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RESUMO

A deteccdo acurada das doencas infecciosas de felinos causadas pelo FIV (virus
da imunodeficiéncia felina) e pelo FeLV (virus da leucemia felina), € uma necessidade
marcante no atendimento clinico desses animais. Atualmente, € preconizado que o
exame seja realizado em todos os animais que chegam ao consultorio para o primeiro
atendimento, para que, a partir do resultado, o protocolo vacinal seja pensado de
maneira personalizada e as indicacdes de cuidados especificos passadas aos tutores
corretamente. Conta-se, na rotina clinica, com os exames baseados em imunoensaios
enziméaticos diretos e indiretos (ELISA); e a nivel académico, dispbe-se de
metodologias como Western blot, imunofluorescéncia indireta (IFI), reacdo em cadeia
de polimerase (PCR) e isolamento viral. O presente trabalho tem o objetivo de comparar
os resultados dos exames de FIV e FeLV obtidos através de imunoensaio ELISA
realizados no LACVet/UFRGS e PCR realizados no Laboratério de Virologia do
Instituto de Ciéncias Bésicas da Saude (ICBS)/UFRGS dos mesmos pacientes. O estudo
revelou 29,26% de soropositividade para FeLV e 24,39% para FIV nos testes baseados
em imunoensaios enzimaticos superando as prevaléncias encontradas ao utilizar a
técnica de PCR, que foram de 3,38% para FIV e 9,60% para FeLV. Comparando 0s
resultados podemos observar uma diferenca importante que deve motivar um estudo
comparativo mais amplo e aprofundado para que seja possivel determinar a
concordancia real entre os dois métodos, possivelmente comparando-os aos métodos de

diagndstico considerados padrdo ouro para cada virus.
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ABSTRACT

The accurate detection of infectious cat diseases, FIV and FelLV, is a great
need in the clinical care of these animals. Currently, it is recommended to test all
felines that seek medical attention for the first time, so that the immunization protocol is
designed in a personalized manner and the specific care instructions passed to the
tutors as correctly as possible. The retroviral status of all cats should be known due to
the serious health consequences of infection that influence patient management both in
illness and wellness care. Routine diagnostic screening relies on snap tests that uses
direct and indirect enzymatic immunoassays (ELISA). In academic level, methodologies
such as Western Blot, Indirect Immunofluorescence (I1F), Polymerase Chain Reaction (
PCR) and Virus Isolation are available. This study aims to compare the results of FIV
and FeLV status obtained by ELISA immunoassay performed in LacVet / UFRGS and
PCR from the same patients. The study revealed 29.26 % of seropositivity for FeLV and
24.39 % for FIV which exceeds the prevalence found with the PCR technique (3.38 %
for IVF and 9.60% for FeLV). Comparing the results is possible to see an important
difference that should motivate a larger study possibly comparing them to the
diagnostic methods considered gold standard for each virus in order to determine the

actual agreement between the two methods.
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1 INTRODUCAO

A clinica médica de felinos vem ganhando grande destaque no mercado de
atuacdo do médico veterinario. Esse fato é atribuido ao aumento do nimero de felinos
nos domicilios e também & crescente exigéncia de conhecimentos especificos que 0s
tutores desses animais exigem dos profissionais da area, que devem, portanto, buscar
especializacdo e aprimoramento em medicina de felinos. E nesse cenario que se
apresentam, com grande importadncia clinica e populacional, as doencas
infectocontagiosas de felinos causadas pelo FIV (virus da imunodeficiéncia felina) e
pelo FeLV (virus da leucemia felina).

Animais ndo domiciliados, semi-domiciliados ou domiciliados com acesso a rua
possuem maiores taxas de infeccdo (LEVY, 2005). Devido a alta representatividade
dessas doencas na populacdo de felinos e da influéncia na expectativa e qualidade de
vida de vida dos animais, as mais recentes diretrizes sobre retroviroses felinas (LEVY,
2005) recomendam que todo felino atendido em um servico de salde veterinaria seja
testado para FIV e FeLV durante a consulta. O mesmo documento deixa claro a
relevancia do teste quando menciona que individuos positivos nem sempre apresentam
sinais clinicos da doenca, mas permanecem portadores e disseminadores do virus dentro
da populacdo. No entanto, para que o teste dos gatos torne-se rotina nos consultorios, é
imprescindivel a existéncia de uma metodologia acurada com alta sensibilidade e
especificidade, para que a deteccdo rapida dos virus possa ser aplicada de forma prética
e confiavel pelo médico veterinario durante a consulta de rotina.

Existem diferentes metodologias capazes de detectar os patdgenos em questdo:
imunoensaios enzimaticos (ELISA) tradicionais, kits rapido de ELISA (testes rapidos),
Western blot, imunofluorescéncia indireta (IFI), reagdo em cadeia da polimerase (PCR)
e isolamento viral (ADAM e DANDRIEOUX, 2011). Entretanto, apenas 0S ensaios
imunoenzimatios, até o momento, sdo oferecidos em formato de kit rapido no Brasil,
atendendo a necessidade de resultados prontamente disponiveis. Diagndsticos baseados
apenas em exames clinicos sdo altamente ineficazes segundo Richards (2003), visto que
0 virus pode estar presente sem ainda ter causado nenhum sinal clinico.

