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ALMEIDA, A.C.S. Desenvolvimento do ELISA indireto com uso de proteina
recombinante e estudo soroepidemioldgico para infec¢do pelo Coronavirus felino
(FCoV). Botucatu, 2017. 90 péaginas. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina

Veterinéria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

O Coronavirus felino (FCoV), ao infectar gatos domésticos (Felis catus), exibe uma
patogenicidade  bimodal, produzindo desde infeccbes entéricas subclinicas até a
peritonite infecciosa felina (PIF), que é fatal para os gatos que a desenvolvem. A PIF é
considerada uma das mais importantes doencas infecciosas dos felinos. O diagnostico da
pif ndo-efusiva (seca) é desafiador para ser estabelecido com o animal em vida, e o da pif
efusiva (Umida) pode ser estabelecido através da associacdo de achados clinicos e
resultados de exames laboratoriais. Técnicas soroldgicas ndo fornecem um diagndstico
conclusivo, mas sdo ferramentas Uteis e podem ser importantes no auxilio do manejo. O
presente estudo teve como objetivos desenvolver um teste de ELISA indireto com uso do
antigeno recombinante N (proteina de nucleocapsideo) do FCoV, e também realizar um
estudo soroepidemioldgico para infecgdo pelo FCoV em gatos domésticos domiciliados
da cidade de Botucatu, SP. Para o ELISA indireto o antigeno foi produzido através de
clonagem e expressao em bactéria. Testes de concentracdo do antigeno e diluicdo dos
soros foram realizados. Cento e cinquenta e uma amostras foram testadas. O ponto de
corte foi determinado através do célculo da média aritmética da Asso de 53 amostras
negativas (testadas pelo kit ImmunoComb FCoV (FIP) — teste referéncia do estudo), mais
4 desvios padrdo. Para o estudo soroepidemioldgico, foram testadas as mesmas 151
amostras, agora pelo kit ImmunoComb FCoV (FIP) para deteccéo de anticorpos IgG anti-
FCoV. Os fatores de risco analisados foram faixa etaria, raca, género, condicdo
reprodutiva, acesso a rua e modo de criagdo (solitario ou em grupo). A sensibilidade
relativa do ELISA foi de 85,57%, a especificidade relativa de 94,44% e a acuracia
relativa de 88,74%. Para o estudo soroepidemioldgico observou-se uma soropositividade
de 64,24% (97/151) pelo teste ImmunoComb FCoV (FIP). Ndo houve significancia
estatistica em relacdo aos fatores de risco raca (p=1,000), género (p=0,0818) e viver
solitario ou em grupo (p=0,8325). J4 os fatores de risco faixa etéaria (p=0,0157), condicéo
reprodutiva (p=0,0074) e acesso a rua (p=0,0001) apresentaram significancia estatistica

quanto a soropositividade (para p-valores < a 0,05). O Elisa indireto apresentou
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capacidade de interacdo com anticorpos anti-FCoV, através do antigeno produzido, e uma
boa sensibilidade, especificidade e acuracia relativa, demonstrando eficiéncia e
capacidade discriminatdria. O estudo soroepidemiologico demonstrou que o FCoV esta
amplamente disseminado na populacdo de gatos estudada. A soropositividade encontrada
foi maior do que a esperada, uma vez que os gatos foram amostrados de domicilios e ndo
de abrigos ou gatis. As diferencas estatisticas encontradas para os fatores de risco faixa
etaria, condicdo reprodutiva e acesso a rua ajudam a tracar um perfil epidemioldgico

desta populacéo.

PALAVRAS-CHAVE: Coronavirus, FCoV, ELISA, Soroepidemiologia, Fatores de

Risco, Felinos.
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ALMEIDA, A.C.S. Development of the indirect ELISA with recombinant protein
and seroepidemiological study for feline coronavirus (FCoV). Botucatu, 2017. 90
pages. Thesis (Doctorate) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de

Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

ABSTRACT

The feline coronavirus (FCoV) infect domestic cats (Felis catus) with a bimodal
pathogenicity, producing from enteric subclinical infections to the fatal feline infectious
peritonitis (PIF). FIP is considered one of the most important infectious diseases of felids.
The diagnosis of FIP non-effusive is challenging for living animals and that of FIP
effusive can be established through the association of clinical findings and results of
laboratory tests. Although serological techniques do not provide conclusive diagnostics,
they are useful tools and may important in helping the management. The present study
aimed to develop an indirect ELISA test with the use of a nucleocapsid (N) recombinant
protein of FCoV as antigen and to perform a seroepidemiological study for infection
with FCoV in domiciled domestic cats from Botucatu, SP. For the indirect ELISA, the
antigen was produced by cloning and vector expression using bacteria. Tests of antigen
concentration and serum dilution were performed. One hundred and fifty-one samples
(n=151) were tested and the cut-off determined by calculating the average at Asso from 53
negative samples (as tested by ImmunoComb FCoV (FIP) kit — the reference test for the
study) and four standard deviation. For the seroepidemiological study, 151 samples were
tested ImmunoComb FCoV (FIP) for detection of IgG anti-FCoV antibodies. The
analyzed risk factors were age, breed, sex, reproductive condition, outdoor access,
creation mode (solitary or grouped). The relative ELISA sensitivity was 85,57%, the
relative specificity was 94,44% and the relative accuracy was 88,74%. In the
seroepidemiological study the seropositivity was 64,24% (97/151) by the ImmunoComb
FCoV (FIP) kit. There was no statistical significance among breed (p=1,000), sex
(p=0,0818) and solitary or grouped animals (p=0,8325). Age (p=0,0157), reproductive
condition (p=0,0074) and outdoor access (p=0,0001) presented statistical significance
concerning seropositivity (for p-values < 0,05). The indirect ELISA presented capacity of
interaction with anti-FCoV antibodies by the produced antigen with good relative
sensitivity, specificity and accuracy, showing efficiency and discriminatory capacity. The

