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ALMEIDA, A.C.S. Desenvolvimento do ELISA indireto com uso de proteina
recombinante e estudo soroepidemioldgico para infeccdo 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 sao 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 0 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 néo
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 exposicdo 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.



19

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Coronavirus felino

O Coronavirus felino (FCoV) pertence a ordem Nidovirales, familia
Coronaviridae, género Alphacoronavirus. Sdo virus envelopados contendo RNA de fita
simples e polaridade positiva. Contém o maior genoma de RNA conhecido, e por este
motivo sdo virus altamente sujeitos a mutacdo espontdnea durante a replicacdo
(SPARKES, 2006; PRATELLI, 2008).

A estrutura genémica de todos os coronavirus € semelhante, sendo que o genoma
do FCoV apresenta aproximadamente 29.000 nucleotideos (PEDERSEN, 2009).
Apresentam 11 ORFs (open reading frames ou fases de leitura aberta), sendo duas
grandes ORFs codificantes da polimerase, quatro ORFs codificantes das proteinas
estruturais de espicula (S), membrana (M), nucleocapsideo (N) e envelope (E) e, cinco
ORFs codificantes das proteinas ndo estruturais 3a, 3b, 3c, 7a e 7b (Figura 1) (ADDIE
et al., 2004b; MYRRHA et al., 2011).

FIGURA 1. Desenho esquematico da estrutura do Coronavirus felino (FCoV). Proteinas estruturais:
envelope (E), membrana (M), nucleocapsideo (N), espicula (S). Fonte: KIPAR ¢ MELI, 2014,
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A glicoproteina S é multifuncional e desempenha um papel central na biologia e
patogénese da infeccdo por FCoV. S&o as responsaveis por dar a esta familia de virus a
aparéncia de coroa (microscopia eletronica), e sdo utilizadas para a ligacao ao receptor e
para a entrada viral, além de apresentarem as sequéncias mais variaveis no genoma do
coronavirus (WOO et al, 2010). A proteina M é a proteina estrutural mais abundante e
apresenta fungdes importantes relacionadas com a ligacdo do virus as células, e com a
imunidade do hospedeiro mediada por células, bem como a inducdo de anticorpos-
dependentes (PRATELLI, 2008; WOO et al., 2010). A proteina N (42-60 kDa) € uma
das mais abundantes produzidas durante a infeccdo viral, e desempenha um importante
papel na replicacdo viral, montagem e na imunidade do hospedeiro, além de ser bastante
conservada e altamente imunogénica. O seu uso para clonagem e producdo de proteinas
recombinantes em ensaios soroldgicos é bastante comum (LAl e HOMES, 2001;
BATILLANI et al., 2010; WOO et al., 2010).

O FCoV é responsavel por causar uma das mais importantes doencas infecciosas
que acometem felinos domeésticos e selvagens, a peritonite infecciosa felina (PIF), que é
uma enfermidade infecciosa, imunomediada, sistémica, progressiva e fatal (ADDIE e
JARRETT, 2006). Foi descrita pela primeira vez no ano de 1963, no Angell Memorial
Animal Hospital, Boston, Estados Unidos, pelo Dr. Jean Holzworth. Desde entdo, a
doenca tem sido relatada em todo o mundo (PEDERSEN, 2009; LE PODER, 2011).
Outros coronavirus causam doencas respiratorias e entéricas prevalentes em humanos e
animais domésticos (LAl e HOMES, 2001; KIM et al., 2016).

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. A mutacdo do FECV ocorreria
ao acaso durante o curso da infeccdo entérica, na qual o virus adquiriria a capacidade de
replicar-se em macrofagos, fato que possibilitaria a viremia e disseminagdo sistémica
(ADDIE e JARRETT, 2006; NORSWORTHY et al., 2006; CORNELISSEN et al.,
2007). Uma hipotese alternativa ainda sugere que ambas as variantes circulam na
natureza (BROWN et al., 2009; HORA et al., 2013).

O FCoV é classificado em dois sorotipos virais, | e Il, baseados nas suas
caracteristicas de crescimento nas culturas de células, citopatogenicidade e reatividade

com anticorpos neutralizantes. O sorotipo | é observado particularmente em felinos e se
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replica pobremente em culturas de células, sendo o mais comum na natureza,
responsavel por 70% a 80% das infeccBes em felinos. O sorotipo Il é resultante da
recombinacédo entre o sorotipo | e o coronavirus canino, replicando-se bem em culturas
de células. Ambos os sorotipos podem causar sinais clinicos nos gatos domésticos, que
variam desde infecgdes assintomaéticas, sinais entéricos ou de PIF (ADDIE e JARRETT,
2006; SPARKES, 2006; SHIBA et al., 2007; PRATELLI et al., 2009).

Na Figura 2, demonstra-se um esquema representativo das relaces genéticas
entre 0 FCoV e o CCoV (coronavirus canino) e os possiveis sitios de recombinagédo que
déo origem ao sorotipo Il do FCoV (LE PODER, 2011).
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FIGURA 2. Esquema representativo das relagdes genéticas entre o FCoV e CCoV. As sequéncias azuis
sdo de origem felina e as sequéncias laranja sdo de origem canina. As setas indicam o0s possiveis sitios de
recombinagdes. FCoV-I: coronavirus felino sorotipo I. FCoV-II: coronavirus felino sorotipo 1. CCoV-I:
coronavirus canino sorotipo |. Pol: polimerase; Proteinas estruturais S (espicula), E (envelope), M
(membrana) e N (nucleocapsideo); Proteinas ndo estruturais 3a,b,c; 7ab. Fonte: Le Poder, 2011

(modificada).
2.2. Epidemiologia

A infeccdo por FCoV apresenta ampla distribuicdo nos felinos domésticos e
também pode ser observada nos felinos selvagens. A PIF é mais frequente em
ambientes com alta concentragdo de felinos, pois € onde ha maiores taxas de infeccdo
viral e disseminagdo de variantes FIPV, expondo o0s animais a elevadas doses
infectantes (HOSKINS e LOAR, 1993; FOLEY et al., 1997b). O FCoV é mantido nas

populacdes de felinos por intermédio dos animais que atuam como carreadores cronicos
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(eliminadores do virus), que correspondem a cerca de 20% dentro de um ambiente
populoso (HARTMANN, 2005). Estes animais eliminam virus persistentemente por
longos periodos, e a deteccdo destes portadores é importante para que eles possam ser
removidos do ambiente e separados.

E um virus altamente contagioso, possuindo alta prevaléncia em gatis e abrigos de
felinos. Estudos de soroprevaléncia demonstraram que anticorpos estdo presentes em
cerca de 80 a 90% dos gatos que vivem nestes ambientes e, estima-se que 5 a 10%
desses gatos soropositivos desenvolverdo a doenca e morrerdo de PIF (HERREWEGH
etal., 1995; KUMMROW et al., 2005; ADDIE e JARRETT, 2006; PEDERSEN, 2009).

Ambos 0s sorotipos sdo transmitidos por via fecal-oral e geralmente causam
infeccdes intestinais leves. O virus persiste no intestino de gatos saudaveis e pode ser
eliminado de forma continua ou intermitente no ambiente, durante meses a anos
(NORSWORTHY et al., 2006).

A ocorréncia da PIF é maior em gatos jovens, com predominio em animais entre
trés meses e trés anos de idade (ADDIE e JARRETT, 2006). No entanto, podem ocorrer
casos em gatos com mais de 10 anos, associados ao declinio da resposta imune
(ROHRBACH et al., 2001). Alguns fatores podem influenciar o aparecimento da PIF,
tais como o estresse, estado imunolégico, uso de corticoides, histérico de cirurgias, dose
infectante e viruléncia da cepa viral, entre outros (DAIHA, 2003; OLIVEIRA et al.,
2003).

2.3. Patogenia

A patogenia da doenga é complexa e até os dias atuais ela permanece incerta
(PEDERSEN, 2009; MYRRHA et al., 2011). Sabe-se que o gato infecta-se com o
FCoV por via oronasal. O virus atinge entdo o intestino, onde se replica no citoplasma
dos enterdcitos maduros localizados no topo das vilosidades intestinais, causando
infeccdo que pode ser assintomatica ou pode ocorrer diarréia devido a morte dessas
células (ADDIE e JARRETT, 2006; PEDERSEN et al., 2009). Entretanto, a infeccéo
pode tomar rumos diferentes nos animais. Para explicar isto, algumas hipoteses sao
sugeridas.

A primeira e mais estudada, chamada teoria da mutacédo interna, considera que o

FECV localizado nos enterdcitos apresenta capacidade de se replicar em macréfagos e
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invadir os tecidos intestinais e 0 sangue, de modo que a sua presenga no sangue e nos
tecidos levaria a replicacdo continua e propiciaria o surgimento de cepas mutantes com
viruléncia aumentada (VENNEMA et al., 1998). Outras teorias propostas estdo
relacionadas com fatores virais e do hospedeiro, sdo elas: surgimento de quasispecies;
resposta imune do animal estaria implicada no desenvolvimento da doenca; existéncia
de estirpes circulantes virulentas e avirulentas distintas (MYRRHA et al., 2011).

Os gatos que apresentam uma forte resposta imune mediada por células nédo
desenvolvem a PIF. Entretanto, gatos que apresentam predominantemente uma resposta
humoral progridem para a doenca. Acredita-se que a resposta mediada por células T,
seja a unica resposta imune eficiente contra a progressdo da doenca (PEDERSEN, 1987;
VENEMMA et al., 1995; SATOH et al, 2011). A patogenia da PIF esta intimamente
associada a resposta imunologica do animal, e envolve a deplecdo de células T,
caracteristica compartilhada por alguns outros coronavirus, como o da Sindrome
Respiratoria Aguda Grave (SARS) (KIM et al., 2016). O mecanismo de deplecdo das
células T ndo é claro, porque o virus ndo infecta linfocitos, somente macrofagos e
monocitos (SYKES, 2010). Um decréscimo nos linfécitos do sangue tem sido
previamente associado com sinais de doenga na infeccdo experimental por FIPV e
varios graus de linfopenia tém sido detectados, sendo considerado como uma
caracteristica comum na ocorréncia natural da PIF (PEDERSEN, 2009; PEDERSEN et
al., 2015).

A existéncia de marcadores genéticos para diferenciar o FIPV do FECV é um
tema do mais alto interesse, ndo so pelo ponto de vista clinico e epidemiol6gico, mas
também como base para uma melhor compreensdo da patogenia da doenca, que €
altamente complexa (HORA et al., 2016).

2.4. Sinais Clinicos

Os sinais clinicos que ocorrem na PIF s@o provenientes diretamente da vasculite e
do dano isquémico causado nos orgaos em decorréncia das lesbes nos vasos que 0s
irrigam. A PIF é classificada em duas formas: uma efusiva (Umida), caracterizada por
vasculite e poliserosite, e uma forma ndo-efusiva (seca), (KIPAR et al., 2005).

Na PIF efusiva, o animal pode apresentar acimulo de liquido no abdémen, térax e

saco pericardico, abdémen distendido, dispnéia, taquipnéia, abafamento de sons
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cardiacos. A PIF ndo-efusiva € a forma crbnica da doenga, com a formacéo de lesbes
piogranulomatosas nos rins, figado, pulmdes, baco, sistema nervoso central, trato
gastrointestinal, olhos, pancreas, pele, coracdo. Os gatos que apresentam sinais clinicos
evidentes de PIF provavelmente ndo sobreviverdo por mais de 12 meses, pois ndo ha
tratamento efetivo e o curso da doenca resulta em 6bito do animal (HARTMANN,
2005).

2.5. Diagnostico

O diagnoéstico antemortem da PIF é desafiador, pois ndo existe um teste
disponivel que seja sensivel e especifico. Como o virus é altamente prevalente nas
populacbes felinas, muitos gatos sdo positivos para FCoV nos testes soroldgicos e de
amplificagdo de DNA com o uso da enzima transcriptase reversa (RT-PCR) (CAN-
SAHNA et al., 2007). Um diagndstico conclusivo ndo pode basear-se exclusivamente
na sorologia ou na RT-PCR, os quais detectam a resposta humoral ou a presenca do
virus, respectivamente. Estas técnicas vao fornecer apenas informacGes sobre a infeccéo
e ndo sobre uma possivel evolucdo para o desenvolvimento da PIF (GIORI et al., 2011).

A presenca do FCoV ou de anticorpos na corrente sanguinea ndo podem ser
considerados marcadores diagnosticos eficientes para a PIF, eles indicam apenas o
estado de portador ou a ocorréncia de exposi¢cdo ao agente. Animais sistemicamente
infectados podem permanecer saudaveis e representar uma fonte constante de
disseminacdo do FCoV (HERREWEGH et al., 1995; FOLEY et al., 1997a)

As dificuldades em diagnosticar de forma definitiva a PIF sdo decorrentes da
variabilidade das manifestacdes clinicas (sinais sdo inespecificos), do periodo de
incubacdo, da auséncia de alteragdes hematologicas e bioquimicas patognomonicas, e
da baixa sensibilidade e especificidade dos testes utilizados rotineiramente
(HARTMANN, 2005).

Em muitos casos, o diagnostico presuntivo pode ser feito atraves da avaliacdo do
historico, achados clinicos, titulo de anticorpos para coronavirus, exames laboratoriais
tais como hemograma (pode ser detectado um quadro de leucocitose ou leucopenia,
neutrofilia, linfopenia, anemia, trombocitopenia); bioquimicos (relacdo albumina/
globulina, alteracbes de enzimas renais e hepéaticas, hiperproteinemia,

hiperglobulinemia, aumento das proteinas de fase aguda); avaliacdo da efusdo (amarela,
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consisténcia viscosa, presenca de codgulos e fibrina, classificada como transudato néo
modificado ou exsudato ndo séptico) e exclusdo de doencas semelhantes
(HARTMANN, 2005; PEDERSEN, 2009; KIPAR e MELI, 2014).