O kit rapido de ELISA é amplamente utilizado na pratica do médico veterinario
para deteccdo de anticorpos, no caso da FIV, e do antigeno, no caso da FeLV devido a
sua praticidade. Segundo o laboratério que confecciona o teste e alguns estudos
académicos (SAND et al., 2010; GRUFFYDD-JONES, 2006) esses testes apresentam



elevadas sensibilidade e especificidade: 98,6% e 98,2% para FeLV e 93,5% e 100%
para FIV, respectivamente. As demais técnicas (Western blot, PCR e IFI) sdo utilizadas
principalmente em ensaios académicos devido ao tempo, materiais especificos e
técnicos treinados necessarios para a sua realizacéao.

O presente trabalho objetivou realizar um estudo retrospectivo sobre os
resultados dos testes rapidos ELISA de FIV e FeLV disponiveis no banco de dados do
LacVet/UFRGS e comparar os resultados obtidos com a avaliagdo das mesmas amostras
no Laboratorio de Virologia da UFRGS com a metodologia de PCR, buscando verificar

se 0s exames obtiveram resultados semelhantes.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 Leucemia Viral Felina

A Leucemia viral felina (FeLV) é uma doenca infecciosa de felinos domésticos e
selvagens causada por um Gammaretrovirus RNA de fita simples da familia
retroviridae, subfamilia oncoviridae. Segundo Jarret (1999), o virus da FeLV foi o
primeiro retrovirus felino descoberto em 1964, enquanto investigava a causa de
ocorréncia de grupos de individuos com linfomas em casas com mdltiplos gatos na
Escocia.

Gatos machos jovens, entre um e seis anos, com acesso a rua compdem,
principalmente, o grupo de risco para a infecgdo. Fernandes (2015) cita um risco 22,9
vezes maior de soropositividade em felinos de até trés anos. Felinos oriundos de gatis e
residéncias com alta densidade populacional (mais de trés felinos) também pertencem
ao grupo de risco. A principal via horizontal de infec¢éo é o contato prolongado com a
saliva e secrecdes nasais de gatos infectados, através da auto-higienizacdo, lambedura
muatua e o compartilhamento de fontes de agua e comida. A transmissdo vertical
transplacentaria, por lactacdo e por via venérea sdo menos importantes (NELSON e
COUTO, 2010).

O virus esta distribuido mundialmente e a soroprevaléncia varia de acordo com a
regido e a populacdo analisada. Em estudo de Levy et al (2006), a prevaléncia da
antigenemia de gatos da Ameérica do Norte foi de 2,3 % e, no Japdo de 2,9%
(FROMONT, PONTIER e LANGLAIS, 2003).

Assim como todos os retrovirus, a replicacdo no hospedeiro depende da
producdo da enzima transcriptase reversa que faz a inser¢do de uma fita de RNA viral
no genoma do hospedeiro, resultando na formacdo de um DNA pro-viral que ira se
integrar 0 DNA da célula e garantir a sua manutencdo. Nas divisfes subsequentes das
células do hospedeiro, o pré-virus serve como molde para a formagdo de novas
particulas virais que sdo liberados através da membrana celular por brotamento
(NELSON e COUTO, 2010). O genoma viral é constituidos pelo genes gag, pol e env.
(TOMONAGA et al., 1992). O gene gag € o antigeno especifico que codifica as
proteinas do nucleocapsideo p15e, p12, p10 e p27 (JARRET, 1999). A proteina p27 tem
fungéo diagndstica, pois é a proteina identificada nos testes ELISA e é encontrada nas
células infectadas, sangue periférico, lagrimas, saliva e secre¢des. O gene pol codifica a

enzima transcriptase reversa e o gene env codifica as proteinas de envelope
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(TOMONAGA et al.,, 1992). A glicoproteina de envelope 70 (gp70) contém os
antigenos dos subgrupos A, B, ou C que sdo associados a infectividade, viruléncia e
doenca causadas por diferentes linhagens dos virus, e a proteina do envelope p15e induz
a imunossupressao (NELSON e COUTO, 2010).

A infeccdo por FeLV tem distribuicdo mundial. A soroprevaléncia da infeccéo
varia geograficamente e depende da populacdo de gatos testados. No Brasil, ha registros
de 12% de prevaléncia no Distrito Federal (MARTINS, 2012), 0,78% em S&o Paulo
(SANTOS, 2013), e 12,59% em Uberlandia, Minas Gerais (BARBOSA, 2001), entre
outros.

