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RESUMO

FIV e FeLV sdo retrovirus associados principalmente com neoplasias. Dois testes rapidos sdo disponibilizados
no Brasil para o diagnéstico dessas infeccdes: um kit de imunocromatografia de fluxo bidirecional (SNAP®
Combo IDEXX) e um kit de imunocromatografia de fluxo lateral unidirecional (ALERE/BIONOTE Anigen
Rapid). O objetivo deste estudo foi comparar o teste SNAP® com o teste ALERE. Amostras de sangue de 178
gatos foram testadas utilizando-se ambos os kits. A reacdo em cadeia de polimerase em tempo real (QPCR) foi
empregada como método confirmatdrio para todos os resultados. O teste SNAP® apresentou sensibilidade e
especificidade de 100% para FIV; a sensibilidade e a especificidade do teste ALERE foram de 96,15% e
98,68%, respectivamente. A sensibilidade e a especificidade para o FeLV foram de 93,02% e 96,30% para o
teste SNAP® e de 90,70% e 97,78% para o teste ALERE. Ainda em relacdo ao FeLV, trés amostras com
resultado positivo na gPCR obtiveram resultado falso-negativo em ambos os testes. Ndo houve diferenca
estatisticamente significante entre os métodos. Considerando a qPCR como padrio-ouro, o teste SNAP®
apresentou maior sensibilidade e especificidade para o FIV, e o teste ALERE apresentou maior especificidade
para o FeLV. Os resultados mostraram uma boa correlagéo entre os testes.

Palavras-chave: retrovirus felino, FIV, FeLV, diagndstico sorolégico
ABSTRACT

FIV and FeLV are Retrovirus associated mainly with feline neoplasms. Two point-of-care tests are
commercially available in Brazil for diagnosis of these infections: a bidirectional flow immunochromatography
kit (IDEXX SNAP® Combo) and a lateral unidirectional flow immunochromatography kit (ALERE/BIONOTE
Anigen Rapid). The aim of this study was to compare SNAP® and ALERE tests. Blood samples obtained from
178 cats were evaluated using both tests. Quantitative real-time polymerase chain reaction (QPCR) was used
as confirmatory test for all samples. The sensitivity and specificity of SNAP® test was 100% for FIV, and for
ALERE test was 96.15% and 98.68%, respectively. The sensitivity and specificity for FeLV was 93.02% and
96.30% for SNAP® test and 90.70% and 97.78% for ALERE test. Three samples with a gPCR positive result
for FeLV obtained a false negative result in both SNAP® and ALERE tests. There was no statistically
significant difference between the two methods. Considering gPCR as gold standard method, the SNAP® test
showed higher sensitivity and specificity for FIV, and the ALERE test presented higher specificity for FeLV.
The results showed good agreement among the tests.

Keywords: feline retrovirus, FIV, FeLV, serological diagnosis

INTRODUCAO replicacdo, que ocorre em parte no citoplasma e
em parte no nulcleo da célula hospedeira. O RNA
do virus € retrotranscrito em uma fita dupla de

DNA, chamada DNA complementar (cDNA),

O virus da leucemia felina (FeLV) e o virus da
imunodeficiéncia felina (FIV) s8o virus

envelopados, pertencentes & familia Retroviridae
e aos géneros Gammaretrovirus e Lentivirus,
respectivamente. A familia Retroviridae se
diferencia das demais familias por sua forma de
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pela acdo da enzima transcriptase reversa e,
posteriormente, esse cDNA serd inserido no
genoma da célula hospedeira, sendo, entdo,
denominado provirus ou DNA proviral. A
transcricdo do provirus da origem a um RNA
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mensageiro viral, que sera utilizado na sintese de
proteinas virais e na formagdo de uma nova
particula infecciosa (Ravazzolo e Costa, 2007).