O diagnostico definitivo é feito através da necropsia (presenca de piogranulomas,
superficies dos érgdos abdominais e toracicos cobertas por pequenas placas de fibrina
esbranquicadas) e histopatologia (vasculite caracterizada microscopicamente - necrose
e infiltracdo perivascular de células mononucleares, linfocitos e macrofagos
proliferativos, plasmdcitos e neutrofilos, ao redor de arteriolas e vénulas).
(HARTMANN et al., 2003; ADDIE e JARRETT, 2006; KIPAR e MELI, 2014).

2.5.1. Diagnostico soroldgico da infeccédo pelo FCoV

Os testes para deteccdo de anticorpos anti-FCoV sao Uteis para uma variedade de
situacOes dentro da veterinaria, como por exemplo, monitorar o tratamento; diagnostico
de gastroenterite causada por FCoV; avaliacdo de um gato saudavel que tenha entrado
em contato com um gato suspeito ou soropositivo; avaliacdo da infecgdo em um gato
antes de introduzi-lo em um novo ambiente; monitorar os niveis de anticorpos de
felinos que vivem em ambientes populosos, sendo possivel realizar a separacdo de
animais positivos (ADDIE et al., 2015). A sorologia também pode ser importante para o
acompanhamento de surtos em gatis e, principalmente, para 0 monitoramento desses
gatis até que eles se tornem livres da infeccdo pelo FCoV (ZANUTTO e MITIKA,
2007).

Dentre os testes que sdo realizados estdo imunofluorescéncia indireta, técnica de
neutralizacdo viral, prova de imunoadsorcdo enziméatica (ELISA), teste
imunocromatografico rapido (RIM) (PEDERSEN, 2009; ADDIE et.al., 2015). Uma
abordagem flexivel é importante ao selecionar o teste que sera realizado para detecgdo
de anticorpos anti-FCoV. Deve-se buscar o teste mais adequado para a situacéo, em vez

de adotar um unico teste como padrdo (ADDIE et.al., 2015).
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3. OBJETIVOS

Este estudo teve como objetivos:

I) Produzir o antigeno recombinante N (proteina de nucleocapsideo) do FCoV,

através de um sistema heterélogo de expressao.

I1) Padronizar um teste de ELISA indireto com uso de antigeno recombinante para
deteccdo e quantificacdo de anticorpos anti-FCoV em soros de gatos naturalmente
infectados.

I11) Realizar um estudo soroepidemioldgico para presenca de anticorpos anti-
FCoV em gatos domésticos domiciliados da cidade de Botucatu, Sdo Paulo, Brasil.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Delineamento experimental |

Sequéncia GenBank

Coleta de fragmento de rim felino (veio a dbito com PIF)

l NC_002306.1

Desenho de primers
(PrimerBlast)

Extracdo de RNA, Sintese de cDNA e
Amplificacdo do fragmento que codifica a proteina N do FCoV

|

Purificacdo do fragmento amplificado (aproximadamente 1500 pb) e Sequenciamento

| |

Aquisicdo do plasmideo de expressao pGS21a (GenScript) - sequéncia otimizada

|

Propagacéo do plasmideo pGS21a/proteina N em bactéria E.coli DH5a, e ap6s em E.coli BL21 (DE)

|

Reac&o de digestdo e Sequenciamento H Desenho de novos primers

l‘ - Tempo de Incubagao
Expressdo e Produgdo da proteina recombinante H - Concentracéo de IPTG

1 - Solubilidade

Purificacdo em coluna de cromatografia de afinidade e Quantificacdo pelo método de BCA

|

Didlise para remogao do Imidazol e

Reacdo enzimatica com a Enteroquinase (para clivagem da proteina de fusdo GST)

|

Western e Dot blotting

|

Separacdo das fragdes 72 kDa (proteina N+GST), 42 kDa (proteina N) e 29 kDa (GST)

1 - Concentragdo de Antigeno

ELISA indireto b - Diluic&o dos soros
- Teste de interferéncia da GST
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4.2. Delineamento experimental 11

Coleta das amostras de soro (151 gatos domésticos domiciliados da cidade de Botucatu, SP)

|

Dados individuais de cada animal (ficha epidemioldgica)

|

Teste das amostras de soro - kit ImmunoComb FCoV (FIP)® - Biogal

|

Analises Estatisticas

4.3. Producéo do antigeno recombinante e ELISA indireto

4.3.1. Extracdo de RNA, sintese de cDNA e amplificacdo do fragmento que
codifica a proteina N do FCoV.

O RNA viral foi extraido a partir de um fragmento de rim de felino doméstico que
veio a 6bito com PIF (confirmado por histopatologia), utilizando TRIZOL (Invitrogen®)
seguindo as recomendaces do fabricante.

Com o acesso NC_002306.1 (GenBank), primers para amplificar o fragmento que
codifica a proteina N do FCoV foram desenhados utilizando a ferramenta do Primer
Blast. Os primers descritos na Tabela 1, 1-F e 1-R amplificam todo o fragmento da
proteina N (incluindo o cddon iniciador e o cddon terminador) totalizando 1413 pb,
enguanto os primers 2-F e 2-R amplificam uma parte interna da proteina N totalizando
476 pb.

Para a sintese do cDNA e amplificagdo do fragmento desejado foi ultilizado o kit
LongRange 2Step RT-PCR (QIAGEN®) seguindo as recomendagdes do fabricante.
Apbs a PCR, o produto amplificado foi analisado por eletroforese em gel de agarose a
1% e corado com SYBR® Safe DNA gel Stain (Invitrogen®).
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TABELA 1: Primers utilizados na amplificacdo do fragmento que codifica a proteina N do FCoV.

Primer Sequéncia (5'—3") Tamanho N° acesso
1-F GCAACTACTGCCACAGGATGGGC 1413 pb NC_002306.3
1-R CGCAGACTACTGTCAGGCACACC
2-F TGGGTTGCAAGGGATGGTGCC 476 pb NC_002306.3
2-R TGAGGGTAGCATTTGGCAGCG

4.3.2. Purificacéo dos fragmentos amplificados e sequenciamento.

O fragmento amplificado que apresentou o tamanho esperado (aproximadamente
1500 pb) foi cortado do gel de agarose a 1% e purificado com o kit illustra™ GFX™
PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare®) seguindo as recomendacdes
do fabricante. Posteriormente, foi quantificado em gel de agarose a 1% em comparacgédo
ao High DNA Mass Ladder (Invitrogen®).

O DNA purificado foi entdo submetido ao sequenciamento. Para tanto foi
utilizado o BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) e o
aparelho de sequenciamento automatico ABI 3500 (Applied Biosystems), conforme
recomendacdes do fabricante, com os primers 1-F e 1-R descritos na Tabela 1. As
analises foram feitas no programa Sequence Scanner v1.0 (Applied Biosystems) e Mega
5.1.

4.3.3. Aquisicao do plasmideo de expressdo pGS21a.

Com o resultado do sequenciamento, apds as analises, a sequéncia obtida de 1131
bp foi comparada com outras sequéncias ja depositadas no Genbank. Foram avaliadas as
melhores condicGes para otimizagédo e solicitada a sintese do gene completo contendo
1131 pb no vetor pUC 57 e a subclonagem no vetor de expressdo pGS21a, ambos da
empresa GenScript.

O vetor pGS-21a foi preparado para clonagem, com expressao de alto nivel e para
uma facil purificacdo de proteinas, através das duas sequéncias de seis histidinas
(6xHis) e da proteina de fusdo GST que estdo na sequéncia deste vetor. A primeira

sequéncia de 6xHis estd fundida com a GST, e essa fusdo de 6xHis-GST pode ser
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clivada utilizando a enzima enteroquinase. A segunda sequéncia de 6xHis pode ser
utilizada para deteccéo e posterior purificacdo apés a clivagem de 6xHis-GST.
O fragmento desejado foi solicitado entre os sitios de clonagem Ncol e Bam Hl,

com a cauda de histidina na por¢do amino-terminal (Figura 3).

17 Promoter

Enterokmase

Nco | Sequéncia
é—"‘ proteina N

lac |

(6169 bp) ™

Ori

(HiS)L‘-

T7 Terminator

Ampicillin

\
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FIGURA 3. Mapa do vetor de expressdo pGS21a. Na ponta da seta o local de insercdo da sequéncia
codificante da proteina N do FCoV entre os sitios de clonagem Ncol e BamHI. Fonte: GenScript -
Modificado.

4.3.4. Propagacdo do plasmideo pGS2la/proteina N, reacdo de digestdo e

novo sequenciamento.

O plasmideo de expressdo pGS21a contendo a sequéncia otimizada da proteina N
foi inserido na bactéria competente E.coli cepa DH5-a através da transformagéo fisico-
quimica por choque térmico, descrita por SAMBROOK et al., 1989. A bactéria
contendo o plasmideo pGS2la/proteina N foi semeada em meio Luria-Bertani (LB)
Agar (1% triptona, 0,5% extrato de levedura, 17 mM NaCl, 1,5% de &gar
bacteriol6gico) contendo 100ug/mL de ampicilina e incubada a 37°C por 16 horas.
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Apos este periodo, foi obervado o crescimento de col6nias brancas na placa, e algumas
destas colbnias foram selecionadas e adicionadas em tudo falcon de 15 mL contendo 5
mL de meio LB liquido com 100ug/mL de ampicilina, e incubada sob agitacdo de 200
rpm, a 37°C, por 16 horas. Em seguida, foi realizada extracdo plasmidial com o kit
QIlAprep Spin Miniprep Kit® (Qiagen) seguindo as recomendagdes do fabricante.

Esse DNA plasmidial extraido foi introduzido na bactéria competente E.coli cepa
BL21 (DE) também através de transformacdo fisico-quimica, seguindo o mesmo
protocolo descrito acima. Duas coldnias isoladas foram submetidas a multiplicagdo em
meio LB, contendo 100 pg/mL de Ampicilina, mantidas sob agitacdo de 220 rpm, a
37°C, por 16 horas. A extracdo plasmidial novamente foi realizada com o kit QlAprep
Spin Miniprep Kit (Qiagen), e a quantificacdo feita no NanoDrop 1000 (Thermo
Scientific). Ao final de cada etapa, uma fracdo de 900 pL da cultura com 10% de
glicerol foi armazenada a -70°C para posterior uso.

Uma reacdo de digestdo foi realizada com o DNA plasmidial extraido da bactéria
E.coli cepa BL21 (DE) para confirmar o tamanho do fragmento esperado. Foram feitas
analises para a escolha do tampéo a ser usado (Tango 1x), e as enzimas utilizadas foram
Ncol (New England Biolabs®) e BamHI (Fermentas®). A reagdo foi realizada com
incubacdo a 37°C, por 2 horas, seguindo as recomendacdes do fabricante. Apds a
reacdo, os produtos digeridos foram analisados em gel de agarose a 1% corado com
SYBR® Safe DNA gel Stain (Invitrogen®).

Para a realizacdo das reacdes de sequenciamento, foi necesséaria a sintese de
quatro novos primers (Tabela 2), que foram desenhados no programa Primer Blast,
utilizando a sequéncia otimizada pela empresa GenScript, para a confirmagdo da
presenca da sequéncia codificante da proteina N do FCoV. O primer FCoV-1 hibridiza
com a terminagdo 5’ da regido do plasmideo préxima a enteroquinase; enquanto o
primer FCoV-2 hibridiza a com a termina¢do 3’ da regiao interna da proteina N;
amplificando um produto de 633 pb. O primer FCoV-3 hibridiza com a terminagao 5’
da regido interna da proteina N; enquanto o primer FCoV-4 hibridiza com a terminagéo
3’ da regido do plasmideo proxima a histidina carboxi-terminal; amplificando um
produto de 580 pb. A localizacdo da hibridizacdo dos primers pode ser observada na
Figura 3.

Foi realizado um novo sequenciamento, com os primers FCoV 1-2-3-4 (Tabela 2),

para confirmar a presenca da sequéncia inserida, a orientacdo correta do fragmento e
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verificar a fase de leitura de traducdo da proteina a ser produzida. Para tanto foi
utilizado o BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) e o
aparelho de sequenciamento automatico ABI 3500 (Applied Biosystems), conforme
recomendacdo do fabricante. As analises foram feitas no programa Sequence Scanner
v1.0 (Applied Biosystems) e Mega 5.1.

TABELA 2: Primers utilizados para o sequenciamento.

Primer Sequéncia Tamanho
FCoV-1 5> GAT CTG GTA CCG ACG ACG AC 3’ 633 pb
FCoV-2 3’ GTT AGATTG CTG GCG CAC AC S
FCoV-3 5> AAACGCGTG ATACCGCACCG ¥ 580 pb
FCoV-4 3’ TCAGCTTCCTTT CGG GCTTT 5°

4.3.5. Expressao e producdo da proteina recombinante

Para a etapa de expressdo foram realizados testes prévios para determinar a
concentracdo ideal de IPTG a ser utilizada, o tempo de incubacdo apds a inducgédo e a
solubilidade da proteina produzida. Através destes resultados, iniciou-se a etapa de
expressao e producao.