seroepidemiological study showed that FCoV is widely disseminated in the studied cat
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population. The seropositivity encountered was higher than expected, since the sampled
cats were domiciled and not shelter cats. The statistical differences encountered in age,
reproductive condition and outdoor access aided in building the epidemiological profile

of this population.

KEY WORDS: Coronavirus, FCoV, ELISA, Seroepidemiology, Risk factors, Feline.
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1. INTRODUCAO

O Coronavirus felino (FCoV) é responsavel por causar uma das mais importantes
doencas infecciosas que acometem felinos domésticos e selvagens, a peritonite
infecciosa felina (PIF), que é uma enfermidade imunomediada, sistémica, progressiva e
fatal. A PIF foi descoberta na decada de 60 e, desde entdo, a doenca tem sido relatada
em todo o mundo. Ha evidéncias que sugerem que o agente causal da PIF seja um virus
mutante do FCoV, o chamado Virus da peritonite infecciosa felina (FIPV), enquanto o
seu correspondente benigno seria o Coronavirus entérico felino (FECV), indistinguiveis
entre si em relacdo as propriedades fisicas e antigénicas. O diagnostico da PIF néo-
efusiva (seca) continua a ser desafiador, sendo considerado um dos mais dificeis de se
estabelecer com o animal em vida. J4 o diagndstico da PIF ufusiva (Umida) pode ser
estabelecido através da associacdo de achados clinicos e resultados de exames
laboratoriais. Muitos estudos de soroprevaléncia demonstraram que a infeccdo pelo
FCoV € extremamente comum em gatos domeésticos, estando 0s anticorpos presentes
em cerca de 80 a 90% dos gatos que vivem em abrigos ou gatis, e estima-se que 5 a
10% desses gatos soropositivos desenvolverdo a doenca e morrerdo de PIF.

Investigacdes sobre a soroprevaléncia da infec¢do por FCoV e por outros agentes
virais importantes para a medicina felina, como o Virus da leucemia felina (FeLV) e
Virus da imunodeficiéncia felina (FIV), contribuem para o controle destes agentes na
medida em que se identificam fatores de risco e desenvolvem-se estratégias para
prevencdo da infeccdo. No Brasil, relativamente poucos gatos sdo investigados
laboratorialmente para exposi¢do ou infeccdo pelo FCoV, exceto por determinados gatis
que adotam um padrdo sanitario mais elevado. Via de regra, os gatos domiciliados
apenas sao investigados laboratorialmente se manifestarem sinais clinicos.

Apesar da existéncia de testes de deteccdo e quantificagdo de anticorpos contra o
FCoV, estes sdo importados e apresentam custos elevados para uso em larga escala. 1sso
porque além da necessidade de utilizacdo de reagentes importados e onerosos, muitos
dos laboratorios enviam as amostras para serem testadas no exterior. Por isso, 0
desenvolvimento de uma técnica quantitativa para deteccdo de anticorpos anti-FCoV é
de grande importancia, onde serd possivel oferecer um servico de baixo custo com
qualidade e rapidez, e com o estudo soroepidemioldgico se obter dados nacionais (que

s80 escassos) sobre a soropositividade e fatores de risco para infeccdo pelo FCoV.
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7. CONCLUSOES

O antigeno recombinante proteina N do FCoV foi produzido e aplicado na técnica
de ELISA indireto, demonstrando que é antigénico, apresentando capacidade de
interacdo com anticorpos de gatos naturalmente infectados pelo FCoV. A técnica
apresentou valores satisfatorios de sensibilidade, especificidade e acuracia relativa,
demonstrando boa eficiéncia e capacidade discriminatéria.

O estudo soroepidemioldgico demonstrou que o FCoV estd amplamente
disseminado na populacdo de gatos estudada. A soropositividade encontrada foi maior
do que a esperada, uma vez que os gatos foram amostrados de domicilios, e ndo de
abrigos ou gatis. Dentre os fatores de risco avaliados, aqueles que apresentaram
diferengas estatisticas foram faixa etaria, condi¢do reprodutiva e acesso a rua, ajudando
assim, a se tracar um perfil epidemioldgico da populagédo estudada.
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