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ABSTRACT.- Caldas A.P.E, Leal E.S., Silva E.EA. & Ravazzolo A.P. 2000. [Detection of feline 
immunodeficiency provirus in domestic cats by polymerase chain reaction.] Detecção do 
provírus da Imunodeficiência Felina em gatos domésticos pela técnica de Reação em Cadeia 
da Polimerase. Pesquisa Veterinária Brasileira 20(1):20-25. Centro de Biotecnologia/Faculdade 
de Veterinária, UFRGS, Av. Bento Gonçalves 9500, Porto Alegre, RS 91501-970, Brazil. 

Feline immunodeficiencyvirus (FIV) infection of domestic cats is one ofthe most promising 
animal models for the infection by the human immunodeficiency virus (HIV) which causes 
acquired immunodeficiency syndrome (AIDS). lnfected cats may develop a disease similar to 
that observed in AIDS patients, with increased susceptibility to opportunistic infections. ln 
this study we used the polymerase chain reaction (PCR) to detect provira! DNA of feline 
immunodeficiency virus on the blood and tissue samples from cats with a clinicai diagnosis of 
immunodeficiency. The PCR primers were used to amplify the gag gene, which is conserved 
among different isolates. From 40 samples analyzed, 15 were positive and 4 of them were 
submitted to hybridization to confirm the specificity ofthe amplified fragments. These results 
confirm the presence of FIV in domestic cats in Rio Grande do Sul, Brazil. 

INDEX TERMS: Feline immunodeficiency virus, FIV, polymerase chain reaction, PCR. 

SINOPSE.- A infecção de gatos domésticos pelo Vírus da 
Imunodeficiência Felina (FIV) é um dos modelos mais promis­
sores para o estudo da infecção pelo vírus da imunodeficiência 
humana (HIV) que causa a Síndrome de Imunodeficiência 
Adquirida (AIDS). O FIV causa, em gatos, uma enfermidade 
similar àquela observada em pacientes com AIDS, sobretudo 
no que diz respeito ao aumento da susceptibilidade a infec­
ções oportunistas. No presente estudo, utilizou-se a Reação 
em Cadeia da Polimerase (PCR), com o objetivo de detectar o 
provírus do FIV em gatos com sinais clínicos de imunodefi­
ciência. O fragmento de DNA escolhido como alvo para am-
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plificação situa-se no gene gag do lentivírus felino, o qual é 
conservado entre as diferentes amostras do vírus. O DNA uti­
lizado foi extraído a partir de amostras de sangue e de teci­
dos de animais com suspeita clínica de imunodeficiência. Das 
40 amostras analisadas, 15 foram positivas, das quais 4 fo­
ram submetidas à hibridização, confirmando a especificidade 
dos fragmentos amplificados. Esses resultados demonstram 
a presença do FIV na população de gatos domésticos do Rio 
Grande do Sul, Brasil. 

TERMOS DE INDEXAÇÃO: Vírus da Imunodeficiência Felina, FIV, Rea­
ção em Cadeia da Polimerase, PCR. 

INTRODUÇÃO 
O Vírus da Imunodeficiência Felina (FIV), bem como a infec­
ção do seu hospedeiro natural, o gato doméstico, tem sido 
descrito como um modelo potencial para o estudo da infec­
ção pelo Vírus da Imunodeficiência Humana (HIV) (Yamamoto 
et ai. 1988, Olmsted et ai. 1989, Tompkins et ai. 1991). O FIV 
é um lentivírus da família Retroviridae, descrito em 1987 por 
Pedersen e colaboradores em um gatil no qual todos os ani­
mais foram soronegativos para o vírus da leucemia felina 
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(FeLV), apesar de vários deles apresentarem sinais de 
imunodeficiência (Pedersen et ai. 1987). O vírus da imunódefi­
ciência felina infecta principalmente gatos domésticos, sen­
do que em alguns estudos sorológicos detectaram-se anticor­
pos contra este vírus em amostras individuais de felinos sel­
vagens, provenientes de zoológicos (Barr et ai. 1989, Letcher 
& O'Connor 1991 ). 