Algumas colbnias isoladas do pGS-21la/proteina N em E.coli cepa BL21 (DE)
foram usadas como indculo para a preparacdo de 100 mL de meio LB liquido contendo
100 pg/mL de Ampicilina e apos este procedimento, o volume preparado foi incubado
overnight, a 37°C, sob agitacdo de 200 rpm. Uma aliquota de 50 mL dessa cultura foi
transferida para 450 mL de meio LB liquido com 100 pg/mL de Ampicilina, e deixada
sob agitacdo a 200 rpm a 37°C até atingir Ago de 0,5-1,0. Apds, a cultura foi induzida
com IPTG na concentragdo de 1,0 mmol/L e incubada a 30°C, a 200 rpm, por 4 horas
(previamente determinados). Toda a cultura foi centrifugada a 3000 g, durante 15
minutos, a 4°C. O meio foi descartado e o pellet foi lavado 2 vezes em PBS (15 mL por
vez, centrifugado a 3000 g, por 15 muntos, a 4°C).

Para a etapa de lise, as células bacterianas foram ressuspendidas no tampéo 20
mmol/L de fosfato de sodio pH 7,4, 500 mmol/L de NaCl, 20 mmol/L de Imidazol e 1

mg/mL de lisozima a 1/10 do volume da cultura, juntamente com Protease Inhibitor
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Mix HP® (SERVA Electrophresis) na concentracdo recomendada pelo fabricante. Em
seguida as culturas foram incubadas no gelo por 15 minutos e submetida a lise por
sonicacdo por 6 vezes (amplitude de 40%, 4°C por 30 segundos e intervalo de 1
minuto). Foi realizada a centrifugacdo a 3000 g, durante 15 minutos, a 4°C. O
sobrenadante (fracdo soltvel) foi coletado e o pellet (fracdo insoltvel) congelado para
posterior uso. Ao final, a analise foi realizada pela técnica de SDS-PAGE (LAEMMLLI,

1970), com gel de separacdo de 10% e coloracdo com Coomassie Blue.

4.3.6. Purificacao da proteina recombinante e quantificacédo

A purificacdo da proteina recombinante presente na fracdo soltvel foi realizada
com a coluna His Trap™ HP (GE Healthcare Life Science), que separa as proteinas de
interesse por cromatografia de afinidade. O metal imobilizado (niquel), presente na
coluna, tem afinidade pela cauda de histidina (6xHIs) presente na por¢do amino-
terminal da proteina de interesse.

A purificacgdo foi realizada conforme orientagdo do fabricante. Como solucdo de
ligacdo e lavagem foi utilizado o tampé&o 20 mmol/L de fosfato de sédio pH 7,4, 500
mmol/L de NaCl e 20 mmol/L de imidazol; e como solucdo de eluicdo foi utilizada a
concentracdo de 500 mmol/L de Imidazol no mesmo tampéo descrito para ligacdo e
lavagem, com auxilio em todas as etapas da bomba peristaltica.

Aliquotas de 1 mL das fragBes eluidas foram coletadas, e estas foram analisadas
por espectrofotometria nos comprimentos de onda 260 e 280 nm utilizando o NanoDrop
1000 (Thermo Scientific), para observar o momento em que ocorreu o0 pico de saida de
proteina. Algumas fracGes foram selecionadas e analisadas pela técnica de SDS-PAGE
(LAEMMLLI, 1970), com gel de separagéo de 10% e coloragdo com Coomassie Blue.

Apos determinar as fragdes que possuiam a proteina recombinante, a concentracdo
foi estimada pelo método de BCA (SMITH et.al., 1985) em comparacgdo & curva padrao

de concentragéo de albumina sérica bovina (BSA).

4.3.7. Dialise em membrana de celulose

As aliquotas purificadas que continham a proteina foram unidas em um dnico tubo

e submetidas a dialise, em duas etapas, em membrana de celulose (33 mm,12 kDa -
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Sigma Aldrich) para remogdo do imidazol. Na 12 etapa, foi utilizado o tampéo 20
mmol/L de fosfato de sodio pH 7,4, 500 mmol/L de NaCl e 200 mmol/L de Imidazol,
durante 24 horas, com trés trocas de tampdo. Na 22 etapa, foi utilizado o tampéo 20
mmol/L de fosfato de sodio pH 7,4 e 500 mmol/L de NaCl, durante 24 horas, com trés
trocas de tamp&o. Todo o procedimento foi realizado em céamara fria, a 4°C, sob
agitacdo. Apds este periodo, a amostra total foi recuperada em aliquotas de 0,5mL e
acondicionadas em microtubos de 1,5 mL livres de nucleases (Axygen®), sendo
mantida sob refrigeracdo (4°C) até 0 momento do seu uso.

Uma nova etapa de quantificacdo foi realizada, na qual a concentracdo foi
novamente estimada pelo método de BCA (SMITH et.al., 1985) em comparacdo a curva
padrdo de concentracdo de albumina sérica bovina (BSA). Foi realizada também a
quantificacdo no equipamento NanoDrop 1000® (Thermo Scientific), no comprimento
de onda 280 nm, para comparacao entre 0s métodos.

4.3.8. Reacgdo enzimatica com enteroquinase (EK)

Para a clivagem da proteina de fusdo GST, presente na sequéncia traduzida da
proteina N, foi realizada uma reacdo de digestdio com a enzima enteroquinase
(GenScript Corporation). Uma unidade (1u) da enzima é definida como a quantidade de
enzima necessaria para clivar 95% de 50 pg de proteina de fusdo em 16 horas a 22°C
em um tampao contendo Tris-HCI 25 mM pH 8,0.

Testes com diferentes diluicbes e temperaturas foram feitos, seguindo as
recomendacdes do fabricante, para otimizar essa reacdo enzimatica, visando um alto
rendimento final. Foram testadas as seguintes diluicbes da enzima 1u, 0,1u; 0,01u;
0,001u; 0,0001u; 0,00001u; 0,000001u para determinar a concentracdo ideal de EK por
reacdo. A incubacdo inicial foi feita a 22°C por 16 horas. Em seguida, foram realizados
testes, onde a concentracdo da enzima por reacdo ja estava definida, com diferentes
temperaturas de 18°C, 20°C, 22°C, 24°C e 28°C, e incubadas por 16 horas.

Apbs cada reacdo, foi adicionado Protease Inhibitor Mix HP (SERVA
Electrophresis) na concentracdo recomendada pelo fabricante para a inativacdo da EK.

As analises foram feitas pela técnica de SDS-PAGE com gel de separacdo de 10%.
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4.3.9. Western e Dot Blotting

As amostras submetidas a reacdo com a EK foram analisadas pelo Western e Dot
Blotting para verificacdo da especificidade das fragfes obtidas. Para o Western Blotting,
foi realizada a SDS-PAGE (LAEMMLLI, 1970) em duplicata e apds a transferéncia em
membrana de nitrocelulose (porosidade 0,22 pm - Protran™ — Whatman) no aparelho
Trans-Blot SD Smi-dry Transfer Cell (Bio Rad®), seguindo as recomendacgdes do
fabricante. A transferéncia foi realizada a 15 V, por 60 minutos e como tampao foi
usado o Bjerrum and Schafer-Nielsen (48 mmol/L Tris; 39 mmol/L Glicina; 20%
metanol; 3,35 mL de SDS a 10%, pH 9.2). Apos a transferéncia, a membrana foi corada
em solucdo de Ponceau S (0,1% Ponceau e 5% Acido acético glacial) por 10 minutos e
descorada com agua Mili-Q até a total eliminacdo da coloracdo avermelhada presente na
membrana. O gel também foi corado com Coomassie Blue para verificacdo da
eficiéncia da transferéncia.

No Dot Blotting, o antigeno puro (1uL) foi adicionado em duplicata diretamente
nas tiras de membrana de nitrocelulose (porosidade 0,22 pum - ProtranTM — Whatman).
Nas tiras A, B, C, D e E foi adicionado o antigeno total (proteina N + GST clivadas e
fracdes de tamanhos inespecificos, que sdo pertencentes a bactéria E.coli cepa BL21
(DE)); e nas tiras F, G, H e | foi adicionado o antigeno que continha a fracdo da GST e
as mesmas fracdes de tamanhos inespecificos.

As etapas seguintes foram realizadas para as duas técnicas descritas.

As membranas foram blogueadas overnight com TBS (Tris Buffered Saline — 10
mmol/L de Tris-HCI pH 7.4 e 150 mmol/L de NaCl) contendo 10% de leite em pd
desnatado (LPD). Em seguida, foram realizadas 3 lavagens de 10 minutos com TBS
para remocdo do bloqueio e foi adicionado o anticorpo priméario diluido em TBS
contendo 10% de LPD incubado por 2 horas sob agitacdo. Apds a incubacdo, foram
realizadas duas lavagens de 10 minutos com TBS e adicionado o anticorpo secundario
diluido em TBS contendo 10% de LPD, incubado por 2 horas sob agitagdo. Ao final,
trés lavagens de 10 minutos foram feitas com TBS e a solugédo de substrato cromdgeno
(50 mL de TBS, 10 mL de metanol, 1 mL de cloronaftol (a 30 mg/mL diluido em
metanol), e 30 pL de perdxido de hidrogénio) foi adicionada na membrana e incubada

por 10 a 30 minutos sob agitacdo suave. A reacdo foi bloqueada com trés lavagens de 10
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minutos com &gua ultra-pura sob agitacdo. Todas as etapas foram realizadas a
temperatura ambiente.

Como anticorpo primario para a marcacdo do fragmento correspondente ao
tamanho da proteina N, foi utilizado soro de gato (diluicdo 1/100) positivo para FCoV
(testado pelo kit ImmunoComb FCoV) e como anticorpo secundario o conjugado de
coelho Anti-1gG de gato marcado com peroxidase (diluicdo 1/200). J& para a marcagéo
do fragmento correspondente ao tamanho da proteina de fusdo GST, foi utilizado como
anticorpo priméario o anticorpo sintético anti-GST (diluicdo 1/1000), e como anticorpo
secundario o conjugado protein G peroxidase (dilui¢do 1/1000).

4.3.10. Separacao das fracdes da proteina pos-reacdo com EK

Apo0s a reacdo com a EK, as amostras foram submetidas a testes para separacdo das
fracdes obtidas (Proteina N do FCoV 42 kDa, GST 29 kDa e Proteina N+GST=72 kDa),
através do uso de colunas de cromatografia de afinidade e da técnica de coluna de gel
filtrac&o.

Foram utilizadas duas colunas com diferentes protocolos, His Trap™ HP e GSTrap
HP (ambas da GE Healthcare Life Science), seguindo as recomendac6es do fabricante.
Para a coluna His Trap™ HP, foi seguido 0 mesmo protocolo descrito no item 4.3.6, com
mudanga na concentracdo do Imidazol no tampédo de eluicdo, onde foi relizado um
gradiente nas concentracOes de 40, 50, 80, 100 e 150 mM. Para a coluna GSTrap HP,
como tampao de ligacdo e lavagem foi utilizado o tampéo PBS pH 7,3; e como tampao de
eluicdo 50 mM de Tris-HCI pH 8,0 e 20 mM de glutationa reduzida. Para os dois
protocolos, aliquotas de 0,5 mL foram colhidas na etapa de aplicacdo da amostra, de
lavagem da coluna e de eluicéo.

Para a gel filtragdo, foram utilizadas as colunas Superdex™ 75 10/300 GL e
Hiprep™ 16/60 Sephacry™ S-200 HR (ambas da GE Healthcare Life Sciences), com
auxilio do aparelho HPLC Akta Purifier (GE Healthcare Life Sciences) seguindo as
recomendacdes do fabricante. Foi utilizado 500 pL de amostra da proteina, a uma
concentracéo de 2,0 ng/mL. A amostra estava no tampdo 500 mmol/L de NaCl e 20
mmol/L de fosfato de sddio, pH 7,4 e, 0 mesmo tampdao foi utilizado no procedimento.

Foram colhidas aliquotas de 0,5 mL na etapa de eluigao.
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Todas as analises foram feitas através da técnica de SDS-PAGE com gel de

separacao de 10% e coloragdo com Coomassie Blue.
4.3.11. Elisa Indireto
4.3.11.1. Determinacao da concentracdo do antigeno e dilui¢céo dos soros

Testes foram feitos para determinar a concentracdo ideal de antigeno a ser
utilizado na etapa de adsorcdo. Foram testadas as concentragdes de 50, 100, 150 e 200
ng/poco de antigeno. Juntamente foram realizados testes com as diluicdes de soro 1/50,
1/100, 1/200 e 1/400. Para calcular qual a melhor concentracdo de antigeno e diluicédo
dos soros que deveria ser utilizada, foi calculada uma raz&o entre a absorbancia

do controle positivo e do controle negativo.
4.3.11.2. Teste de interferéncia da GST

Foram realizados testes com quatro amostras de soros diferentes (diluicdo 1/50),
sendo duas positivas (denominadas P1 e P2) e duas negativas (denominadas N1 e N2),
utilizando o kit ImmunoComb FCoV (FIP), para avaliar a interferéncia da concentracédo
de GST nos resultados de ELISA. Em cada po¢co da placa foi adicionada a
concentracdo de antigeno total (proteina N + GST clivadas) determinada no item
4.3.11.1, adicionado de 50 ou 100 ng/poco de GST (fracdes unicas obtidas pelas
purificacdes), além do controle onde foi adicionada apenas a fracdo da GST na

concentragdo de 50 ng.
4.3.11.3. Processamento das amostras

Cento e cinquenta e uma amostras de soros de gatos foram testadas. As amostras
foram processadas em microplacas de ELISA de fundo plano e rigido (Nunc -
Maxisorp®) com 96 cavidades. A adsorcdo foi feita com 50 ng/pogo (previamente
determinado) do antigeno diluido em tampédo carbonato-bicarbonato (TCB) pH 9,6 e
adicionado 100 pL/poco. As placas foram incubadas durante 16 a 17 horas, a 4 °C, em

camara Umida para a adsorcdo. As amostras foram testadas todas em duplicata. Com o
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término da incubacdo, a placa foi lavada cinco vezes com PBST pH 7,4. Estas lavagens
ocorreram entre todas as etapas seguintes.