A principal via de transmissdo de ambos é a
saliva, porém a mordedura é o meio mais eficaz
de transmitir o FIV (Matteucci et al., 1993),
enquanto a lambedura ¢ mais importante na
transmissdo do FeLV (Gomes-Keller et al.,
2006). A transmissdo também pode ocorrer por
meio do leite materno, do sémen, por via
transplacentaria, perinatal e por transfusdo
sanguinea (Hosie et al., 2009). Os machos
adultos com acesso a rua sdo considerados o
grupo de risco devido ao comportamento da
espécie (Hartmann, 2012).

Os sinais clinicos e as doengas relacionadas aos
virus podem variar, no entanto a infeccdo pelo
FeLV aumenta em mais de 60 vezes o risco de
desenvolvimento de neoplasias, especialmente o
linfoma e as leucemias (Hartmann, 2012). Ja para
o FIV, doengas cronicas e/ou infeccOes
oportunistas sdo comumente observadas (Arjona
et al., 2000).

Apobs a exposi¢do ao FeLV, existem diferentes
possibilidades de evolugdo da infeccdo viral,
podendo a doenga ser classificada em quatro
fases: progressiva, regressiva/latente, focal e
abortiva. Na infeccdo progressiva, ocorre a
disseminacdo viral, com o desenvolvimento de
doencas linfoproliferativas ou mieloproliferativas
(Torres et al., 2005). Na infeccdo
regressiva/latente, 0s anticorpos controlam a
viremia ap0s algumas semanas e 0 virus passa a
ndo ser detectado no sangue periférico, embora o
DNA proviral esteja presente nas células. Na
infeccdo focal ou atipica, o virus se replica
apenas em algum tecido ou 6rgdo, e na infec¢do
abortiva o felino exposto ao virus consegue
responder efetivamente a infeccdo. Essas duas
Gltimas formas da infecgdo sdo menos comuns
(Hofmann-Lehmann et al., 2008).

Assim como no caso do FelLV, a infeccdo pelo
FIV é dividida em fases: aguda, assintomatica e
fase aids. Na fase aguda, os animais podem
apresentar um pico febril com linfadenomegalia;
logo em seguida, a resposta imune controla
parcialmente a carga viral e o felino entra na fase
assintomatica, que dura varios anos. Apesar da
auséncia de sintomas, a queda progressiva de
linfécitos T CD4+ e a inversdo da relagdo
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CD4:CD8 levam a fase aids, que é caracterizada
por sinais clinicos referentes a doengas cronicas
(Obert e Hoover, 2002). A fase aids &
caracterizada por uma alta carga viral, com sinais
clinicos mais graves, devido a infecgBes
secundarias e oportunistas (Diehl et al., 1996).

O diagndstico dessas infeccBes é importante
devido a gravidade das consequéncias
decorrentes delas e pelo fato de que esse
conhecimento ira influenciar no manejo do
animal e no tratamento adequado. A American
Association of Feline Practitioners (AAFP)
recomenda que o diagndstico realizado com teste
de triagem seja confirmado com outra
metodologia. O teste rapido (TR) é utilizado para
0 diagndstico de ambas as infecgBes como
metodologia de triagem, permite obter resultado
em 10 minutos e esta disponivel para deteccgdo
dos dois virus simultaneamente, utilizando soro,
sangue total ou plasma. O diagnéstico para FeLV
é feito por meio da deteccdo da proteina p27 do
capsideo; ja para o FIV, o melhor marcador da
infeccdo € a deteccdo de anticorpos da classe 1gG
(Levy et al., 2008). Devido & simplicidade e
rapidez de execucao, esses testes s&o comumente
utilizados na rotina clinica e laboratorial. J& a
reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
convencional ou em tempo real (QPCR) é uma
metodologia molecular capaz de detectar o
material genético do virus no sangue periférico,
sendo indicada como teste confirmatdrio para
ambas as infec¢fes (Westman et al., 2016).