O virus se replica inicialmente na orofaringe e a infeccdo pode ter quatro
desfechos: infeccéo abortiva, infecgdo regressiva, infeccdo progressiva e infeccéo focal
ou atipica (WILLETT e HOSIE, 2013). A defini¢do sobre qual tipo de infeccdo sera
estabelecida no organismo se da de acordo com o status imunolégico do felino e a
resposta ao virus. Felizmente, o contato com o virus ndo garante a infec¢do e a infecdo
ndo garante a viremia persistente ou a doenca (NORSWORTHY, 2009). Evidéncias
sugerem que a interacdo entre o hospedeiro e 0 virus nas primeiras quatro semanas apos
a exposicdo pode resultar em falha do sistema imune do hospedeiro em conter a
replicacdo viral nos linfonodos, epitélio, e células precursoras de medula dssea ou em
resposta imune bem sucedida resultando em abortamento da replicagéo viral (TORRES,
MATHIASON e HOOVER, 2005).

A infeccdo abortiva ocorre em gatos cujo sistema imunoldgico competente é
capaz de evitar a replicacdo viral através de uma resposta efetiva humoral e celular.
Desta forma, na infec¢do abortiva ndo ocorre a primeira viremia. Os felinos capazes de
abortar a infeccdo nesse estagio possuem altos niveis de anticorpos neutralizantes, e ndo
é possivel detectar nem antigeno viral ou RNA viral ou pro-virus no sangue periférico
desses animais, (TOMONAGA et al., 1992). Esse estagio é encontrado em uma parcela
muito pequena dos felinos infetados pelo virus.

A infeccdo regressiva ocorre quando o virus consegue replicar no hospedeiro e
estabelecer a primeira viremia mas, por vezes, antes mesmo de alcancar a medula déssea,
0 sistema imune é capaz de debelar a infecgdo, restringindo o virus a forma de proé-
virus. Inicialmente, células mononucleadas infectadas disseminam a infeccdo e, nesse
momento, os testes diagnosticos sdo capazes de detectar o virus e o felino é transmissor.
A fase virémica, entretanto, dura poucas semanas a meses. Apos essa fase, mesmo que o

organismo hospedeiro consiga conter a infeccdo, cdpias do prd-virus permanecem nas
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células precursoras da medula 6ssea. Assim, o felino sera diagnosticado como negativo
para a presenca do virus nos testes diagndsticos que utilizam sangue periférico, mas é
considerado positivo pela permanéncia do pro-virus na medula. Essa fase é conhecida
por “infecgdo latente”. Nesse estagio, o pro-virus fica restrito a medula 6ssea e nao é
perceptivel aos testes que utilizam sangue periférico para diagnostico, entretanto, testes
baseados em reacdo de cadeia da polimerase de células de medula 6ssea serdo capazes
de detectar o agente.

A infeccdo progressiva é o quadro mais grave da leucemia viral felina, no qual
ha viremia e desenvolvimento de doencas associadas a infeccdo. O sistema imune do
animal ndo é capaz de conter a replicacdo viral, e ocorre a disseminacdo do virus aos
tecidos linfoides, medula dssea, mucosas e glandulas (MORGADO et al., 2000). Os
testes diagnosticos serdo persistentemente positivos nesse tipo de infeccdo. Felinos que
sdo acometidos pela infeccdo progressiva tém expectativa de vida limitada a alguns
anos.

Enquanto aproximadamente 30% dos animais que tiveram contato com o virus
desenvolvem infecdo progressiva e doencas relacionadas ao FeLV, ao menos duas vezes
esse numero de animais (aproximadamente 60%) desenvolvem infeccdo regressiva
(TORRES, MATHIASON e HOOVER, 2005).

A infeccdo focal é caracterizada pela replicacdo do virus exclusivamente em
tecidos especificos, tais como glandula maméria, bexiga ou olhos. E possivel que haja
uma pequena ou intermitente producdo de antigenos fazendo com que os felinos com a
infeccdo abortiva possam ter resultados fracamente positivos ou discordantes nos testes
diagndsticos (MORGADO et al, 2000).

Cattori et al. (2008) relatam que ao desafiar 11 gatos SPF (livres de patdgenos
especificos) com FeLV-A via intraperitoneal, o resultado obtido foi: cinco gatos
persistentemente infectados e seis gatos com infecgéo regressiva, sendo um felino com
infecgdo transitdria e cinco animais que nunca desenvolveram viremia detectavel.

Uma caracteristica importante das retroviroses € a persisténcia no hospedeiro,
que ¢ alcancada por dois mecanismos: integrando ao DNA do hospedeiro uma cépia do
DNA viral (originado no RNA viral a partir da enzima transcriptase reversa) e evadindo
das respostas imunes focadas nos virus. A evasdo pode ser alcancada por diversas vias,
tais como a laténcia, como na infecgcdo regressiva, a persisténcia em uma associacdo

extrema com as células dos hospedeiros imunocompetentes, e a indu¢do de um estado
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de “inércia” ou imunotolerancia aos antigenos virais, que permite a manutencdo do
virus sem obstaculos no hospedeiro (JARRET, 1999).