Para a fase de bloqueio foi utilizado o LPD a 10%, diluido em TCB pH 9,6 sendo
adicionado 300 pL/poco, e mantido durante 1 hora em cdmara Umida a 37°C. Os soros
dos gatos foram diluidos 1/200 (previamente determinado) com PBST e LPD 10%,
sendo adicionado 100 pL/poco, e incubado durante 1 hora em camara umida a 37°C. O
conjugado IgG de coelho anti-lgG de gato marcado com peroxidase foi diluido 1/1000
(previamente determinado) em PBST e LPD 10%, sendo adicionado 100 pL/pogo, e
incubado durante 1 hora em cdmara Uumida a 37°C.

Na etapa seguinte, foi adicionada 100 pL/poco da solucdo de substrato
cromodgeno, contendo 10 mL de tampao citrato acetato (pH 6,0), 100 uL de TMB (10
mg/mL diluido em DMSO) e 2,5 pL de peréxido de hidrogénio a 30%. Apo6s 15
minutos de incubacgdo sob agitacdo suave em temperatura ambiente, a reacdo enzimatica
foi bloqueada pela adicao de 50 pL/poco de HCI a 2 mol/L.

A leitura das microplacas foi realizada em um leitor de ELISA (Multiskan EX —
Labsystems) a um comprimento de onda de 450 nm. Dos resultados foi subtraido o

branco onde foram adicionados apenas 0s reagentes das etapas de bloqueio e substrato.

4.3.11.4. Andlises do ELISA

Todas as amostras foram testadas em duplicata, e os resultados foram reportados
como Aguso. Inicialmente, o valor do branco (onde foram adicionados os reagentes das
etapas de bloqueio, substrato cromdgeno e bloqueador enzimatico) foi subtraido de cada
resultado, e em seguida foi calculada a média das duplicatas. Para correcdes de
possiveis variaces dos valores das D.O.s obtidas, foi calculada a relacdo S/P (indice
ELISA), baseada na formula (Média da Asso da amostra — Média da Ayso do controle
negativo) / (Média da Ayso do controle positivo — Média da A4so do controle negativo).

O ImmunoComb FCoV (FIP) foi o teste de referéncia utilizado para auxiliar no
calculo do ponto de corte (“cut-off’) do ELISA. Foi calculada a média aritmética da
Ayso de 53 amostras negativas (testadas pelo kit e pelo ELISA), mais 4 desvios padrao.
Utilizando este ponto de corte, os dados resultantes categoricos (amostras negativas e
positivas) do ELISA foram tabulados em tabela de contingéncia com os resultados do
ImmunoComb FCoV (FIP), utilizando o programa Microsoft Office Excel 2007. A



39

sensibilidade, especificidade e acurécia relativa do ELISA em relagcdo ao ImmunoComb

FCoV (FIP) foram determinados por calculos padréo.

4.4. Estudo soroepidemiolégico

4.4.1. Animais e amostras

Todos os animais do estudo (n=151) eram domiciliados e residentes na cidade de
Botucatu, Estado de Sdo Paulo, Brasil. O n do trabalho foi calculado utilizando dados
do nmero estimado de gatos da cidade de Botucatu no ano de 2014 (Instituto Pasteur,
2014) e dados mundiais da literatura referentes a soropositividade para FCoV, ja que
ndo hé& dados nacionais disponiveis (HERREWEGH et al., 1995; ADDIE e JARRETT,
2006; BROWN et al., 2009; PEDERSEN, 2009).

Amostras com o volume de 0,5 a 1 mL de sangue foram colhidas assepticamente
por meio de puncdo da veia cefalica ou jugular, e acondicionadas em tubo de vidro
siliconizado contendo gel ativador de coagulo (Vacutainer®, Becton Dickinson) para
obtencdo do soro sanguineo. Estas amostras foram centrifugadas a 4.000g durante 10
minutos e 0s soros obtidos foram armazenados em microtubos de 1,5 mL livres de
nucleases (Axygen®) e congelados a -20°C até o momento de uso. Dados individuais de
cada animal, tais como, idade e/ou faixa etéaria (filhote, jovem, adulto, senil), raca,
género, condicdo reprodutiva (inteiro ou castrado), acesso a rua (sim ou ndo), modo de

criacdo (em grupo ou solitario), foram obtidos e anotados em uma ficha epidemioldgica.

4.4.2. Teste soroldgico

Os soros foram testados pelo kit ImmunoComb FCoV (FIP)® (Biogal Galed
Labs. Acs. Ltd.) para deteccdo de anticorpos IgG anti-FCoV, seguindo as
recomendacdes do fabricante. A leitura foi realizada através de escaneamento,
utilizando o software CombScan e pelo método manual indicado no Kit, classificando os

animais como soropositivos ou soronegativos.
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4.4.3. Andlises estatisticas

Foram utilizados os programas Statistical Analysis System (SAS 9.3) e Microsoft
Office Excel 2007 para as analises do estudo. Todas as varidveis foram analisadas por
métodos de estatistica descritiva, apresentando-se a frequéncia e porcentagem.

Para verificar a existéncia de diferencas estatisticas entre os grupos de cada
variavel quanto a soropositividade ("0" se a soropositividade foi ausente e "1" se a
soropositividade foi presente) foram utilizados modelos de regressdo logistica, com
significancia estatistica determinada para p-valores menores ou iguais a 0,05. A
significancia estatistica da diferenca foi determinada quando o valor 1 ndo estava

incluido no intervalo de 95% de confianca.
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5. RESULTADOS

5.1. Producéo do antigeno recombinante e ELISA indireto

5.1.1. Amplificacdo do fragmento que codifica a proteina N do FCoV e

primeiro sequenciamento.

Na Figura 4 é possivel visualizar um fragmento Unico de aproximadamente 1413
pb no gel de agarose a 1% ap6s amplificacdo pela RT-PCR do fragmento que codifica a
proteina N do FCoV.

Com o resultado do sequenciamento foi obtida uma sequéncia de 1.131 bp e 376
aminoacidos (do start ao stop codon) que foi depositada no GenBank (acesso
AGT45943.1). Essa sequéncia de nucleotideos foi comparada e apresentou 91% de
identidade com sequéncias ja conhecidas e depositadas (GU017093.1; GU017096.1;
HQO012371.1). A identidade em relacdo a sequéncia de aminoacidos codificada foi de
89% (AAY32599.1; ACT10860.1; ADC34648.1).

FIGURA 4. Gel de agarose a 1% ap6s RT-PCR. Presenca de fragmento de aproximadamente 1413 pb.
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5.1.2. Propagacao do plasmideo pGS2la/proteina N, reacdo de digestdo e

novo sequenciamento.

Inicialmente o plasmideo pGS2la/proteina N foi inserido diretamente na bactéria
de expressdo E.coli cepa BL21 (DE), e ndo houve crescimento de nenhuma colonia.
Apdbs este resultado negativo, 0 mesmo plasmideo foi inserido primeiramente na
bactéria E.coli cepa DH5a €, ap0s o crescimento das col6nias, o DNA plasmidial foi
extraido e assim, inserido na bactéria E.coli cepa BL21 (DE), apresentando crescimento
bacteriano desta vez.

Através da reacdo de digestdo, onde foi utilizado amostra do DNA plasmidial
propagado na bactéria E.coli cepa BL21 (DE), foi obervado um fragmento que
correspondia ao tamanho esperado de 1131 pb, confirmando a presenga da sequéncia
inserida no plasmideo pGS2la. Com as quatro reacdes de sequenciamento realizadas
(primers Tabela 2), foi possivel obter o contig da sequéncia completa da proteina N do
FCoV, e assim pode-se ter mais uma confirmacao da presenca da sequéncia inserida no
plasmideo, e também foi possivel ver a orientacdo correta do fragmento e a fase de
leitura de traducdo da proteina a ser produzida.

5.1.3. Expressao da proteina recombinante

Para os testes de expressdo, a concentracdo ideal determinada de IPTG foi de 1
mmol/L, e o tempo de inducdo de 4 horas. Com estes parametros estabelecidos, a
proteina traduzida se encontrava tanto na fracdo soltuvel (em maior quantidade), como

na fracdo insoltvel.

5.1.4. Purificacdo da proteina recombinante

Nas Figuras 5 e 6, € possivel a visualizacdo nas aliquotas 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10,
11, 12, 13,14 e 15 colhidas apds a purificacdo dos fragmentos de aproximadamente 72
kDa (proteina N + GST) , correspondentes ao tamanho da proteina traduzida. Na
aliquota 1, estd a amostra sem purificar, mostrando também a presenca do fragmento de
72 kDa. Nas duas Figuras € possivel visualizar a presenga de bandas inespecificas,

devido ao uso da alta concentracdo de imidazol na etapa de elui¢cdo da proteina.
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FIGURA 5. SDS-PAGE apo6s purificacdo na coluna His Trap™ HP (GE Healthcare Life Sciense)
com eluicdo de 500 mmol/L de Imidazol. M: marcador (Standards/Broad Range — Bio Rad®).

Presenca do fragmento esperado de aproximadamente 72 kDa nas aliquotas 1, 2, 3,4, 5,6, 7,8 e 9.
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FIGURA 6. SDS-PAGE ap6s purificacdo na coluna His Trap™ HP (GE Healthcare Life Sciense)
com eluicdo de 500 mmol/L de Imidazol. M: marcador (Standards/Broad Range — Bio Rad®).

Presenca do fragmento esperado de aproximadamente 72 kDa nas aliquotas 10, 11, 12, 13, 14 e 15.
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5.1.5. Dialise em membrana de celulose

Para manter a estabilidade da amostra sem precipitacdo, algumas etapas realizadas
foram fundamentais. O procedimento foi realizado todo a 4°C e em duas etapas, onde a
concentracdo de imidazol foi sendo reduzida gradualmente. Ao final da dialise, a
amostra total ao ser recuperada da membrana, precisou ser dividida em aliquotas de 0,5

mL ao invés de ser armazenada em um Unico tubo de 15 mL.

5.1.6. Reagdo enzimatica com a EK

A concentracdo de 0,1 u por reacdo (para cada 50 pg de proteina) foi a que
apresentou melhores resultados de rendimento (Figura 7).

Na Figura 8, onde foram feitos testes com as diluicdes de 1 u (1); 0,1 u (2); 0,01 u
(3); € 0,001 u (4), é possivel ver as trés possiveis fracdes (poco 2) de 72 kDa (proteina
N + GST + cauda de histidina), 42 kDa (proteina N) e 29 kDa (GST), correspondentes

aos produtos esperados, com a concentragédo de 0,1 u na reacao.

— 200 kD

—116.3
— 7.4

—868.2

—45.0

M
66
H
45
oy
. 1
215
e — 14 4 21

— 5

SD5-PAGE
Standards,

Broad Range ’

FIGURA 7. SDS-PAGE apo6s reacdo enzimatica com EK. M: marcador (Standards/Broad Range — Bio
Rad). EK em diferentes concentragées - 2: 1 u; 3: 0,1 u; 4: 0,01 u; 5: 0,001 u; 6: 0,0001 u; 7: 0,00001 u;

8: 0,000001 u; 9: O u. * Seta vermelha: fragdes correspondentes ao tamanho da proteina N do FCoV.
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FIGURA 8. SDS-PAGE ap0s reagdo enzimatica com EK. M: marcador (Standards/Broad Range — Bio
Rad). EK em diferentes concentragfes - 1: 1 u; 2: 0,1 u; 3: 0,01 u; 4: 0,001 u. Pogo 2 com as fragGes
esperadas de 72, 42 e 29 kDa.

Todas as temperaturas testadas apresentaram resultados satisfatorios na reagdo. As
temperaturas de 18°C e 20°C apresentaram melhores resultados, visualizados no gel de
SDS-PAGE. As etapas seguintes foram realizadas com a temperatura de 18°C. Na
Figura 9, € possivel a visualizacdo das fracGes de tamanho 72, 42 e 29 kDa nas
temperaturas de 18°C, 20°C, 22°C, 24°C e 28°C. Ha também a presenca de bandas

inespecificas abaixo de 25 kDa.
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FIGURA 9. SDS-PAGE do teste de temperatura para a reacdo com a EK. M: marcador (Precision Plus
Protein™ Standards, Bio Rad). Presenca dos fragmentos de 72, 42 e 29 kDa nas temperaturas de 18°C,
20°C, 22°C, 24°C e 28°C.
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5.1.7. Western e dot blotting

As Figuras 10 e 11 correspondem ao resultado do Western Blotting. A mesma
amostra foi utilizada para a transferéncia das duas membranas. Na Figura 10, foi
utilizado o soro de gato positivo (anticorpo primario) e o conjugado de coelho Anti-1gG
de gato marcado com peroxidase (anticorpo secundario), sendo possivel a visualizagdo
evidente da fracdo marcada de 42 kDa nas amostras 3, 4, 5, 6 e 7. Na Figura 11, foi
utilizado o anticorpo sintético anti-GST (primario) e o conjugado protein G peroxidase
(anticorpo secundario), sendo possivel a visualizagdo do fragmento marcado

correspondente ao tamanho da GST (29 kDa) nas amostras 3, 4,5, 6 e 7.
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FIGURA 10. Western Blotting com uso de anticorpos anti-FCoV. M: marcador (Precision Plus
Protein™ Standards, Bio Rad). Marcagdo evidente da fracdo de aproximadamente 42 kDa
correspondente ao tamanho esperado da proteina N. Marcacgdo de fragdes inespecificas da bacteria

menores que 20 kDa.
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FIGURA 11. Western Blotting com uso de anticorpo sintético anti-GST. M: marcador (Precision
Plus Protein™ Standards, Bio Rad). Marcacdo evidente da fracdo de aproximadamente 29 kDa

correspondente ao tamanho esperado da GST.