Um fator complicador no diagndstico do FelLV é
que nem todas as fases sdo detectadas pelos
métodos soroldgicos. Nas infeccBes
regressiva/latente, focal e abortiva, o antigeno
p27 ndo esta circulante, e esses felinos
apresentam resultado falso-negativo nos testes
sorologicos.  Nessas  situagBes, a Unica
metodologia capaz de identificar o DNA proviral
¢ a PCR (Hofmann-Lehmann et al., 2008). Em
relagdo ao FIV, os anticorpos apresentam niveis
detectaveis cerca de quatro semanas apds a
infeccdo (Hosie et al., 2009). A deteccdo
sorologica desses anticorpos pode apresentar
resultado falso-negativo na fase de janela
imunoldgica e na fase aids (Dandekar et al.,
1992); neste caso, pela disfuncdo imunoldgica
que ocorre na fase final da infeccdo (Paillot et
al., 2005). J& os resultados falso-positivos
podem ser encontrados principalmente em
filhotes de até seis meses de vida, pela detecgdo
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dos anticorpos maternos adquiridos pela
amamentacdo (Hosie et al., 2009).

No mercado brasileiro, existem dois TRs
disponiveis para o clinico: o SNAP® Combo
FeLV Ag/FIV Ab Test IDEXX
(imunocromatografia de fluxo bidirecional) e o
ALERE/BIONOTE FIV Ac/FeLV Ag Test Kit
(imunocromatografia de fluxo lateral
unidirecional), conhecido internacionalmente
como Anigen Rapid Test. Ambos o0s Kits
detectam o antigeno p27 do FeLV e anticorpos
da classe 1gG anti-FIV, porém, no caso do
SNAP®, os anticorpos sdo direcionados para 0s
antigenos p15 e p24, e no teste ALERE para 0s
antigenos p24 e gp40 do FIV (Westman et al.,
2015). A sensibilidade e a especificidade do teste
SNAP® para 0 FeLV séo de 98,6% e 93,5%,
respectivamente; ja o teste ALERE possui
sensibilidade e especificidade de 100% para o
FeLV. Para o FIV, a sensibilidade do teste

| Janela da amostra

r Janela dos resultados

€ 1. Circulo de ativagdo

SNAP® ¢ de 93,5% e a especificidade é de 100%.
A especificidade do teste ALERE para o FIV é
de 98% e a sensibilidade é de 96% (bula dos
kits).

O método imunocromatografico de fluxo
unidirecional  (ALERE) foi  recentemente
introduzido no mercado brasileiro, sendo

necessario avaliar sua equivaléncia em relagdo ao
kit ja existente (SNAP®). O objetivo deste
trabalho foi comparar dois TRs comerciais para
deteccdo de FIV e FeLV.

MATERIAL E METODOS

Foram avaliados os dois TRs disponiveis no
mercado, 0 SNAP® Combo e o teste ALERE, em
um total de 178 amostras de sangue de felinos
domésticos (Felis silvestris catus, Linnaeus,
1758). O resultado desses testes é visualizado
pela alteragdo de cor na janela de resultados

(Fig. 1).

i Controle
positivo
Ac FIV Ag FelV
Controle
negativo
C Janelados Janela da
resultados amostra
| z2810m |
1 |

Controle positivo

Figura 1. Apresentacdo dos testes avaliados: (A) Dispositivo SNAP® combo, mostrando a janela de
amostra, a janela de resultados e o circulo de ativacdo; (B) Aproximacdo da janela de resultado do kit
SNAP®, mapeando as areas onde os resultados sdo observados apés a adigdo da amostra; (C) Kit ALERE
— janela de amostra e janela de resultados. A faixa superior é para o teste de anticorpo anti-FIV, e a faixa
inferior para o antigeno do FeLV. Ac; anticorpo; Ag: antigeno. Fontes: A e
B -https://www.idexx.com/small-animal-health/products-and-services/snap-fiv-felv-combo-test.html;
C - http://www.doctorlab.net/docs/1437418964.pdf.