As manifestagdes clinicas da infecgdo pelo virus variam de acordo com o local
de insercdo do pro-virus no DNA da célula hospedeira e da recombinacdo genética
resultante, podendo ser classificado em, ao menos, quatro subgrupos: A, B, C
(FROMONT, PONTIER e LANGLAIS, 2003) e T (DUNHAM e GRAHAM, 2008). O
FeLV-A é a forma transmissivel, responsavel por hemdlise, neoplasias hematopoiéticas
e considerado menos patogénico que os outros subgrupos. O FeLV-B € resultado da
recombinacéo na regido do gene env in vivo do FeLV- A e é responsavel por linfomas,
leucemias e mielodisplasias em um periodo relativamente curto. Ja o FeLV-C acontece
através de mutacfes em qualquer gene do FeLV-A e se caracteriza por promover
anemia aplasica arregenerativa (FROMONT, PONTIER e LANGLAIS, 2003).

Em relacdo ao diagndstico, existem inUmeros métodos aptos a serem utilizados
para identificar o virus. FROMONT, PONTIER e LANGLAIS (2003) referem que em
gatos virémicos, os antigenos virais sdo abundantes no sangue, entretanto a quantidade
de anticorpos especificos contra FeLV é muito pequena. Por isso, o FeLV ¢
normalmente detectados por ensaios comerciais baseados em ELISA com deteccdo de
antigenos. Na pratica veterinaria, 0 ELISA normalmente € utilizado em sua forma de
teste rapido, devido a sua praticidade, custo baixo, 6timos indices de sensibilidade
(98,6%) e especificidade (98,2%), além da presenca de controles positivo e negativo.
Ainda assim, o ensaio diagnostico padrdo ouro para confirmacdo da leucemia viral
felina permanece sendo o isolamento viral. O virus também pode ser detectado por
ensaios utilizando técnicas de Western Blot, PCR e imunofluorescéncia indireta (IF1).

De acordo com Levy et al (2005), devem ser testados animais doentes mesmo
que possuam resultado negativo no passado, filhotes ou adultos antes de serem adotados
(adquiridos ou adotados), felinos que tem acesso a rua ou convivem com animais
positivos, apds incidentes envolvendo brigas/mordeduras, antes de iniciar o protocolo
vacinal e felinos doadores de sangue ou tecidos. Ndo h& restricdo de idade para a
realizacdo dos testes, visto que as principais metodologias utilizadas baseiam-se na
deteccdo do antigeno, ndo sofrendo, dessa forma, influéncia dos anticorpos maternos.
Ha&, entretanto, a necessidade de respeitar um periodo de 30 dias ap6s o possivel
contagio para diminuir o risco de um resultado falso negativo. A vacinagdo néo interfere

no resultado.
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2.2 Virus da Imunodeficiéncia Felina (FIV)

O virus da imunodeficiéncia felina, assim como do virus da FeLV, é um
retrovirus RNA fita simples, mas pertence a subfamilia Lentiviridae. A primeira
descricdo da doencga foi em 1987 em um gatil onde muitos felinos apresentavam
doengas relacionadas ao estado de imunodeficiéncia (PEDERSEN, 1987 apud
MAGDEN et al., 2013).

Desde entdo, muito se tem estudado sobre o virus, em parte, devido a sua
similaridade com o HIV, visto que ele € morfologicamente similar ao virus humano,
mas antigenicamente distinto (NELSON e COUTO, 2010). O FIV tem sido utilizado
em modelos experimentais para se extrapolar dados para o virus humano e para se
providenciar qualidade de vida aos felinos soropositivos.

A principal via de transmissdo entre os felinos € a mordedura, sendo a
transmissao vertical (via Utero, intraparto, leite/colostro) incomum (LITSTER, 2014).
Estudos multifatoriais revelaram que idade, sexo, status imunoldgico e estilo de vida
tem associacdo positiva significativa com a soropositividade (RAVI, 2010). Felinos
machos, de acordo com Fernandes (2015), tém um risco de contagio 2,8 vezes maior
que fémeas nas mesmas situagoes.

Embora a mordida de um animal contaminado quase sempre garanta o contagio,
a taxa de progressao da doenca é variavel e refere que muitos felinos ndo apresentam
nenhuma evidéncia de imunossupressdo durante toda vida e morrerdo por causas nao
relacionadas a FIV, enquanto que outros progredirdo rapidamente e apresentardo sinais
graves da doenca (KANN et al., 2014).

O estabelecimento da patologia segue um padrao tipico observado nos lentivirus
de primatas, que comega com um periodo relativamente curto (semanas) de fase aguda
caracterizado pelo aumento da carga viral, episédios de pirexia, perda de peso,
linfadenopatia e neutropenia. Muitos desses sintomas iniciais desaparecem ao longo da
evolucdo para a fase latente, que é caracterizada por uma resposta imune antiviral
relativamente forte, baixo titulo viral, declinio gradual de células CD4+ e sinais clinicos
sutis que pode durar muitos anos (HARTMANN, 2012).