O FIV, devido ao seu tropismo por linfócitos T CD4 + e 
CD8+, linfócitos B e células do sistema nervoso central, cau­
sa uma doença - Síndrome da Imunodeficiência Adquirida em 
gatos - (Miyazawa et ai. 1994), cujos sinais clínicos são seme­
lhantes aos da Síndrome da Imunodeficiência Adquirida (AIDS) 
em humanos. A enfermidade caracteriza-se por um longo 
período de incubação, evolução lenta e progressiva e apare­
cimento tardio dos sinais clínicos. A transmissão entre os in­
divíduos pode ocorrer pela saliva, especificamente em casos 
de mordidas (Yamamoto et ai. 1988, 1989, Brown et ai. 1993). 
Na fase de infecção primária, apresenta um período de vi remia 
de várias semanas, com linfoadenopatia generalizada, febre 
e neutropenia. A segunda fase caracteriza-se por um longo 
estágio assintomático, que pode durar vários anos, durante 
o qual há redução dos linfócitos T CD4+ (Novotney et ai. 
1990, Barlough et ai. 1992). No estágio terminal, a imunode­
pressão é evidente, com manifestações clínicas decorrentes 
das infecções oportunistas (Pedersen et al.1987, Yamamoto 
et ai. 1988). Infecções crônicas da cavidade oral e do trato 
respiratório são comumente observadas. (Yamamoto et ai. 
1989, Dow et ai. 1990, Shelton, 1990, 1991, Thomas et ai. 
1993). 

Quanto à prevalência da infecção, índices de 1,2% em ani­
mais de grupos considerados de pequeno risco e de 14% em 
grupos de alto risco têm sido relatados (Yamamoto et ai. 
1989). Os gatos infectados por FIV produzem anticorpos con­
tra o vírus, os quais são normalmente detectados por testes 
imunoenzimáticos - ELISA (Hosie &Jarret 1990). Além da pre­
sença de anticorpos, a infecção pode igualmente ser detecta­
da através da presença de material genético do vírus. Consi­
derando-se que os retrovírus têm a capacidade de integrar­
se ao genoma celular, sob a forma de DNA de dupla fita, é 
possível detetectá-los em leucócitos infectados (Rimstad & 
Ueland 1992). 

Os objetivos deste trabalho foram obter a confirmação 
da presença do FIV em gatos domésticos no Estado do Rio 
Grande do Sul, Brasil, e determinar as condições de utiliza­
ção da técnica de diagnóstico baseada na Reação da 
Polimerase em Cadeia para detecção do DNA provira!. Com 
esta finalidade, foram utilizados "primers" complementares 
a uma região conservada da seqüência genômica do vírus, no 
gene gag. A hibridização foi realizada com o objetivo de con­
firmar a especificidade dos fragmentos amplificados pela PCR. 

MATERIAL E MÉTODOS 
Amostras 

Trinta e quatro amostras de sangue foram obtidas na Faculdade 
de Veterinária - Laboratório de Virologia - da Universidade Federal 
do Rio Grande do Sul, de animais com suspeita clínica de 
imunodeficiência. Os órgãos de quatro animais suspeitos, submetidos 

à necropsia, foram coletados no Setor de Patologia da mesma 
Faculdade de Veterinária. Duas amostras de sangue foram obtidas 
na Universidade Federal de Pelotas, Rio Grande do Sul. 

Extração de DNA de leucócitos 
As amostras de sangue (1 mi) coletadas com heparina foram 

centrifugadas por 6 min. a 4000xg em microcentrífuga. Os leucócitos 
da capa flogística (100ml) foram então coletados e adicionados de 
500ml de TE, pH 8.0 (1 O mM de Tris HCI e 1 mM de EDTA). A suspensão 
foi centrifugada novamente a fim de obter-se um "pellet", o qual foi 
então ressuspendido em "~buffer" (1 0mM de Tris HCI pH 8,0, 50mM 
de KCI, 2mM de MgCl2, 0,5% de Tween 20 e 1 00mg/ml de Proteinase 
K). A seguir, incubou-se a solução à 56ºC durante 45 min. e finalmente 
à 95ºC durante 1 O min. Entre 5 e 10ml desta solução foram utilizados 
na técnica de PCR. 