Os testes foram realizados em amostras de
plasma ou soro de felinos saudaveis ou doentes
provenientes de um laboratério veterinario (n=
48) e de clinicas veterinarias (n= 130) da cidade
do Rio de Janeiro. O laboratdrio veterinario que
cedeu as amostras utiliza o teste SNAP® na sua
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rotina. Apoés a realizacdo desse teste, a mesma
amostra foi encaminhada para o Laboratdrio de
Virologia Molecular da UFRJ para avaliacéo,
utilizando-se o teste ALERE, de forma que
este fosse um estudo cego. As amostras
originadas de clinicas veterindrias foram
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avaliadas simultaneamente com os dois testes
pelos mesmos observadores. Todos o0s testes
foram realizados seguindo as recomendacdes dos
fabricantes. As amostras discordantes
provenientes do laboratério veterindrio foram
novamente testadas com o teste SNAP® para
avaliar possiveis erros de leitura do primeiro
observador. Todas as amostras discordantes entre
0s testes rapidos ou com resultado fraco-positivo
foram avaliadas por um segundo leitor. A gPCR
foi utilizada como método confirmatério,
seguindo o protocolo descrito por Medeiros et al.
(2016) para o FIV e o protocolo descrito por
Tandon et al. (2005) para o FeLV. Para a
realizacdo da qPCR, o RNA das amostras foi
extraido utilizando-se o QlAamp® Viral RNA
Mini Kit (Qiagen), seguindo as recomendages
do fabricante. O cDNA foi obtido com o High
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
(Thermo Fisher Scientific), e a gPCR foi
realizada com o sistema TagMan®. Este estudo
foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da UFRJ (nGmero 150/15).

Os resultados obtidos foram submetidos a anélise
estatistica usando-se o teste de McNemar para
determinar a existéncia de diferenca significativa
entre 0s TRs. A sensibilidade de cada TR foi
calculada dividindo-se o nimero de verdadeiro-
positivos — VP (positivos nos dois TRs e na
gPCR) pelo nimero de VP + o nimero de falso-
negativos — FN (negativo no TR; positivo na
gPCR). A especificidade de cada TR foi
calculada pela divisdo do nimero de verdadeiro-

negativos — VN (negativos nos dois TRs e na
gPCR) pelo nimero de VN + o nimero de falso-
positivos — FP (positivo no TR; negativo na
gPCR). O intervalo de confianca e valores
preditivos foram calculados.

RESULTADOS

Considerando-se 0s resultados concordantes
entre os TRs e a qPCR, 19 amostras (10,67%)
foram positivas para FIV, 33 (18,53%) foram
positivas para FeLV e seis (3,37%) foram
positivas para ambos os virus. Cento e vinte
animais foram negativos para ambos 0s virus
(67,41%).

Para o FeLV, resultado falso-positivo ocorreu em
cinco amostras com o kit SNAP® e em trés
amostras com o kit ALERE, e uma amostra
apresentou resultado falso-negativo com o kit
ALERE. Trés amostras apresentaram resultado
negativo em ambos os TRs e resultado positivo
na gPCR, totalizando 12 amostras discordantes.
Para o FIV, trés amostras apresentaram
resultados discordantes: uma com resultado
falso-negativo e duas com resultado falso-
positivo, todas com o kit ALERE, considerando-
se a qPCR como método confirmatorio (Tab.1).

Na maioria desses casos, o0s resultados foram
considerados fraco-positivos, pois apresentavam
uma alteracdo de cor fraca na janela de resultado

(Fig. 2).

Tabela 1. Amostras discordantes entre os dois TRs, com o resultado da g°PCR

SNAP® ALERE gqPCR TOTAL
Negativo Positivo Negativo 3
FeLV Positivo Negativo Negativo 5
Positivo Negativo Positivo 1
Negativo Negativo Positivo 3
FIvV Negativo Positivo Negativo 2
Positivo Negativo Positivo 1
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Figura 2. Amostras com resultado considerado fraco-positivo para o FIV, devido a formacdo de linha
fraca na janela dos resultados. Nas duas situacdes, o resultado foi concordante entre os dois testes, porém

a visualizagdo foi mais nitida no teste SNAP®.