A fase terminal da infeccdo € marcada pela descompensacdo imunoldgica
(sindrome da imunodeficiéncia adquirida ou SIDA), exacerbacdo da carga viral

plasmatica e sintomas clinicos das infecGes causadas pelas infecgdes secundarias
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(GRANT et al., 2009).Via de regra, apenas 10% dos animais chegam a essa fase e sdo
necessarios varios anos para ela seja atingida.

Felinos naturalmente infetados pelo virus podem apresentar sinais clinicos de
febre, desordens hematopoiéticas, dermatite, otite, linfadenopatia, estomatite, gengivite,
doencas neurologicas, doencas oculares, perda de peso, letargia, anorexia, emaciacao,
cistite, nefrite, diarreia, abcessos, insuficiéncia/faléncia renal, doencas de pele, doencas
hepéticas e infecgdes de trato respiratorio superior (BARSANTI et al., 1996; RAVI,
2010). Os sinais clinicos normalmente sdo consequéncia de infec¢bes oportunistas,
neoplasias e/ou mielosupresssdo que sdo comuns ao longo do desenvolvimento da
doenga. Hartmann (2012) observou que, enquanto os felinos infectados por FeLV tem
62 vezes mais chance de desenvolverem linfomas ou leucemia por acdo direta do virus
qguando comparados com 0s animais soronegativos, os felinos infectados por FIV tem
um risco cinco vezes maior de desenvolvimento de tumores pela acdo normalmente
indireta do virus.

A imunossupressdo caracteristica da doenca é resultado da alteracdo progressiva
dos tecidos linféides com deplecdo timica, hiperplasia linfoide, plasmocitose e
finalmente deplecdo linfoide (GRANT et al., 2009). Essas alteracfes sdo responsaveis
pela diminuicdo de células CD4+ e linfocitos T no sangue periférico (RAVI, 2010). Ha
também alteracdo da funcdo dos macrdéfagos e mudancas no perfil de citocinas (BARR
et al., 2000). Essas acOes se devem a interacdo do virus com receptores especificos
celulares e, de acordo com Dunham e Graham (2008), pode-se afirmar que em relagédo
aos receptores celulares, assim como o virus da imunodeficiéncia humana, o virus da
FIV necessita de receptores primarios e secundarios. O receptor priméario é o CD134,
que é expressado nos linfocitos T CD4+, nos linfocitos B e macrofagos ativados. O
receptor secundario € o CXCR4, um receptor de quimiocitocina, que é analogo ao
utilizado pelo virus HIV.

O virus possui alto grau de diversidade genética e até 0 momento foi possivel
caracterizar 6 subtipos de FIV de acordo com caracteristicas moleculares dos genes env
ou gag (NAKAMURA et al., 2000). Embora a importancia clinica da identificacdo dos
subtipos ainda seja desconhecida (LITTLE, 2005), a distribui¢cdo dos subgrupos ja foi
pesquisada. Dunham e Graham (2008) citam a presenca do subgrupo A no norte dos
Estados Unidos e regido oeste da Europa, enquanto o subtipo B predomina no sul da
Europa e regido leste do territorio Norte-americano. Os subtipos F e U foram os mais

recentemente descobertos, nomeadamente nos Estados Unidos e Nova Zelandia
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(FERNANDES, 2015) Cita-se também a existéncia de varidveis recombinantes
(LITTLE, 2005) No Brasil, através de técnica de sequenciamento gendmico, Silva et al
(2014) encontraram apenas o subtipo B em todas as amostras analisadas provenientes
do estado do Rio Grande do Sul. Os mesmos autores referem que estudos realizados em
Sdo Paulo, Minas Gerais e Rio de Janeiro também identificaram apenas o subtipo B.

O virus tem distribuicdo mundial e a prevaléncia varia entre 2% em Taiwan a
24% na Australia (LITTLE, 2005). No Japdo, encontra-se a maior prevaléncia
registrada, com 28,9% dos gatos afetados (NAKAMURA et al., 2000). Nos Estados
Unidos, foi encontrada prevaléncia de 4,7% avaliando felinos doentes e provenientes de
grupos de risco (LITTLE, 2005) e no Brasil, Silva et al (2014) referem prevaléncia de
15,7%.

A American Association of Feline Practitioners (AAFP) recomenda que todos 0s
felinos sejam testados para retroviroses em determinados momentos, tais como: ao
serem adquiridos ou adotados, ao serem expostos a um gato sabidamente infectado e
previamente ao inicio do protocolo vacinal. Felinos doentes devem ser testados mesmo
se ja forem possuidores de resultado negativo no passado e apos incidentes envolvendo
mordedura. Animais com acesso a rua ou pertencentes a grupos de risco devem ser
testados anualmente.