A Figura 12 corresponde ao resultado do Dot Blotting. Na tira A e B, foram
utilizados soros de gatos positivos para FCoV (testados pelo kit ImmunoComb FCoV),
e pode-se observar marcacdo evidente. Nas tiras C e D, foram utilizados soros de gatos
negativos para FCoV (testados pelo kit ImmunoComb FCoV) e, pode-se observar uma
fraca marcacdo. Na tira E, foi utilizado o anticorpo sintético anti-GST e houve marcacao
evidente também. Nas tiras F e G foram utilizados um soro positivo e um soro negativo,
respectivamente, para FCoV (testados pelo kit ImmunoComb FCoV), e pode-se
observar uma fraca marcacdo. Nas tiras H e | foi utilizado o anticorpo sintético anti-

GST, e houve marcagéo evidente.
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FIGURA 12. Dot blotting com uso do antigeno total (proteina N + GST clivadas) nas tiras A, B, C,
D e E. Tiras A e B: marcagdo forte na fita - Uso de soros positivos para FCoV testados pelo kit
ImmunoComb FCoV (FIP); Tiras C e D: marcacéo fraca na fita - Uso de soros negativos para FCoV
testados pelo kit ImmunoComb FCoV (FIP); Tira E: marcacdo forte na fita — Uso de anticorpo
sintético anti-GST. Uso do antigeno fracdo de GST purificada nas tiras F, G, H e I. Tiras F e G:
marcacdo fraca na fita — Uso de soro positivo e negativo para FCoV testados pelo kit ImmunoComb

FCoV (FIP); Tira H e I: marcacéo forte na fita— Uso de anticorpo sintético anti-GST.

5.1.8. Separacao das fracOes da proteina pés-reacdo com EK

Todos os testes realizados ndo apresentaram resultados satisfatorios. Tanto pela
técnica de colunas de cromatografia de afinidade, como pela técnica de coluna de gel
filtracdo, a fracdo da proteina N (42 kDa) e da GTS (29 kDa) permaneceram juntas na
mesma aliquota ap6s os procedimentos (Figuras 13, 14, 15 e 16). Com os testes, foi
possivel obter aliquotas que continham a proteina N e a GST clivadas e aliquotas que s6

continham a GST.
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FIGURA 13. SDS-PAGE ap6s purificacdo com a coluna HisTrap™ HP - M: marcador. Amostra 1:
Proteina ndo passada pela coluna, mostrando as fragdes de 72, 42 e 29 kDa. Amostra 2: Fluxo de passagem
no momento da aplicacdo da amostra total. Amostra 3: Lavagem da coluna pés-aplicacdo da amostra total.

Amostra 4: Conteldo da eluigdo, mostrando as fragdes de 72, 42 e 29 kDa.

w SR IREEEE SRR 8
=150 -

-—.-100/'- =

— 9 - X

= -

— ——e —

-in
- 15 Ead
=
@ .

FIGURA 14. SDS-PAGE apds purificagdo com a coluna GSTrap HP para separagdo das proteinas pds-
reacdo com a EK. M: marcador (Precision Plus Protein™ Standards, Bio Rad). Aliquotas 1 a 8: fluxo de
passagem no momento da aplicagdo da amostra total. Presenca das fracfes de 72 kDa (fraca), 42 kDa e 29

kDa. Aliquota 9: lavagem da coluna ap6s aplicacdo da amostra total. Presenca da fragdo de 29 kDa.



50

5 Al g 14 15 16 17 18

L -
- | -0
- | -5 -
- | =4
- | -5
- =
— =15 \I' -— - . -

e

- | =10 4
- =5 -
- | e —

FIGURA 15. SDS-PAGE apés purificagdo com a coluna GSTrap HP para separagdo das proteinas pos-
reacio com a EK. M: marcador (Precision Plus Protein™ Standards, Bio Rad). Aliquotas 10 a 13: lavagem
da coluna apos aplicacdo da amostra total. Presenca da fracdo de 29 kDa. Aliquotas 14 a 18: etapa de

eluicdo. Presenca da fracdo de 29 kDa.
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FIGURA 16. SDS-PAGE ap6s gel filtracdo, com a coluna SuperdexTM 75 10/300 GL, para separacdo das
proteinas pos-reagdo com a EK. M: marcador (Precision Plus Protein™ Standards, Bio Rad). Aliquotas 16,

17, 18 e 19: presenca das fracGes de 42 e 29 kDa.
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5.1.9. ELISA indireto

5.1.9.1. Determinacéo da concentracéo do antigeno e diluicdo dos soros

A concentracdo de antigeno definida para a etapa de adsor¢éo foi de 50 ng/poco e

a diluicéo do soro de 1/200. Os resultados estdo descritos na Tabela 3.

TABELA 3. Testes de concentracao de antigeno e diluigdo de soros (ELISA padronizado)

[ ] Antigeno Diluicéo Soro Positivo (D.O) Negativo (D.O) Razéo
Asso Auso
1/50 1,630 0,321 5,08
1/100 1,353 0,261 5,18
50 ng
1/200 1,130 0,208 5,43
1/400 0,847 0,152 5,57
1/50 1,804 0,463 3,90
1/100 1,631 0,412 3,96
100 ng 1/200 1,499 0,313 4,79
1/400 1,195 0,226 5,29
1/50 1,829 0,678 2,70
1/100 1,642 0,513 3,20
150 ng 1/200 1,446 0,396 3,65
1/400 1,288 0,282 4,57
1/50 1,734 0,772 2,25
1/100 1,622 0,621 2,61
200 ng 1/200 1,551 0,477 3,25
1/400 1,388 0,330 4,21

5.1.9.2. Teste de interferéncia da GST

Os resultados estdo descritos na Tabela 4. As amostras P1 e P2 apresentaram alta
reatividade, porém com variagdes no valor das D.O. (todas acima de 1,5) nos testes
feitos com o antigeno total adicionado das concentraces de 50 e 100 ng de GST. Ja
para o teste feito s6 com a GST como antigeno, houve uma baixa reatividade destas
amostras. As amostras N1 e N2 apresentaram baixa reatividade, com pequenas
variacfes no valor das D.O. (testes feitos com o antigeno total adicionado das
concentracdes de 50 e 100 ng de GST). O teste feito s6 com a GST, mostra também

uma baixa reatividade das amostras.
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CONCENTRAGAO DE AG

AMOSTRA 50 ng de Ag total 50 ng de Ag total 50 ng de Ag total 50 ng de
+50 ng de GST +100 ng de GST GST
P1 2,004 1,696 1,637 0,090
P2 1,958 1,559 1,778 0,125
N1 0,356 0,279 0,267 0,091
N2 0,104 0,087 0,079 0,045

Resultado em D.O. (Ausso)

Brancoda placa: 0.041

5.1.9.3. Processamento das amostras e analises do ELISA

As 151 amostras foram testadas nas mesmas condi¢fes pelo ELISA indireto e

pelo teste comercial ImmunoComb FCoV (FIP). O ponto de corte estabelecido a partir

da média aritmética da A4so de 53 amostras negativas (testadas pelo kit comercial) mais
4 desvios padrdo foi de 0,152. Entdo, definiu-se que: D.O. (Ass0) < ou = a 0,152 -

amostra soronegativa; e D.O. (Asso) > que 0,152 - amostra soropositiva. A sensibilidade,

especificidade e acuracia relativa do ELISA indireto estdo descritos na Tabela 5.

TABELA 5. Tabela de contingéncia de 151 amostras de soros de gatos testadas pelo

ELISA indireto padronizado e pelo kit comercial ImmunoComb FCoV (FIP) (teste de referéncia).

ImmunoComb FCoV (FIP)

ELISA P N TOTAL
indireto P 83 3 86
N 14 51 65
TOTAL 97 54 151

e Sensibilidade relativa: 85,57%
e Especificidade relativa: 94,44%

e Acurécia relativa: 88,74%

A descricao dos resultados de comparacdo do ELISA e do ImmunoComb estdo no

anexo 1. Um gréafico de dispersdo foi gerado com estes dados (Figura 17),

demonstrando relacdo positiva dos testes comparados. O resultado do ImmunoComb

FCoV (eixo x) estd em escala de S (que € uma escala de comparacdo de intensidade da

cor cinza, medida de SO a S6, onde SO e S1 sdo consideradas amostras soronegativas e

S2 a S6 soropositivas), e o resultado do ELISA (eixo y) em D.O. (Asso).
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FIGURA 17. Graéfico de dispersdo mostrando relacédo positiva entre o ELISA padronizado e o

teste usado como referéncia ImmunoComb FCoV (FIP).

5.2. Estudo soroepidemiolégico

A soropositividade de 64,24% (97/151) foi detectada pelo teste comercial
ImmunoComb FCoV (Figura 18). A estatistica descritiva das variaveis do estudo é

demonstrada na Tabela 6.

M Soropositivos W Soronegativos

FIGURA 18. Gréfico do estudo de soropositividade para presenca de anticorpos anti-FCoV.
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TABELA 6. Frequéncia dos fatores de risco do estudo idade (faixa etaria), raca, género, condicao

reprodutiva, acesso a rua e modo de criagdo (viver em grupo ou solitario).

VARIAVEIS

POSITIVO

NEGATIVO

TOTAL

FAIXA ETARIA
Filhotes - 1 a 12 meses

36 (23,84%)

34 (22,52%)

70 (46,36%)

Jovens - > 1 ano a 3 anos 20 (13,25%) 9 (5,96%) 29 (19,21%)
Adultos - > 3 anos a 8 anos 25 (16,56%) 7 (4,64%) 32 (21,19%)
Idosos - > 8 anos 16 (10,60%) 4 (2,65%) 20 (13,25%)
RACA

SRD 63 (41,72%) 48 (31,79%) 111 (73,51%)
Persa 29 (19,21%) 4 (2,64%) 33 (21,85%)
Exético 2 (1,32%) 0 (0,0%) 2 (1,32%)
Siamés 2 (1,32%) 2 (1,32%) 4 (2,65%)
Maine Coom 1 (0,66%) 0 (0,00%) 1 (0,66%)
GENERO

Macho 45 (29,80%) 33 (21,85%) 78 (51,65%)
Fémea 52 (34,44%) 21 (13,91%) 73 (48,35%)
CONDICAO

REPRODUTIVA

Inteiro 31 (20,53%) 7 (4,64%) 38 (25,17%)
Castrado 66 (43,71%) 47 (31,13%) 113 (74,83%)
ACESSO A RUA

SIM 22 (14,57%) 32 (21,19%) 54 (35,76%)
NAO 75 (49,67%) 22 (14,57%) 97 (64,24%)
MODO DE CRIACAO

Solitério 8 (5,30%) 5 (3,31%) 13 (8,61%)
Grupo 89 (58,94%) 49 (32,45%) 138 (91,39%)

As analises feitas com as variaveis do estudo individualmente, demonstraram

que somente as variaveis faixa etaria (p=0,0157), condicéo reprodutiva (p=0,0074) e

acesso a rua (p=0,0001) mostraram-se significativas (Tabela 7).

TABELA 7. Significancia estatistica (p-valor) para cada variavel.

Variavel *p-valor (regresséo logistica)
Faixa etaria 0,0157
Raca 1,0000
Género 0,0818
Condicdo reprodutiva 0,0074
Acesso a rua 0,0001
Modo de criacdo 0,8325

p-valores significativos menor ou igual a 0,05.
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As trés varidveis que apresentaram-se significativas (Tabela 7), analisadas
conjuntamente, ajudam a explicar o fendbmeno da soropositividade na populagédo

estudada (p-valores menores do que 0,05) conforme a Tabela 8.

TABELA 8. Regressdo logistica (p-valor) com as varidvies significativas analisadas em conjunto.

Variavel Graus de Liberdade Estatistica qui-quadrado p-valor

Faixa etaria 3 10,42 0,0153
Condigdo reprodutiva 1 4,39 0,0361
Acesso a rua 1 12,49 0,0004

p-valores significativos menor ou igual a 0,05.

As diferentes categorias das variaveis faixa etaria, condicdo reprodutiva e acesso
a rua apresentaram diferencas estatisticas quando comparadas, e estdo descritas na
Tabela 9. Quanto a faixa etaria, encontrou-se diferencas estatisticas quando comparado
a categoria adulto x filhote (p=0,0029); e as categorias em conjunto adulto e idoso x
filhote e jovem (p=0,0317). Houve também diferencas estatisticas entre animais

castrados e inteiros (p=0,0361), e entre animais com e sem acesso a rua (p=0,0004)

TABELA 9. Significancia estatistica da diferenga entre diversas categorias das varidveis faixa etéria,

condicdo reprodutiva e acesso a rua.

Comparacao Graus de Liberdade | Estatistica qui-quadrado p-valor

Filhote x Jovem 1 2,35 0,1256

Jovem x Adulto 1 1,46 0,2275

Adulto x ldoso 1 0,23 0,6318

Adulto x Filhote 1 8,89 0,0029"

Idoso x Filhote 1 3,44 0,0635

Idoso x Jovem 1 0,29 0,5902

(Filhote e 1doso) x (Jovem e Adulto) 1 1,50 0,2201
(Adulto e Idoso) x (Filhote e Jovem) 1 4,62 0,0317"
Condicéo reprodutiva (castrado ou inteiro) 1 4,39 0,0361"
Acesso a rua (sim ou ndo) 1 12,49 0,0004"

p-valores significativos menor ou igual a 0,05.

