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O virus da leucemia felina (FeLV), pertencentenailia Retroviridae,é o virus mais importante em gatos

e € responséavel por causar doencas neoplasicasachinfioma e leucemia e imunossupressédo. O FelLV é
formado por RNA de fita simples que dentro da eétld hospedeiro, é transformado em DNA pro-viral
pela enzima viral transcriptase reversa. Mediadia pmzima integrase, € inserido no genoma do
hospedeiro e durante o processo de replicacdcacéturmara novas particulas virais. Os métodos mais
utilizados para o diagnoéstico do FelLV séo o ELI§®e detecta a proteina p27, e a reacdo em cadeia de
polimerase (PCR), que detecta o DNA pré-viral. deva capacidade destes testes em diagnosticarso vir
em fases distintas da infeccao, o objetivo destele® comparar a eficacia entre os métodos de/elS
nested-PCR no diagnéstico de FelLV. Portanto, ftizatlo uma amostra pré-estabelecida de um estudo
de prevaléncia de FIV e FelLV realizado no Pland¢tdanta Catarina. O estudo conta com uma amostra
de 274 gatos, calculada utilizando o Softwaredrndation for Statistical Computin@ackage EpiCalc)

(Thrusfield, 2007), por meio da férmuhz%‘:_m] de amostragem aleatdria simples para
populacdes infinitas, aonde Z se refere ao muttplor (1,645) obtido para o intervalo de confianga
desejado (90%), com base na distribuicdo normakls® a prevaléncia esperada de 50% e D o erro
maximo aceitavel na estimativa (0,05). Neste esfachm incluidos, mediante a autorizacdo dos tafore
gatos saudaveis e doentes, sem discriminacéo de, idexo ou raga, provenientes de consultas médicas
do Hospital de Clinicas Veterinarias (HCV) da UDE$0ram obtidas amostras de sangue, entre 3 a
5mL, por puncédo da veia jugular e armazenadas bostoom e sem acido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA). Ap6s a colheita, as amostras foram encaatlah ao Laboratério de Patologia Clinica
HCV/UDESC para a obtencdo do soro, por meio deifegacdo 2000g por 10 minutos, e separacdo das
aliquotas. As aliquotas, entre 0,5 e 1mL, de sosargue total com EDTA foram acondicionadas em
microtubos e encaminhadas ao Centro de DiagnoMicoobiolégico Animal (CEDIMA), do CAV-
UDESC, para armazenamento em freezer -80°C atéceggamento. As amostras de soro foram testadas
previamente pelo método de ELISA, utilizando o BNAP FIV/FeLV Combo TeS§t (IDEXX
Laboratories). As aliquotas de sangue total foralmmetidas a extracdo de DNA por meio de Kit
comercial “GeneElute TM Blood Genomic DNA”, confagrrientacdo do fabricante. A concentracéo de
DNA extraido foi mensurada através do espectrofettonNano Drop 2000 (Thermo Scientific®) e
diluido, para manter-se na concentracdo minimaOng/dL. A deteccdo do DNA pré-viral do FeLV
ocorreu pelo método de nested-PCR, utilizando{&erica descrita por Miyazawa e Jarret (1997), com
algumas modificagbes. Para a amplificacdo da rdg8bTR e gengagforam utilizados os primers U3-

F (1): 5-ACAGCAGAAGTTTCAAGGCC-3' e G-R (1): 5-GACAGTGATCAAGGGTGAG-3' como
primers externos e os primers U3-F (2): 5-GCTCC@IAGACCAGACT-3' e G-R (2): 5'-
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GCTTCGGTACCAAACCGAAA-3' como primers internos. Congontrole positivo foi utilizado o DNA
extraido de uma amostra de sangue de um felindivwogiara FeLV, por meio de nested-PCR, cedido
pelo Laboratério de Virologia da Universidade Fatleto Rio Grande do Sul (UFGRS). O controle
negativo consistiu de todos reagentesnidopara o PCR, exceto o DNA que foi substituido gpradultra
pura, livre de DNAse. A eletroforese dos produtesathplificacédo foi realizada em cuba horizontal, em
gel de agarose a 2% e visualizadas mediante e&ooaituz ultravioleta. Bandas com tamanho préximo a
600 pb foram consideradas positivas. Para a arediaséistica, os resultados foram tabulados enillpden

no softwer Excel e submetidos ao teste Kappa utilizandsoftware IBM SPSS Statistics 2518M
Corporation). Dos resultados obtidos, 31,8% (8% 2¥ds amostras foram positivas para FelLV pelo
nested-PCR e 22,3% (61/274) foram positivas no EL{Sonsiderando as duas técnicas, 21,8% (60/274)
das amostras foram positivas para FelLV tanto n&SELduanto no nested-PCR, 9,8% (27/274) foram
positivas apenas no nested-PCR e 0,36% (1/27#p&iiiva apenas no ELISA como exposto na Tabela 1.
O valor de Kappa obtido foi 0,74 (concordéancia targal). O ELISA apresentou 98,4% de sensibilidade
e 87,3% de especificidade quando comparado aodaB§IB. O maior numero de felinos positivos para
FeLV no nested-PCR, o valor de K obtido abaixortterivalo ideal de 0.80 - 1.00 para alta concor@anci
proposta para o teste e a baixa especificidadelLd®8AEcomparado ao nested-PCR séo resultados que
refletem a maior capacidade do nested-PCR em detectirus, uma vez que este detecta o DNA-pré
viral presente em qualquer fase da infeccao, engugre para o ELISA é necessario existir replicacéo
viral. O ELISA é o teste de rotina para o diagrafistie FELV em felinos com sinal clinico, porém mesm
guando negativo é possivel que os gatos apreseatddNA-pré viral inserido no seu genoma,
caracterizando a infeccdo regressiva. Devido adgd® do DNA-pro viral com os oncogenes celulares é
possivel que estes felinos desenvolvam neoplasi@se demostra a aplicabilidade clinica do neste@a-P
em casos discordantes. Além disso, o ELISA é atliizcomo método Unico de diagnéstico em muitos
estudos de prevaléncia, obtendo resultados sulaekisrem relacéo a verdadeira prevaléncia da irdecca
A Unica amostra positiva apenas para o ELISA nestiedo, demostra que o nested-PCR néo é livre de
falhas e resultados falsos-negativos podem ocderédo a alta taxa de mutacéo genética. Ainda assim
nested-PCR mostra-se muito seguro. Os resultadais apgesentados demonstram a importancia de
conhecer os limites de cada método, para a ideatdio dos casos em que devem ser empregados
individualmente ou em conjunto, permitindo um diasfito preciso de FelV.
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Tabela 1.Resultados do ELISA e nested-PCR para deteccadrde 8a Leucemia Felina (FeLV)

ELISA TOTAL
+ ;
Nested-PCR  +  21,8% (60/274) 9,8% (27/274) 31,6%
- 0,36% (1/274) 67,8% (186/274) 68,16%
TOTAL 22,1% (61/274)  77,6% (213/274) 100% (274/274)

Palavras-chave:Medicina Felina. Doencas Infeciosas. Reacéo enei@ald Polimerase.
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