Em relacdo ao diagndstico, deve-se levar em consideracdo que, devido aos altos
titulos de anticorpos anti-FIV séricos, grande parte das técnicas diagndsticas baseiam-se
na deteccdo de anticorpos, ao contrario do que ocorre com a leucemia. viral. O ensaio
imunoenzimatico realizado na forma teste réapido, assim como no FelLV, €é a
metodologia mais acessivel aos médicos veterinarios e conta com 6timos indices de
sensibilidade (93,5%) e especificidade (100%), além de custo razoavel. Para a
imunodeficiéncia felina, o teste padrdo ouro € o Western Blot, mas também podem ser

realizados PCR e isolamento viral, geralmente para exames confirmatorios.



17

3 MATERIAIS E METODOS

Inicialmente, teve-se acesso aos resultados de 177 amostras de sangue periférico
de animais atendidos no Hospital de Clinicas Veterinarias da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul testadas com a técnica de PCR no Laboratorio de Virologia do
ICBS/UFRGS, entre setembro e dezembro de 2014. A tabela contendo a compilacéo
dos resultados obtidos na pesquisa de PCR encontra-se no Anexo |.

Posteriormente, buscou-se identificar os animais testados pelos nimeros de
referéncia e buscar os resultados de testes rapidos ELISA (IDEXX®) realizados nos
mesmos pacientes no Laboratorio de Andlises Clinicas Veterinarias (LacVet) da
UFRGS.

Os resultados de PCR e ELISA que correspondiam ao mesmo paciente foram
entdo comparados e tabelados para verificar a frequéncia de concordancia ou

discordancia entre eles.
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4 RESULTADOS

Dos 177 resultados encontrados dos testes de PCR realizados no Laboratorio de
Virologia, apenas 41 tinham sido também testados pelo teste rpido ELISA no LacVet
(Tabela 1). Dos 41 resultados encontrados, 12 foram positivos para FeLV (29,26%), 10
foram positivos para FIV (24,39%), e 5 foram negativos para ambas doencas.

Considerando a totalidade (177) dos resultados obtidos com a técnica de PCR,
pode-se observar na Tabela 1, 6 amostras positivas para FIV e 17 para FeLV perfazendo
um total 3,38% e 9,60% de positividade respectivamente.

Entre os 12 resultados positivos para FeLV no ELISA, 10 amostras ndo foram
positivas na PCR. Da mesma forma, 8 testes rapidos positivos para FIV ndo tiveram
resultados positivos na PCR. Ao contréario, apenas um dos resultados positivos para
FeLV na PCR ndo foi positivo no teste rpido ELISA.

Tabela 1. Resultados obtidos nos testes rapidos Elisa (IDEXX) para a detec¢do de
antigenos de FeLV e anticorpos de FIV realizados no LacVet/UFRGS entre setembro e
dezembro de 2014 e resultados obtidos pela técnica de PCR para a deteccao pré-virus
de FeLV e FIV realizados no Laboratério de Virologia da UFRGS entre setembro e
dezembro de 2014.

PCR ELISA
Positivos Positivos
Absoluto |Percentual % |Absoluto |Percentual %
FIV 6 3,38 10 24,39
FELV 17 9,6 12 29,26
TOTAL 177 41
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5 DISCUSSAO

Na época em que as amostras de sangue foram buscadas no LacVet para realizar
a técnica de PCR, buscava-se padronizar uma técnica de PCR em tempo real no
Laboratorio de Virologia da UFRGS para diagnostico de FIV e FeLV, portanto, todas as
amostras disponiveis e armazenadas de forma adequada foram testadas. Provavelmente,
por isso apenas 41 das 177 testadas pela PCR tenham sido testadas também no LacVet
com o teste rapido ELISA, pois normalmente este exame s é realizado em amostras de
sangue de pacientes com suspeita clinica.

Ainda que ndo tenha sido possivel comparar a maioria das amostras, ja foi
possivel perceber uma diferenca importante entre a frequéncia de positividade nos
resultados ao utilizar a técnica de PCR e a técnica de ELISA. Ha diversos aspectos a
serem considerados para podermos contextualizar o resultado da pesquisa.