Para os p-valores menores ou iguais a 0,05 da Tabela 9, foi calculado a razdo de
chances e seus respectivos intervalos de confianca (95%), que estdo descritos na Tabela
10. Verificou-se que a chance de ter anticorpos anti- FCoV de animais inteiros é 2,76
vezes mais quando comparados com animais castrados; animais sem acesso a rua tem 4

vezes mais chances quando comparados com animais com acesso a rua; animais adultos
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tém 4,53 vezes mais chances quando comparados com animais filhotes; animais adultos

e idosos tem 6,7 mais chances quando comparados com animais filhotes e jovens.

TABELA 10. Estimativas e Intervalos de confianca (95%) para a razdo de chance.

Variavel Variavel Estimativa L1 L.S.*
Inteiro Castrado 2,7624 1,0276 7,4254"
Acesso Nao Acesso Sim 4,0044 1,8293 8,7653"
Jovem Filhote 2,1357 0,7951 3,1482
Adulto Filhote 4,5367 1,5854 12,9817"
Idoso Filhote 3,1562 0,8785 11,3395
Adulto Jovem 2,1242 0,6196 7,2766
Idoso Jovem 1,4780 0,3518 6,2090
Adulto Idoso 1,4372 0,3294 6,2703
Adulto e Idoso Filhote e Jovem 6,7050 1,1300 39,7866"

*: L.I'e L.S: Limite inferior e limite superior do intervalo de confianga (95%).
#: Limite superior de intervalos de confianga (95%) que nao contém o valor 1.
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6. DISCUSSAO

6.1. Producéo do antigeno recombinante e ELISA indireto

Os coronavirus apresentam dificuldade de crescimento em cultivo de células, e o
uso de antigenos recombinantes é bastante comum, pois sdo mais praticos de se obter,
possibilitando a producdo de grande quantidade de proteina e utilizando métodos que
facilitam a sua purificagdo. A proteina N, por ser bastante conservada e altamente
imunogénica, é a mais utilizada como antigeno recombinante em técnicas soroldgicas, e
ja foi demonstrado o seu uso com sucesso no diagnostico soroldgico para coronavirus
de outras espécies, como canino, aviario e humano (destacando a SARS) (PRATELLI et
al., 2002; TIMANI et al., 2004; WOO et al., 2004; CARATTOLI et al., 2005).

O ELISA indireto teve sua padronizagdo parcial durante os experimentos do
mestrado (Almeida, A.C.S, 2013). A técnica apresentava grande instabilidade em
momentos de repeticdo, e apos analises de diversos testes que foram realizados, chegou-
se a conclusdo que a instabilidade estava sendo causada pelo antigeno, possivelmente
pela presenca da proteina de fusdo GST, a qual se encontra na sequéncia do plasmideo
pGS21a, anteriormente ao sitio de inser¢do da sequéncia da proteina N do FCoV e,
posteriormente a regido responsavel pela sintese da 6xHIS. A proteina de fusdo GST
que apresenta um tamanho aproximado de 29 kDa, poderia impedir o contato dos
anticorpos a seus sitios de recep¢do na molécula do antigeno, que no caso apresenta um
tamanho aproximado de 42 kDa, ou poderia provocar um processo de agregacdo das
cadeias polipeptidicas produzidas, levando assim, a instabilidade dos resultados.

Segundo dados de literatura (COMENALE, 2012) o uso da proteina de fusdo GST
pode ajudar a estabilizar a proteina de interesse, protegé-la contra a clivagem de
proteases intracelulares, além de aumentar a sua solubilidade. Entretanto, pode-se
observar uma instabilidade na proteina de interesse, devido a GST interferir na
conformacdo correta desta proteina. Também, tem se descrito que o sistema com a GST
ndo tem sido bom para expressar proteinas maiores que 20 kDa, como no caso do
presente estudo, pois por motivos ainda desconhecidos, acontecem paradas prematuras
de transcricdo e traducdo, produzindo assim, muita GST isolada sem a proteina de
interesse (COMENALE, 2012). Desta forma, foram realizadas etapas para clivagem da

GST, utilizando a EK, seguida de varias tentativas de purificagdo da proteina de



58

interesse. Para tanto foi necessario produzir maiores quantidades da proteina de
interesse.

Para a etapa de purificacdo inicial foi utilizada a concentracdo de 500 mmol/L de
imidazol no tampdo de elui¢do, visando um alto rendimento final para que todos os
testes necessarios pudessem ser realizados. Devido a esta alta concentra¢do do imidazol,
juntamente com o alto rendimento da producédo, houve uma significativa contaminacao
com fracdes da bactéria (presenca de muitas bandas de tamanhos inespecificos),
ocorrendo assim, uma purificagdo parcial da amostra de interesse. Para a etapa de
diélise foram testados alguns tampdes devido a precipitacdo que a proteina apresentava
no momento da retirada do imidazol, sendo necesséria realizar esta etapa para o uso da
EK na fase seguinte. A concentracdo de NaCl de 500 mmol/L foi mantida nos tampdes
utilizados desde a etapa de lise da bactéria. Todo o procedimento foi realizado a 4°C e
em duas etapas, na qual a concentracdo de imidazol foi sendo reduzida gradualmente
(500-200-0 mmol/L). Ao final da didlise, a amostra total ao ser recuperada da
membrana, precisou ser dividida em aliquotas de 0,5 mL ao invés de ser armazenada em
um Unico tubo de 15 mL. Todos estes procedimentos realizados juntos foram
fundamentais para que a proteina se mantivesse estavel, permitindo a continuacdo do
Seu uso nas etapas seguintes. A reacdo enzimatica com a EK apresentou boa eficiéncia,
sendo possivel a visualizacdo no gel de SDS-PAGE das trés possiveis fracdes de 72, 42
e 29 kDa. Foi necessario apos a reacdo com a EK realizar a inativacdo da mesma, que
quando mantida na amostra causava a degradacdo da proteina de interesse. Foi realizado
o western e dot blotting para verificacdo da especificidade das fracdes obtidas. Com o
western, foi possivel visualizar que 0s soros dos gatos positivo e negativo ndo reagiram
inespecificamente com a fragdo da GST. J& no dot blotting, podemos obervar que os
anticorpos presentes nos soros dos gatos positivos e negativos tém uma baixa
reatividade com a fracdo da GST mostrando uma fraca marcagéo na fita. Essa marcacao
pode ter ocorrido pela presenca das fragdes inespecificas da bactéria, que os soros dos
gatos positivos e negativos para FCoV podem ter reconhecido por conterem anticorpos
policlonais.

Todos os testes realizados para separacdo das proteinas pos-reacdo com a EK nédo
apresentaram resultados satisfatorios. Tanto pela técnica de colunas de cromatografia de
afinidade, como pela técnica de coluna de gel filtracdo, a fragdo da proteina N (42 kDa)

e da GTS (29 kDa) permaneceram juntas na mesma aliquota apds os procedimentos.
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Inicialmente, foram usadas as colunas de cromatografia de afinidade (para histidina e
para GST), e a proteina de interesse ficou ligada nas duas colunas nos primeiros testes
realizados, onde ela deveria ter passado no momento da aplicacdo da amostra. Apds
andlise do gel de SDS-PAGE observou-se que a proteina estava presente somente na
etapa de eluigéo, juntamente com as outras fragdes de 72 e 29 kDa. Em um segundo
teste com a coluna de afinidade a GST, a proteina de interesse passou pela coluna no
momento da aplicacdo mas a GST passou junto (pela afinidade a GST teria que ter
ficado ligada na coluna). Para a coluna de gel filtragdo foram utilizadas duas colunas
com resolucdes diferentes e as fragcbes também permaneceram juntas. Com os testes, foi
possivel obter aliquotas que continham a proteina N e a GST clivadas, e aliquotas que
sO continham a fracdo da GST.

Com os resultados obtidos do western e dot blotting, e das tentativas de separacao
das fragdes pos-reacdo com a EK sem sucesso, foi utilizado o antigeno total (proteina N
+ GST + fragbes de varios tamanhos inespecificos) apos a clivagem com a EK e sem a
purificacdo, nos testes do ELISA. Inicialmente, foram realizados testes para determinar
a concentracdo ideal de antigeno para a etapa de adsorcao e a diluicdo ideal para a etapa
dos soros, para que assim, novos testes pudessem ser feitos. Definidos estes valores, um
novo teste foi realizado para avaliar se a GST clivada estaria interferindo e se o0s
anticorpos estariam se ligando inespecificamente nela. Foi possivel verificar que houve
uma baixa reatividade dos anticorpos na presenca da GST, e como o0 antigeno nédo se
encontrava puro, ndo se definiu exatamente em qual das fracGes esses anticorpos
estariam se ligando. Como a etapa de adsorc¢ao é feita com uma quantidade do antigeno
total, ndo se pode definir a concentracdo exata de proteina N que estava permanecendo
por poco, podendo explicar assim, a variagdo nos valores das D.O.s das amostras
testadas (Tabela 5). Apesar dessa variacao, a utilizacdo do calculo da relacdo S/P (indice
ELISA) corrigiu os valores destas D.O.s, e também dos controles positivo e negativo.
Uma vez que o antigeno total foi clivado com a EK, a interferéncia da GST na
conformagdo da proteina de interesse foi minimizada (resultados do western e dot
blotting), motivo este, que nos levou a adicionar diferentes concentragcbes de GST
purificada ao antigeno total clivado. Os resultados demonstraram uma baixa
interferéncia na presenca adicional da GST clivada.

Com o ponto de corte estabelecido, foi possivel a classificacdo dos resultados,

onde os animais foram categorizados como soropositivos ou soronegativos. Como o
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ELISA ¢ analisado através de valores de D.O. (Ass0) € 0 ImmunoComb em escala de
cinza (SO a S6), a comparacao quantitativa entre os testes é prejudicada. A leitura do kit
comercial em escala de cinza contribui para resultados que sdo subjetivos, podendo em
alguns casos, 0s resultados se apresentarem ambiguos, aumentando assim, a
discordancia dos testes. O ELISA padronizado, utilizando o antigeno nas condicdes ja
discutidas acima, comparados com o kit ImmunoComb (teste referéncia utilizado neste
projeto), apresentou valores de sensibilidade (85,57%), especificidade (94,44%) e
acuracia relativa (88,74%) considerados muito bons, demonstrando eficiéncia e
capacidade discriminatoria do teste. O gréafico de dispersdo gerado com os dados da
comparacdo entre o ELISA e o ImmuComb também apresentou resultado satisfatorio,
demonstrando uma relacdo positiva entre os testes. O antigeno utilizado no kit
ImmunoComb FCoV (FIP) é o FCoV sorotipo | inativado e, esta ndo é a técnica
considerada como padrdo ouro do diagnostico soroldgico da infeccdo pelo FCoV (a
técnica padrdo-ouro é a Imunofluorescéncia indireta), mas o seu uso tem sido descrito
com resultados satisfatorios para algumas situacdes na rotina clinica veterinaria
(ADDIE et al. 2004a; ADDIE et al., 2015).

A técnica do ELISA indireto padronizado mostrou que a proteina N do FCoV
produzida é antigénica, demonstrando capacidade de interacdo com anticorpos de um
gato naturalmente infectado pelo FCoV, e o teste apresentou valores satisfatdrios de
sensibilidade, especificidade e acurécia relativa, demonstrando eficiéncia e capacidade

discriminatoria.

6.2. Estudo soroepidemiolégico

A soropositividade de 64,24% foi detectada pelo kit ImmunoComb FCoV (FIP) e
verificou-se que a infecgdo pelo FCoV estd amplamente disseminada na populacdo
estudada. A presencga dos anticorpos esta acima da esperada para animais domiciliados,
que segundo dados mundiais da literatura € de 30 a 50%. Nao ha dados disponiveis de
estudos realizados no Brasil. (ADDIE e JARRETT, 2006; BROWN et al., 2009;
PEDERSEN, 2009).

Com relacdo a faixa etaria foi coletado um nimero maior de animais filhotes (1 a
12 meses), representando 46,36% do total. A idade é considerada como um importante
fator de risco para o desenvolvimento da PIF (HARTMANN, 2005; HORZINEK et al.,
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2008). Os gatos podem se infectar com o FCoV em todas as faixas etarias, porém os que
possuem o maior risco de desenvolver a doenca sdo os jovens e filhotes (trés meses a trés
anos). Os gatos idosos com mais de 10 anos também sdo considerados animais de alto
risco, devido ao declinio do seu sistema imunolégico (ROHRBACH et al., 2001; ADDIE
e JARRETT, 2006). Foi demonstrado pelas analises estatisticas que os animais adultos
apresentam maior chance de serem soropositivos quando comparados com filhotes. E
quando analisados em grupos (filhotes/jovens e adultos/idosos), 0 grupo dos adultos e
idosos também tem maior chance de ter anticorpos anti-FCoV. AKKAN e KARACA
(2009), em um estudo de soroprevaléncia também encontraram maior soropositividade
nos adultos e idosos. Estes animais possivelmente por terem maior idade, possuem assim,
maiores chances de entrar em contato com o virus e produzir anticorpos.

No presente estudo, 73,51% dos animais eram SRD, e ndo foram encontradas
diferengas estatisticas com as racas analisadas, possivelmente pelo baixo numero de
animais amostrados de determidadas racas. Todas as racas de gatos podem se infectar
com o FCoV e os animais desenvolver a PIF, mas para alguns gatos de raca pura parece
haver uma predisposicdo genética ao desenvolvimento da doenca na forma sistémica
(HORZINEK et al., 2008). Algumas racas sdo citadas, como o Abissinio, Bengal,
Birmanés, Himalaio, Ragdoll, Rexes, Burmés, Exo6tico Shorthair, Manx, Persa, Azul
Russo (Russian Blue) e Siamés (MALIK e NORRIS, 2006; PESTEANU-SOMOGY!]1 et
al., 2006; HORZINEK et al., 2008). O aumento da prevaléncia da doenca para estas
racas puras pode ser devido a concentracdo de fatores hereditarios obtidos através de
cruzamentos consanguineos (FOLEY e PEDERSEN,1996).