Entre as amostras enviadas pelos clinicos, trés
amostras negativas para o FeLV nos dois TRs
foram submetidas & qPCR para o FeLV devido a
forte suspeita da infeccdo pelo clinico, e o
resultado para todas foi positivo na qPCR (Tab.
1). Desse modo, embora os TRs tenham sido
concordantes, essas amostras foram consideradas
como falso-negativas. Uma das amostras de soro
enviada pelo laboratdrio veterinario apresentou
resultado positivo para FeLV no teste ALERE e
negativo no SNAP®. Uma amostra de plasma
proveniente da mesma coleta foi enviada para
efetuar nova analise, e o resultado foi negativo

em ambos os TRs, sendo também negativa na
gPCR. Essa amostra foi caracterizada como
resultado falso-positivo no teste ALERE, visto
que os resultados foram divergentes entre os TRs
com 0 mesmo tipo de amostra (Soro).

O teste SNAP® apresentou sensibilidade e
especificidade de 100% para FIV, comparado a
gPCR. Para FelLV, o teste ALERE apresentou
maior especificidade e maior valor preditivo
positivo em relacdo ao teste SNAP®. N&o foi
observada diferenca estatistica entre os testes
(Tab. 2).

Tabela 2. Sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo (VPP), valor preditivo negativo (VPN) e
valor p dos TRs avaliados no estudo. IC: intervalo de confianca

SNAP® ALERE Valor p
Sensibilidade [95% IC] 93,02 [80,94-98,54] 90,70 [77,86-97,41]  0,5078*
FeLV  Especificidade [95% IC] 96,30 [91,57-98,79] 97,78 [93,64-99,54]
VPP [95% IC] 88,89 [75,95-96,29] 92,86 [80,52-98,50]
VPN [95% IC] 97,74 [93,55-99,53] 97,06 [92,64-99,19]
Sensibilidade [95% IC] 100 [86,77-100] 96,15 [80,36-99,90]  1,000*
E1v Especificidade [95% IC] 100 [97,6-100] 98,68 [95,33-99,84]

VPP [95% IC]
VPN [95% IC]

100 [86,77-100]
100 [97,6-100]

92,59 [75,71-99,09]
99,34 [96,37-99,98]

IC: intervalo de confianga.
*Nao significativo pelo teste de McNemar.

DISCUSSAO

O diagnéstico de uma doenca é o primeiro passo
para o controle dela, e a correta deteccdo das
infeccbes evita que medidas desnecessarias
sejam tomadas, como segregacdo e eutanasia
(Levy et al., 2008), além do abandono de
animais (Baquero et al., 2017).

Arg. Bras. Med. Vet. Zootec., v.71, n.2, p.447-454, 2019

Os TRs sdo necessarios para agilizar a conduta
do clinico, apresentam boa sensibilidade e
especificidade e, por isso, sdo utilizados como
método de triagem de eleicdo (Banoo et al.,
2010). As infeccBes pelo FIV e pelo FelLV estdo
disseminadas pelo Brasil e 0 nimero de casos
vem aumentando progressivamente. A casuistica
deste trabalho mostra que 18,53% dos felinos
foram reagentes para o antigeno do FeLV.
Comparando com estudos anteriores, observa-se
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um aumento no ndmero de casos na cidade do
Rio de Janeiro, onde a ocorréncia foi de 17,46%,
em 2002 (Souza et al., 2002), e de 11,52%, no
ano de 2012 (Almeida et al., 2012), utilizando-se
o teste SNAP® e a imunofluorescéncia,
respectivamente. Em outros estados do Brasil, 0s
dados variaram entre 32,5%, em Belo Horizonte
(Teixeira et al., 2007), e 0,33%, em Aragatuba,
Sdo Paulo, ambos também utilizando o teste
SNAP® (Vicente Sobrinho et al., 2011). Em
relacdo ao FIV, os dados do presente estudo
foram de 10,67% de felinos soropositivos, o que
demonstrou uma queda em relacdo ao estudo
anterior realizado no Rio de Janeiro, onde a
porcentagem de animais soropositivos para FIV
avaliados pelo teste SNAP® foi de 16,66%
(Souza et al., 2002) avaliados pelo teste SNAP®.
Em relacio as demais localidades do pais, a
soropositividade para FIV variou de 4,14%, em
Belo Horizonte, em 2007 (Teixeira et al., 2007),
a 34,34%, em Sdo Paulo (Santos et al., 2013),
utilizando-se o teste SNAP®.

