional
e tende a ser mais em conta que os kits
importados.
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