Em relacdo ao género, 51,65% eram machos e 48,35% eram fémeas. Quanto a
soropositividade ndo foram encontradas diferengas estatisticas entre eles, corroborando
com dados do estudo de MALIK e NORRIS, 2006. Alguns estudos demonstraramm
uma maior predisposicao para o desenvolvimento da PIF em gatos machos (ROBISON et
al., 1971; ROHRBACH et al., 2001; PESTEANU-SOMOGY!I et al., 2006). Para a
condicéo reprodutiva do total de animais amostrados 74,83% eram castrados, e destes
animais 43,71% apresentaram resultado positivo no teste. Para 0s animais inteiros a
soropositividade foi de 20,53%. As analises estatisticas demonstraram que animais
inteiros tem 2,76 vezes mais chances de serem soropositivos quando comparados com
animais castrados. Alguns autores descrevem um maior risco para o desenvolvimento da
doenca em gatos inteiros (ROBISON et al., 1971; ROHRBACH et al., 2001,



62

PESTEANU-SOMOGY!I et al., 2006; WORTHING et al., 2012). Gatos machos e inteiros
tendem a sair mais para a rua se houver oportunidade, sendo assim, submetidos a um
maior estresse por brigas (disputa de territorio e fémeas) podendo ficar mais vulneravel
ao desenvolbimento da PIF, além de aumentar as chances destes animais entrarem em
contato com uma maior variabilidade de cepas do FCoV.

Para o modo de criacdo, 91,39% viviam em grupo de 2 a 10 gatos. Ambientes
com multiplos gatos parecem ser de maior risco para 0 desenvolvimento da doenca,
sendo a prevaléncia da infeccdo alta em casas com varios co-habitantes (ADDIE e
JARRET, 2006). Dado que a maior parte dos gatos deste estudo viviam em ambientes
com outros felinos, ndo foram encontradas diferencas estatisticas para este fator de risco
nesta populacdo. Para o acesso a rua foram encontradas diferencas estatisticas, onde
animais sem acesso tém 4 vezes mais chances de serem soropositivos quando
comparados com animais que tem acesso. Gatos sem acesso a rua passam a maior parte
do tempo confinados sendo expostos constantemente a grandes quantidades de agentes
infecciosos, principalmente em ambientes onde hd mais de um gato. Mudancas no
manejo dos gatos domésticos também tem contribuido para uma maior disseminagao
destes agentes, como por exemplo, a introducdo da vasilha sanitaria, onde estes gatos
acabam sendo expostos a grandes quantidades de FCoV nas fezes diariamente (ADDIE e
JARRET, 2006). Estes animais tem possivelmente contato com uma menor variabilidade
de cepas do FCoV, e o manejo realizado por seus proprietarios (como limpeza e
desinfeccdo, o ndo acumulo de animais em um Unico ambiente) é de fundamental
importancia para prevencdo do desenvolvimento da PIF.

Os dados obtidos com o estudo ajudam a tracar um perfil epidemiol6gico da
populacdo estudada, fornecendo assim, informacgdes regionais da soropositividade e

fatores de risco da 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
diferencas 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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9.2. Artigo

Estudo soroepidemioldgico da infeccdo pelo Coronavirus felino (FCoV) em gatos

domeésticos domiciliados na cidade de Botucatu, Sao Paulo, Brasil.

Seroepidemiologic study of feline coronavirus (FCoV) infection in domiciled domestics

cats from Botucatu city, Sdo Paulo, Brazil.

RESUMO

O Coronavirus felino (FCoV) é responsavel por causar uma das mais importantes
doencas infecciosas que acometem os felinos domésticos e selvagens, a peritonite
infecciosa felina (PIF), que é uma doenca imunomediada, sistémica, progressiva e fatal.
O FCoV é altamente contagioso e a infeccdo é comum nas populacbes de felinos
domésticos por todo o mundo. O presente estudo objetivou determinar a
soropositividade da infeccdo pelo FCoV e correlacionar aspectos epidemiolégicos
(fatores de risco) de gatos domésticos domiciliados da cidade de Botucatu, Estado de
Sédo Paulo, Brasil. Foram colhidas amostras no volume de 0,5 a 1 mL de sangue total de
151 gatos, das quais foram obtidos os soros apds centrifugacdo. Estes soros foram
testados pelo kit ImmunoComb FCoV (FIP)® para deteccdo de anticorpos IgG anti-
FCoV. Os fatores de risco avaliados neste estudo foram faixa etéria, raca, género,
condicdo reprodutiva, acesso a rua e modo de criacdo (viver solitario ou em grupo).
Observou-se uma soropositividade de 64,24% (97/151). N&o houve significancia
estatistica para raca (p=1,000), género (p=0,0818) e modo de cria¢do (p=0,8325). Para a
faixa etéria (p=0,0157), condigdo reprodutiva (p=0,0074) e acesso a rua (p=0,0001)
houve significancia estatistica quanto a soropositividade (p-values <0,05). Através do
presente estudo verificou-se que o FCoV esta amplamente disseminado na populagédo
estudada, onde 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 diferencas estatisticas foram faixa etaria,
condicdo reprodutiva e acesso a rua, ajudando assim, a se tracar um perfil

epidemioldgico desta populagéo.
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Palavras-chave:

Felinos domésticos, Coronavirus felino, Soroepidemiolégico, Fatores de Risco.

ABSTRACT

The feline coronavirus (FCoV) is responsible for causing one of the most important
infectious diseases of domestic and wild felids, the feline infectious (PIF), which is an
immune-mediated, systemic, progressive and fatal disease. FCoV is highly contagious
and infection in common in domestic feline populations worldwide. The present study
aimed to determine the seropositivity of FCoV infection and associate epidemiological
aspects (risk factors) of domestic cats domiciled in Botucatu, Sdo Paulo, Brazil. Whole
blood samples (0,5 to 1 mL) were collected from 151 cats and sera were extracted by
centrifugation. These sera were tested by ImmunoComb FCoV (FIP)® test kit 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
seropositivity was 64,24% (97/151). There was no statistical significance concerning
breed (p=1,000), sex (p=0,0818) and solitary or group living conditions (p=0,8325).
Age (p=0,0157), reproductive condition (p=0,0074) and outdoor access (p=0,0001)
presented statistical significance concerning seropositivity (p-values <0,05). Through
the present study it was verified that FCoV is widely disseminated in the studied
population, the seropositivity encountered was higher than expected, since the sampled
cats were domiciled and not shelter cats. Among the risk factors evaluated, those
presenting statistical differences were age, reproductive condition and outdoor access,

thus helping to draw an epidemiological profile of this population.

Key words:

Domestic cats, Feline coronavirus, Seroepidemiologic, Risk factors.

INTRODUCAO

O Coronavirus felino (FCoV) pertence a ordem Nidovirales, familia
Coronaviridae, género Alphacoronavirus. Sao virus envelopados contendo RNA de fita
simples e polaridade positiva (SPARKES, 2006; PRATELLI, 2008). O FCoV ¢
responsavel por causar uma das mais importantes doencas infecciosas que acometem

felinos domésticos e selvagens, a peritonite infecciosa felina (PIF), que é uma doenca
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imunomediada, sistémica, progressiva e fatal (ADDIE & JARRETT, 2006). A PIF foi
descoberta na década de 60 e, desde entdo, a doenca tem sido relatada em todo 0 mundo
(PEDERSEN, 2009; LE PODER, 2011).

Hé& 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 (ADDIE & JARRETT, 2006;
NORSWORTHY et al., 2006; CORNELISSEN et al., 2007).

A infeccdo por FCoV apresenta ampla distribuicdo nos felinos domésticos e
também pode ser observada nos felinos selvagens. A PIF é mais frequente em
ambientes com alta concentracdo de felinos, pois é onde ha maiores taxas de infeccdo
viral e disseminagdo de variantes FIPV, expondo o0s animais a elevadas doses
infectantes (HOSKINS & LOAR, 1993; FOLEY et al., 1997). O FCoV é mantido nas
populacdes de felinos por intermédio dos animais que atuam como carreadores
crénicos, que correspondem a cerca de 20% dentro de um ambiente populoso
(HARTMANN, 2005).

A ocorréncia da PIF é maior em gatos jovens, com predominio em animais entre
trés meses a trés anos de idade (ADDIE & JARRETT, 2006). No entanto, podem ocorrer
casos em gatos com mais de 10 anos, associados ao declinio da resposta imune. A
infeccdo pelo FCoV é comum em gatos domésticos e anticorpos estdo presentes em cerca
de 80 a 90% dos gatos que vivem em abrigos ou gatis e, 30 a 50% para animais
domiciliados (ADDIE & JARRETT, 2006; BROWN et al., 2009; PEDERSEN, 2009). O
FCoV é altamente contagioso e a sua transmissao ocorre pela via fecal-oral, geralmente
causando uma infeccgéo intestinal leve. Cerca de 5 a 10% dos gatos que sdo soropositivos
poderdo desenvolver a doenca e morrer de PIF (ADDIE & JARRETT, 2006;
PEDERSEN, 2009).

Investigagdes 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 s&o investigados
laboratorialmente para exposi¢éo ou infeccéo pelo FCoV, exceto por determinados gatis

que adotam um padrdo sanitario mais elevado. Via de regra, os gatos domiciliados
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apenas sdo investigados laboratorialmente se manifestarem sinais clinicos. Ndo héa
estudos no pais que descrevam a soropositividade para FCoV dos felinos domesticos
domiciliados. Por isso, a realizacdo de estudos a nivel regional e nacional de
soroepidemiologia sdo necessarios para que se possa identificar os principais fatores de
risco da infeccdo pelo FCoV na populacdo de gatos domésticos do Brasil . O presente
estudo objetivou determinar a soropositividade da infeccdo pelo FCoV e correlacionar
aspectos epidemioldgicos (fatores de risco) de gatos domésticos domiciliados da cidade

de Botucatu, Estado de Sdo Paulo, Brasil.

MATERIAL E METODOS

Animais e amostras

Todos os animais do estudo (n=151) s@o domiciliados e residentes na cidade de
Botucatu, Estado de Sao Paulo, Brasil. Amostras no volume de 0,5 a 1 mL de sangue
foram colhidas assepticamente por meio de puncdo da veia cefalica ou jugular, e
acondicionadas em tubo de vidro siliconizado contendo gel ativador de coagulo
(Vacutainer®, Becton Dickinson) para obtencdo do soro sanguineo. Estas amostras
foram centrifugadas a 4.000g durante 10 minutos e os soros obtidos foram armazenados
em microtubos de 1,5 mL livres de nucleases (Axygen®), sendo posteriormente
congelados a -20°C até o momento de uso. Dados individuais de cada animal, tais
como, idade e/ou faixa etéria (filhote, jovem, adulto, senil), raca, género, condigdo
reprodutiva (inteiro ou castrado), acesso a rua ou confinado, e modo de criacdo
(mantido em grupo ou solitario) foram obtidos e anotados em uma ficha

epidemiologica.

Teste soroldgico

Os soros foram testados pelo kit ImmunoComb FCoV (FIP)® (Biogal Galed
Labs. Acs. Ltd.) para deteccdo de anticorpos IgG anti-FCoV, seguindo as
recomendacdes do fabricante. O resultado obtido foi em escala de cinza (intensidade da
cor) e a leitura realizada por escaneamento, utilizando o software CombScan,
classificando os animais como soropositivos ou soronegativos. A técnica foi realizada
no Laboratorio de Diagndstico Molecular, na Universidade Estadual Paulista (Unesp),

Instituto de Biotecnologia, Botucatu.
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Andlise estatistica dos dados

Foram utilizados os programas Statistical Analysis System (SAS 9.3) e Microsoft
Office Excel 2007 para as analises do estudo. Todas as variaveis foram analisadas por
métodos de estatistica descritiva, apresentando-se a frequéncia e porcentagem. Para
verificar a existéncia de diferencas estatisticas entre os grupos de cada varidvel quanto a
soropositividade ("0" se a soropositividade foi ausente e "1" se a soropositividade foi
presente), foram utilizados modelos de regressdo logistica, com significancia estatistica
determinada para p-valores < a 0,05. A significancia estatistica da diferenca foi

determinada quando o valor 1 ndo estava incluido no intervalo de confianca de 95%.

RESULTADOS
A soropositividade de 64,24% (97/151) foi detectada. A estatistica descritiva das
variavies do estudo é demonstrada na Tabela 1.

Tabela 1. Frequéncia das variavies faixa etaria, raca, género, condicao reprodutiva,

acesso a rua e modo de criacdo (solitario ou em grupo). Botucatu, 2017.