No presente estudo, dois TRs disponiveis no
mercado brasileiro foram avaliados. A qPCR foi
utilizada como padrdo-ouro em todas as
amostras. N&o foi observada diferenca
estatisticamente significante entre os dois testes,
entretanto 0 teste SNAP® apresentou melhor
desempenho para FIV em compara¢do com o
teste ALERE. Os testes aqui avaliados detectam
anticorpos contra diferentes proteinas do FIV
(Westman et al., 2015), podendo influenciar na
melhor performance do teste SNAP®. Somado a
isso, 0 teste SNAP® possui uma etapa de
lavagem, o que aumenta a especificidade, e a
amostra passa por um fluxo bidirecional,
aumentando a chance de ligagdo antigeno-
anticorpo.

Em relagdo ao FeLV, o maior nimero de
resultados falso-positivos foi observado no teste
SNAP® (5/6), dado similar ao encontrado por
outros autores (Westman et al., 2016); ja o teste
ALERE apresentou maior especificidade em
relagio ao teste SNAP®. Os resultados
discordantes entre o0s métodos ocorreram
principalmente nas amostras com resultado
fraco-positivo, e estes foram mais facilmente
visualizados no teste SNAP® para ambos os
virus. Nessas situacBes, a interpretacdo do
resultado é duvidosa. Na casuistica do presente
estudo, nenhum dos TRs detectou resultado
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positivo em trés amostras com suspeita clinica.
As amostras foram positivas na gPCR,
corroborando a necessidade de utilizar um teste
confirmatorio. Paralelamente a isso, um Unico
resultado positivo para antigeno p27 do FeLV
em TR é indicativo de exposicao ao virus, ja que
essa antigenemia pode ndo ser mais detectada
apos 12 a 16 semanas nas infeccBes regressivas
(Hofmann-Lehmann et al., 2008).

Tendo em vista que, na infeccdo regressiva do
FeLV, o nimero de anticorpos contra o virus
circulante ¢ alto, o teste ideal para deteccdo dos
felinos regressores seria um teste similar ao que
existe para deteccdo do virus da dengue, que
detecta simultaneamente anticorpos das classes
IgM e 1gG, além da proteina NS1 do virus
(Osorio et al., 2010). Um teste similar para o
FeLV permitiria detectar rapidamente os felinos
regressores, sendo interessante para
monitoramento desses felinos e para utilizacdo
em bancos de sangue, visto que os felinos
regressores ndo deveriam ser utilizados como
doadores (Nesina et al., 2015).

Em relacdo a execucdo dos TRs, o teste ALERE
é de facil execucdo e ndo necessita refrigeracéo,
podendo ser mantido em temperatura de 2 a
30°C. Ja o teste SNAP® deve ser mantido em
temperatura de 2 a 8°C e sua execucdo é um
pouco mais elaborada, com maior ndmero de
etapas até a obtencdo do resultado final. Sendo o
Brasil um pais de grandes dimensdes e
desigualdade socioeconémica, a possibilidade de
utilizacdo de um método de diagndstico de facil
execucdo e com desempenho similar ao existente
no mercado facilita o uso a campo, o que
proporciona um amplo acesso, aumenta a chance
de detecdo dos felinos infectados e,
consequentemente, o controle da disseminacéo
dessas infecgoes.

CONCLUSAO

Ambos os testes utilizados neste estudo puderam
detectar satisfatoriamente a presenca do FIV ou
do FelLV, e as amostras de plasma geraram
resultados mais precisos. No entanto, o teste
confirmatério utilizando a QPCR deve ser
realizado principalmente em animais com
resultado de TR negativo e forte suspeita clinica
de doenca associada a uma dessas infeccdes.

Arg. Bras. Med. Vet. Zootec., v.71, n.2, p.447-454, 2019
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