Segundo Norsworthy et al (2010), a técnica mais comum de triagem diagndstica
€ 0 ensaio enzimatico rapido que se se baseia na deteccdo do antigeno p27 no sangue
periférico. Essa técnica caracteriza-se pela sua alta sensibilidade, (98,6%) que indica
que a probabilidade da técnica ndo reconhecer um resultado positivo é extremamente
pequena. Existe, no entanto, uma pequena chance, de 1,8%, de ocorréncia de falsos
positivos, que acontecem quando um animal negativo tem um resultado positivo no
teste. Por esse motivo, o ELISA réapido é indicado majoritariamente como teste de
triagem e Gruffydd-Jones (2009) reforga essa afirmacdo quando refere que “resultados
negativos no snap test sdo geralmente confiaveis, entretanto resultados falso positivos
podem ocorrer, principalmente quando se testa felinos com baixa probabilidade de
infeccdo. Entretanto, tratando-se de uma situacdo onde a probabilidade de infecdo é
alta, tal qual é o caso dos felinos que buscam atendimento no HCV/UFRGS, a
importancia da possibilidade um resultado falso positivo torna-se pequena. Ainda
assim, quando restam duvidas sobre a confiabilidade do resultado do teste utilizado,
recomenda-se que seja realizada uma retestagem utilizando outra técnica diagndstica.
Entre os testes recomendados para a confirmacdo, pode-se citar o Western Blot para
FIV e isolamento viral para FeLV, ou PCR para ambas. A recomendacdo de
confirmagdo € ainda mais importante quando o resultado positivo origina-se de gatos
considerados de baixo risco e assintomaticos. No caso desta pesquisa, 0s animais foram
testados em situacdo de possivel doenca, visto que estavam buscando atendimento em
um servico de medicina veterinéria, o que diminui a chance de ocorréncia de um falso

positivo na técnica. Desta forma, poderiamos considerar que se a PCR foi realizada
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como teste confirmatdrio, entdo dos 12 casos positivos no teste rapido, somente as duas
amostras positivas na PCR seriam verdadeiramente positivas. No entanto, a alta
prevaléncia ja& demonstrada para a regido e o fato de a técnica do PCR utilizada no
estudo ainda estar em desenvolvimento e sujeita a aprimoramentos, torna essa
possibilidade improvavel

Quando o teste tem uma baixa sensibilidade, temos possibilidade de obter um
resultado falso negativo, isto €, ha falha em detectar um resultado positivo. Embora esse
resultado ndo seja frequente nos ensaios enzimaticos ELISA pela alta sensibilidade do
método, existe uma pequena chance de obtermos um resultado falso negativo que pode
ser explicado pelos diferentes desfechos que a infeccéo pelo virus da FeLV assume no
felino, como ¢é o caso das infeccBes regressivas e focais. Nesses desfechos, passada a
primeira viremia, ndo tem-se antigeno circulante no sangue periférico, e dessa forma,
tem-se um felino infectado, mas que aparecera negativo nos testes que baseiam-se na
deteccdo de antigenos séricos. Nesses casos, a técnica de PCR é a mais adequada para
identificar a infecgdo, pois vai detectar o acido nucléico viral ao invés dos antigenos
virais. Entre 5% e 10% dos gatos que testaram negativo para antigeno mostraram-se
positivos pelo PCR segundo Levy et al (2005) que também referem que a PCR pode ser
capaz de reconhecer um felino infectado antes da deteccdo do antigeno pelo ensaio
enzimatico. Esse pode ser o caso da UGnica amostra que testou negativo para FeLV no
teste rapido e positivo na PCR .

Segundo Norsworthy e colaboradores (2010), também na infeccdo causada pela
imunodeficiéncia, existe uma pequena possibilidade de falsos negativos, visto que ha
um grupo de animais que pode ter uma incapacidade de produzir um nivel detectavel de
anticorpos anti-FIV, seja por fatores imunoldgicos particulares, seja por carateristicas
classicas do estagio final da doenca. O autor reforca que, quando realizado por uma
equipe bem treinada em um laboratério bem equipado, a PCR pode ser considerada a
metodologia mais sensivel para deteccdo de FeLV sendo, inclusive, a técnica de eleicao.

H& também alguns detalhes de execugdo importantes que podem promover um
resultado errdneo do teste rapido. Sao eles: utilizar os kits em temperatura inadequada,
ler o resultado no tempo incorreto e usar sangue total para a realizacdo do teste
(HARTMANN et al., 2007). Devido ao trabalho tratar-se de um estudo retrospectivo de
dados, ndo e possivel sugerir se alguns desses detalhes podem ser implicados na

divergéncia de resultados.
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E importante observar a prevaléncia encontrada na PCR, que foi de 3,38% para
FIV e 9,60% para o FeLV, e compara-la com resultados similares. Um estudo recente
que buscou padronizar uma reagdo em cadeia da polimerase para identificacdo dos
virus, conduzido por Finoketti (2011) utilizando 77 amostras do HCV/UFRGS, revelou
34% de amostras positivas para FIV e 30% para FeLV. Da mesma forma, ao comparar-
se o resultado da PCR com inquéritos soroepidemiolégicos realizados, também tem-se
resultados similares: a prevaléncia encontrada nos estudos soroldgicos é frequentemente
mais elevada. Algumas possibilidades podem ser levantadas para explicar essas
diferencas: animais em estagios iniciais de infeccdo nos quais ja ha viremia, mas o
genoma viral ainda ndo foi integrado ao genoma da célula hospedeira podem ser
positivos ao ELISA mas negativos na PCR (ARJONA et al, 2007, apud Pedersen et al
1989, Innis et al 1990, Barr 1996). Ha a possibilidade também de serem falso negativos
na PCR devido a cargas virais abaixo do limite inferior de deteccdo da técnica ou

primers incapazes de reconhecer diferentes subtipos de FIV ou variantes de FeLV.
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6 CONCLUSAO