VARIAVEIS POSITIVO NEGATIVO TOTAL
FAIXA ETARIA

Filhotes - 1 a 12 meses 36 (23,84%) 34 (22,52%) 70 (46,36%)
Jovens - > 1 ano a 3 anos 20 (13,25%) 9 (5,96%) 29 (19,21%)
Adultos - > 3 anos a 8 anos 25 (16,56%) 7 (4,64%) 32 (21,19%)
Idosos - > 8 anos 16 (10,60%) 4 (2,65%) 20 (13,25%)
RACA

SRD 63 (41,72%) 48 (31,79%) 111 (73,51%)
Persa 29 (19,21%) 4 (2,64%) 33 (21,85%)
Exotico 2 (1,32%) 0 (0,0%) 2 (1,32%)
Siamés 2 (1,32%) 2 (1,32%) 4 (2,65%)
Maine Coom 1 (0,66%) 0 (0,00%) 1 (0,66%)
GENERO

Macho 45 (29,80%) 33 (21,85%) 78 (51,65%)
Fémea 52 (34,44%) 21 (13,91%) 73 (48,35%)
CONDICAO

REPRODUTIVA

Inteiro
Castrado

31 (20,53%)
66 (43,71%)

7 (4,64%)
47 (31,13%)

38 (25,17%)
113 (74,83%)

ACESSO A RUA

SIM
NAO

22 (14,57%)
75 (49,67%)

32 (21,19%)
22 (14,57%)

54 (35,76%)
97 (64,24%)
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MODO DE CRIACAO
Solitario 8 (5,30%) 5 (3,31%) 13 (8,61%)
Grupo 89 (58,94%) 49 (32,45%) 138 (91,39%)

As andlises feitas com as variaveis do estudo individualmente, demonstraram
qgue somente as variaveis faixa etaria (p=0,0157), condicdo reprodutiva (p=0,0074) e

acesso a rua (p=0,0001) foram significativas (Tabela 2).

Tabela 2. Significancia estatistica (p-valor) para cada variavel. Botucatu, 2017.

Variavel *p-valor (regressao logistica)
Faixa etaria 0,0157*
Raca 1,0000
Género 0,0818
Condicdo reprodutiva 0,0074*
Acesso a rua 0,0001*
Modo de viver 0,8325

*p-valores significativos menor ou igual a 0,05.

As trés varidveis que apresentaram-se significativas (Tabela 2), analisadas
conjuntamente, ajudam a explicar o fendmeno da soropositividade na populagdo

estudada (p-valores < do que 0,05) conforme a Tabela 3.

Tabela 3. Regresséo logistica (p-valor) com as variavies significativas analisadas

em conjunto. Botucatu, 2017.

Variavel Graus de Liberdade Estatistica qui-quadrado p-valor

Faixa etaria 3 10,42 0,0153
Condicao reprodutiva 1 4,39 0,0361
Acesso a rua 1 12,49 0,0004

p-valores significativos menor ou igual a 0,05.

As diferentes categorias das variaveis faixa etaria, condi¢ao reprodutiva e acesso
a rua apresentaram diferencas estatisticas quando comparadas, e estdo descritas na
Tabela 4. Quanto a faixa etaria, encontrou-se diferengas estatisticas quando comparado
a categoria adulto x filhote (p=0,0029); e as categorias em conjunto adulto e idoso x
filhote e jovem (p=0,0317). Houve também diferengas estatisticas entre animais

castrados e inteiros (p=0,0361), e entre animais com e sem acesso a rua (p=0,0004)
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Tabela 4. Significancia estatistica da diferenca entre diversas categorias das variaveis

faixa etaria, condicédo reprodutiva e acesso a rua. Botucatu, 2017.

Comparacao Graus de Liberdade | Estatistica qui-quadrado p-valor

Filhote x Jovem 1 2,35 0,1256

Jovem x Adulto 1 1,46 0,2275

Adulto x ldoso 1 0,23 0,6318

Adulto x Filhote 1 8,89 0,0029"

Idoso x Filhote 1 3,44 0,0635

Idoso x Jovem 1 0,29 0,5902

(Filhote e 1doso) x (Jovem e Adulto) 1 1,50 0,2201
(Adulto e Idoso) x (Filhote e Jovem) 1 4,62 0,0317"
Condicéo reprodutiva (castrado ou inteiro) 1 4,39 0,0361"
Acesso & rua (sim ou no) 1 12,49 0,0004"

*p-valores significativos menor ou igual a 0,05.

Para os p-valores < a 0,05 da Tabela 4, foi calculado a raz&o de chances e seus
respectivos intervalos de confianca (95%), que estdo descritos na Tabela 5. Verificou-se
que a chance de ter anticorpos anti- FCoV em animais inteiros é 2,76 vezes maior
quando comparados com animais castrados; animais sem acesso a rua tem 4 vezes mais
chances quando comparados com animais com acesso a rua; animais adultos tém 4,53
vezes mais chances quando comparados com animais filhotes; animais adultos e idosos

tem 6,7 mais chances quando comparados com animais filhotes e jovens.

Tabela 5. Estimativas e Intervalos de confianca (95%) para a razdo de chances.
Botucatu, 2017.

Variavel Variavel Estimativa L1 L.S.*
Inteiro Castrado 2,7624 1,0276 7,4254"
Acesso N&o Acesso Sim 4,0044 1,8293 8,7653"
Jovem Filhote 2,1357 0,7951 3,1482
Adulto Filhote 45367 1,5854 12,9817"
Idoso Filhote 3,1562 0,8785 11,3395
Adulto Jovem 2,1242 0,6196 7,2766
Idoso Jovem 1,4780 0,3518 6,2090
Adulto Idoso 1,4372 0,3294 6,2703
Adulto e Idoso Filhote e Jovem 6,7050 1,1300 39,7866"

*: L.I'e L.S: Limite inferior e limite superior do intervalo de confianga (95%).
#: Limite superior de intervalos de confianca (95%) que ndo contém o valor 1.
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DISCUSSAO

A soropositividade de 64,24% foi detectada pelo kit ImmunoComb FCoV (FIP) e
verificou-se que a infeccdo pelo FCoV esta amplamente disseminada na populacdo
estudada. A presencga dos anticorpos esta acima da esperada para animais domiciliados,
que segundo dados mundiais da literatura é de 30 a 50%. Nao ha dados disponiveis de
estudos realizados no Brasil. (ADDIE e JARRETT, 2006; BROWN et al., 2009;
PEDERSEN, 2009).

Com relacéo a faixa etéria foi coletado um nimero maior de animais filhotes (1 a
12 meses), representando 46,36% do total. A idade é considerada como um importante
fator de risco para o desenvolvimento da PIF (HARTMANN, 2005; HORZINEK et al.,
2008). Os gatos podem se infectar com o FCoV em todas as faixas etarias, porém os que
possuem o maior risco de desenvolver a doencga sdo os animais na idade de trés meses a
trés anos (filhotes e jovens). Os gatos idosos com mais de 10 anos também sdo
considerados animais de alto risco, devido ao declinio do seu sistema imunoldgico
(ROHRBACH et al., 2001; ADDIE & JARRETT, 2006). Foi demonstrado pelas analises
estatisticas que os animais adultos apresentam maior chance de serem soropositivos
quando comparados com filhotes. E quando analisados em grupos (filhotes/jovens e
adultos/idosos), o grupo dos adultos e idosos também tem maior chance de ter anticorpos
anti-FCoV. AKKAN & KARACA (2009), em um estudo de soroprevaléncia também
encontraram maior soropositividade nos adultos e idosos. Estes animais possivelmente
por terem maior idade, possuem assim, maiores chances de entrar em contato com o virus
e produzir anticorpos.

No presente estudo, 73,51% dos animais eram SRD, e ndo foram encontradas
diferencas estatisticas com as racas analisadas, possivelmente pelo baixo numero de
animais amostrados de determidadas racas. Todas as racas de gatos podem se infectar
com o FCoV e os animais desenvolver a PIF, mas para alguns gatos de raca pura parece
haver uma predisposi¢do genética ao desenvolvimento da doenca na forma sistémica
(HORZINEK et al., 2008). Algumas racas sdo citadas, como o Abissinio, Bengal,
Birmanés, Himalaio, Ragdoll, Rexes, Burmés, Exotico Shorthair, Manx, Persa, Azul
Russo (Russian Blue) e Siamés (MALIK & NORRIS, 2006; PESTEANU-SOMOGY!| et
al., 2006; HORZINEK et al., 2008). O aumento da prevaléncia da doenga para estas
racas puras pode ser devido a concentracdo de fatores hereditarios, obtidos através de
cruzamentos consanguineos (FOLEY & PEDERSEN,1996).
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Em relacdo ao género, 51,65% eram machos e 48,35% eram fémeas. Quanto a
soropositividade ndo foram encontradas diferencas estatisticas entre eles, corroborando
com dados do estudo de MALIK e NORRIS, 2006. Alguns estudos demonstraramm
uma maior predisposicao para o desenvolvimento da PIF em gatos machos (ROBISON et
al.,, 1971, ROHRBACH et al., 2001; PESTEANU-SOMOGYI et al., 2006). Para a
condicdo reprodutiva do total de animais amostrados 74,83% eram castrados, e destes
animais 43,71% apresentaram resultado positivo no teste. Para os animais inteiros a
soropositividade foi de 20,53%. As analises estatisticas demonstraram que animais
inteiros tem 2,76 vezes mais chances de serem soropositivos quando comparados com
animais castrados. Alguns autores descreveram um maior risco para o desenvolvimento
da doenca em gatos inteiros (ROBISON et al., 1971; ROHRBACH et al., 2001,
PESTEANU-SOMOGY!I et al., 2006; WORTHING et al., 2012). Gatos machos e inteiros
tendem a sair mais para a rua se houver oportunidade, sendo assim, submetidos a um
maior estresse por brigas (disputa de territorio e fémeas) podendo ficar mais vulneravel
ao desenvolbimento da PIF, além de aumentar as chances destes animais entrarem em
contato com uma maior variabilidade de cepas do FCoV.

Para 0 modo de criagdo, 91,39% viviam em grupo de 2 a 10 gatos. Ambientes
com multiplos gatos parecem ser de maior risco para o desenvolvimento da doenca,
sendo a prevaléncia da infeccdo alta em casas com varios co-habitantes (ADDIE &
JARRET, 2006). Dado que a maior parte dos gatos deste estudo viviam em ambientes
com outros felinos, ndo foram encontradas diferencas estatisticas para este fator de risco
nesta populacdo. Para o acesso a rua foram encontradas diferencas estatisticas, onde
animais sem acesso tém 4 vezes mais chances de serem soropositivos quando
comparados com animais que tem acesso. Gatos sem acesso a rua passam a maior parte
do tempo confinados sendo expostos constantemente a grandes quantidades de agentes
infecciosos, principalmente em ambientes onde hd mais de um gato. Mudangas no
manejo dos gatos domésticos também tem contribuido para uma maior disseminagdo
destes agentes, como por exemplo, a introducdo da vasilha sanitaria, onde estes gatos
acabam sendo expostos a grandes quantidades de FCoV nas fezes diariamente (ADDIE &
JARRET, 2006). Estes animais tem possivelmente contato com uma menor variabilidade
de cepas do FCoV, e 0 manejo (limpeza e desinfec¢do,0 ndo acimulo de animais em um
unico ambiente) realizado por seus proprietarios é de fundamental importancia para

prevencdo do desenvolvimento da PIF.
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CONCLUSAO

O estudo soroepidemiolégico 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 nos fatores de risco faixa etaria,
condicdo reprodutiva e acesso a rua ajudam a tracar um perfil epidemiologico desta

populacéo.
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ANEXO |

ID amostra ImmunoComb FCoV  ELISA indireto (D.O. Aysp) Resultado Resultado
A B A B

2 S3 0,087 P N

4 S4 0,372 P P

6 SO 0,180 N P

8 S3 0,224 p P

10 SO 0,073 N N

12 S5 1,440 P P

14 S4 0,538 P P

16 S5 1,520 P P

18 S4 1,507 P P

20 S4 0,580 P P

22 SO 0,128 N N

24 S3 0,097 P N

26 S5 1,079 P P

28 S4 0,844 P P

30 S1 0,162 N P

32 S5 0,565 P P

34 S4 0,991 P P

36 S4 0,342 P P

38 S4 0,144 P N

40 S1 0,088 N N
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ID amostra ImmunoComb FCoV ELISA indireto (D.O. Ass) Resultado Resultado
A B A B

43 S5 0,869 P P

45 sS4 0,731 P p

47 S4 1,061 P P

49 S5 0,891 P P

51 S5 0,710 P P

53 S5 1,108 P P

55 S4 0,318 P P

57 SO 0 N N

59 S4 1,051 P P

61 S5 1,372 P P

63 S4 0,853 P P

65 S4 0,407 P P

67 S3 0,108 P N

69 S5 1,158 P P

71 S4 0,682 P P

73 S5 1,352 P P

75 S4 0,499 P P

77 S5 1,241 P P

79 S4 0,265 P P

81 S1 0 N N

83 S3 0,125 P N
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ID amostra ImmunoComb FCoV ELISA indireto (D.O. Ass) Resultado Resultado
A B A B

85 SO N N

87 SO 0,012 N N

89 SO 0,096 N N

91 S5 1,014 P P

93 S3 0,391 P P

95 S4 0,932 P P

97 SO 0 N N

99 S4 0,865 P P

101 S1 0,099 N N

103 SO 0,012 N N

105 SO 0,012 N N

107 SO 0 N N

109 S2 0,052 P N

111 S4 0,807 P P

113 SO 0,011 N N

115 SO 0,003 N N

117 S4 0,602 P P

119 S3 0,283 P P

121 SO 0,103 N N

123 SO 0,065 N N

125 SO 0,013 N N
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ID amostra ImmunoComb FCoV ELISA indireto (D.O. Aysp) Resultado Resultado
A B A B
127 S1 0,148 N N

129 S1 0,010 N N

131 SO 0,038 N N

133 SO 0,034 N N

135 SO 0,124 N N

137 S4 0,414 P P

139 S5 1,431 P P

141 S1 0,059 N N

143 S4 0,650 P P

145 SO 0,142 N N

147 S4 0,361 P P

149 S4 0,420 P P

151 S4 0,356 P P

“p: positvo e N: negative.