Extração de DNA de tecidos 
Fragmentos de tecidos coletados de gatos durante as necropsias 

foram congelados e, posteriormente, obteve-se cortes em criostato, 
os quais foram fixados em lâminas de microscopia à temperatura 
ambiente. Depois de totalmente secos, os cortes de tecidos foram 
retirados por raspagem e, na forma de pó, suspendidos em tampão 
de digestão (100 mM NaCI, 10mM Tris HCI pH 8,0, 25 mM EDTA, 
0,5% SOS e 1 00mg/ml de Proteinase K). O material foi incubado 1 h à 
37ºC, seguido de 2 extrações com fenol-clorofórmio e, então, o DNA 
foi precipitado com etanol e acetato de sódio (Sambrook et ai. 1989). 
Após centrifugação, o DNA precipitado foi ressuspendido em 50 mi 
de água bidestilada estéril. 

Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) 
As amostras foram submetidas a duas amplificações: a primeira 

delas, utilizando 5 - 1 O mi da solução contendo o DNA extraído e 
"primers" externos; e a segunda utilizando 2 mi do produto da 
primeira reação, e "primers" internos (Fig. 1 ). Os "primers" utilizados 
foram: a) "primers" externos: Pl - localizado na posição 916-939 e 
PRTl - localizado na posição 1375-1398; b) "primers" internos: P2 -
localizado na posição 1108-1129 e PRT2 - localizado na posição 1289-
131 O (Rimstad & Ueland 1992). As condições de reação foram: 5 min. 
à 94ºC para desnaturação do DNA, seguido de 30 ciclos constituídos 
por 1 min. à 94ºC e 1 min. à 68ºC e 90 seg. à 72ºC, completando a 
elongação em 8 min.à 72ºC para os "primers" externos Pl e PRT1. 
Para os "primers" internos, P2 e PRT2, as condições foram: 5 min. à 
94ºC para desnaturação do DNA, seguido de 30 ciclos constituídos 
por 1 min. à 94ºC, 1 min. à 66ºC e 90 seg. à 72ºC e, para completar a 
elongação, 8 min.à 72ºC. O volume final da reação foi de 50 mi 
contendo 2,5 U da enzima Taq DNA Polimerase (Cenbiot), dNTPs 0,2 
mM, 10 mM de Tris CI pH 8, 50 mM de KCI, 3 mM de MgCl2, os 
"primers" internos ou externos e a amostra de DNA (5 - 1 O mi). Após 
eletroforese, os produtos de PCR foram visualizados em gel de 
agarose à 2%, e corado com brometo de etídio, partindo-se de um 
volume de 20ml do produto da PCR. 

"Southern Blot" e Hibridização 
Os produtos de PCR de quatro amostras positivas (11, 12, 16 e 

340) e um fragmento de PCR obtido a partir de amplificação do clone 
FIV Petaluma (34TF1 O) foram inicialmente resolvidos por eletroforese 
em gel agarose à 1,5% e transferidos para uma membrana de nylon 
(Hybond N+ - Amersham) por capilaridade, em condições de 
desnaturação (Sambrook et ai. 1989). Para a hibridização, utilizou­
se 100 ng de DNA do clone FIV Petaluma (34TF1 O) como sonda 
específica (Talbott et ai. 1989) e na detecção por quimiolumi­
nescência, o "Kit ECL - Direct Nucleid Acid Labelling and Detection 
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Systems" (Amersham), conforme recomendações do fabricante. Em 
resumo, para a preparação da sonda, 100 ng de DNA em um volume 
de 1 O mi foi desnaturado à 1 OOºC por 5 min. e imediatamente 
colocado no gelo. Após, acrescentou-se 1 O mi de solução de marcação 
("labeling reagent" - peroxidase) e 1 O mi de solução de glutaraldeído. 

A membrana de nylon foi inicialmente pré - hibridizada durante 
30 minutos à 42ºC em solução contendo 0,5 M de NaCI e 5% de agente 
bloqueador ("blocking agent") e, a seguir, acrescentou-se a sonda. 
As condições de hibridização foram: incubação à 42ºC durante 12-
16 h, seguida de quatro lavagens, sendo duas com tampão de lavagem 
fornecido pelo fabricante ("primarywash buffer") à 42ºC e duas com 
SSC 20X (Sambrook et ai. 1989) à temperatura ambiente. A detecção 
do sinal referente à oxidação do "luminol" foi realizada utilizando­
se os agentes de detecção 1 e 2 fornecidos no Kit e expondo-se a 
membrana ao "Hyperfilm - ECr' durante 1 min. 