O estudo permitiu observar a existéncia de uma diferenga importante entre a
frequéncia de resultados positivos no PCR e no teste rpido ELISA. No entanto, devido
ao pequeno numero de testes rapidos realizados nas mesmas amostras testadas por PCR,
ndo foi possivel tracar um comparativo adequado e que possibilitasse a realizacdo de
uma anélise estatistica de significancia. E necessario um estudo comparativo mais
amplo e aprofundado para que seja possivel determinar a concordéncia real entre os dois
métodos, possivelmente comparando-os aos métodos de diagnostico considerados

padrdo ouro para cada virus.
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ANEXO |

Identificacdo das amostras e resultados do PCR e ELISA

PCR Snap test ELISA
Identificagao da amostra | FIV| FelV FIV FelLV
14722 - - NE NE
14771 - - - +
14703 - - - +
14727 - - NE NE
14691 - - NE NE
14688 - - + -
14701 - - - -
14695 - - - -
14692 - - + +
14699 - - - -
14707 - - - -
14750 - - - -
14772 - - NE NE
14698 - - NE NE
14721 - - NE NE
14654 - - NE NE
14585 - - NE NE
14657 - - - -
14586 - - - -
14680 - - NE NE
14666 - - - +
14591 - - NE NE
14609 - - NE NE
14597 - - NE NE
14603 - - NE NE
14601 - - - +
14627 - - NE NE
14574 - - NE NE
14602 - - NE NE
14659 - - NE NE
14944 - - NE NE
14959 - - NE NE
14940 - - NE NE
14952 - - NE NE
14825 - - NE NE
14964 - - NE NE
14928 - - NE NE
14975 - - - -
14844 - - - +
14934 - - NE NE

26



14418 - NE NE
14994 - NE NE
14793 - - -
14891 - NE NE
14908 - - -
14924 - - -
14796 - NE NE
14831 - NE NE
14930 - NE NE
14837 - NE NE
14798 - NE NE
14910 - NE NE
14976 - NE NE
14906 - NE NE
14832 - NE NE
14787 - NE NE
14791 - NE NE
14876 - NE NE
14827 - NE NE
14873 - NE NE
14777 + - +
14870 - NE NE
14872 + NE NE
14925 + - +
14855 + +

14917 - NE NE
14841 - NE NE
14893 - - -
14898 - NE NE
14826 - NE NE
15043 - NE NE
15058 - NE NE
15103 - NE NE
15079 - NE NE
15049 - NE NE
15105 - NE NE
15155 - NE NE
15166 - NE NE
15120 - NE NE
15035 - - -
15052 - NE NE
15062 - NE NE
15088 - NE NE
15102 - NE NE

15030
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15132 - NE NE
15147 + NE NE
15150 - NE NE
15171 - NE NE
15172 - NE NE
15187 - NE NE
15033 - NE NE
15173 - NE NE
15148 + NE NE
15133 NE NE
15004 - NE NE
15006 + - +

15030 + - -

15009 - NE NE
15004 + NE NE
15055 - NE NE
15027 - NE NE
15011 - + -

15381 + NE NE
15382 - NE NE
15393 - NE NE
15405 - NE NE
15371 - + +

15234 - NE NE
15302 - NE NE
15256 - - +

15339 + NE NE
15227 - NE NE
15304 - NE NE
15263 - NE NE
15318 - NE NE
15236 - NE NE
15284 - NE NE
15295 - - -

15255 - - -

15285 - NE NE
15246 - NE NE
15306 - NE NE
15329 - NE NE
15226 - NE NE
15267 - NE NE
15338 - NE NE
15265 - NE NE
15559 - NE NE
15596 - NE NE
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15561 NE NE
15606 NE NE
15534 - +
15610 + -
15537 NE NE
15572 - -
15533 NE NE
15576 NE NE
15432 NE NE
15471 NE NE
15469 - -
15590 NE NE
15601 -
15610 +
15525 NE NE
15509 NE NE
15428 NE NE
1538/15440 NE NE
1539/15440 NE NE
15542 + -
15528 NE NE
15622 NE NE
15628 - -
15435 NE NE
15440 NE NE
? NE NE
15783 NE NE
15699 NE NE
15629 NE NE
15784 NE NE
15650 NE NE
15787 NE NE
15788 NE NE
15722 NE NE
15669 NE NE
15670 NE NE
15660 NE NE
15761 NE NE
15765 NE NE
15785 - -
15782 + -
15760 NE NE
15666 NE NE
15786 NE NE
15830 NE NE
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15789

|
| 15832

+: Positivo
-: Negativo

NE: Resultado ndo encontrado
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