RESULTADOS 
Um total de 40 amostras de DNA extraído de leucócitos e de 
órgãos de gatos domésticos com suspeita clínica de 
imunodeficiência foi submetido à técnica de PCR, sendo que 
15 amostras foram positivas (Quadro 1 ). Destas, 8 (11, 16, 
340, 66, 68, 72, 276 e 279,) foram identificadas como positi­
vas já na primeira reação de PCR, com os "primers" externos. 
Essas 8 amostras eram provenientes do sangue dos animais 
suspeitos. 

Foi possível obter-se os dados relativos aos sinais clínicos 
dos animais dos quais foram coletadas algumas das amostras 
e observou-se que a maioria dos animais apresentava sinais 
de imunodeficiência, como infecções crônicas de pele e res­
piratórias, diarréia e em alguns casos, presença de tumores. 
No entanto, não foi possível estabelecer correlação entre os 
sinais clínicos observados e a capacidade da reação em am­
plificar fragmentos na primeira reação de PCR ("primers" ex-
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Fig. 1. Representação esquemática do genoma do vírus da imuno­
deficiência felina com a indicação dos "primers" utilizados nas 
reações de PCR. Genes estruturais, gag - pol - env (proteínas do 
envelope, SU=superfície, TM=transmembrana) e genes suple­
mentares vif - orf 2 - rev. Proteínas codificadas pelo gene gag, 
MA=Matriz, CA=Capsídeo e NC=Nucleocapsídeo. P1 e PRT1 = 
primers externos (primeira PCR); P2 e PRT2= primers internos 
(segunda PCR). 

ternos). Em quatro gatos, amostras 187, 276, 11 e 12, obser­
vou-se infecção respiratória. Gengivite, anemia e vômitos fo­
ram observados em mais de um dos animais dos quais se 
obteve as amostras positivas. 

Os fragmentos compatíveis em número de pares de base 
com a sequência a ser amplificada, foram visualizados em gel 
de agarose à 2%. Na primeira reação de PCR, utilizando 
"primers" externos, visualizou-se fragmentos de aproxima­
damente 480pb em 8 das 15 amostras positivas (Quadro 1, 
Fig. 2A e 2B). Estes "primers" foram escolhidos por situarem­
se no gene gag, região onde se situam seqüências conserva­
das do genoma FIV. A segunda PCR, utilizando os "primers" 

Quadro 1. Amostras positivas para o DNA provira! do vírus da imunodeficiência felina (FIV) e sinais 
clínicos associados 

Amostras Sinais clínicos PCR 

Identificação Tipo P1PRT1 P2PRT2 

187 Baço, pulmão Infecção respiratória, gengivite, dermatite, perda Negh Pos< 
de peso 

66 Sangue NDª Pos Pos 
68 Sangue Anemia severa Pos Pos 
69 Sangue Massas palpáveis abdominais Neg Pos 
72 Sangue Lesões na gengiva Pos Pos 
78 Sangue Infecções recidivantes na pele, emagrecimento, Neg Pos 

tumores abdominais 
157 Sangue ND Neg Pos 
276 Sangue Infecção respiratória crônica, secreção Pos Pos 

ocular intensa, lesões de pele, anemia 
279 Sangue Vômitos, desidratação Pos Pos 
340 Sangue Diarréia, emagrecimento, tumores abdominais Pos Pos 
10 Gânglio ND Neg Pos 
11 Sangue Infecção respiratória Pos Pos 
12 Sangue Infecção respiratória Neg Pos 

Cripto Gânglio Infecção disseminada por Cryptococcus neoformans Neg Pos 
16 Sangue Vômitos, emagrecimento Pos Pos 

• ND = Não foram determinados. 
h neg = Ausência de produto de PCR em gel corado com brometo de etídeo. 
e pos = Presença de produto de PCR compatível com o número de pares de base para a sequência amplificada. 
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Fig. 2. Resultados obtidos na PCR co m os "primers" externos . O frag­
mento de aproximadamente 480 pb está indicado por uma fle­
cha à esquerda. O valor da direita corresponde a um fragmento 
do marcador. Os números e letras acima identificam as amos­
tras (G=gânglio, B=baço, P=pulmão da amostra 187; L=amostra 
negativa). 
M = marcador em pares de bases. 

,. 

► 

B. 

► 
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Fig. 3. Resultados obtidos na PCR com os "primers" internos. O frag­
mento de aproximadamente 200 pb está indicado por uma fle­
cha à esquerda. O valor da direita corresponde a um fragmento 
do marcador. Os números e letras acima identificam as amos­
tras (G=gânglio, B=baço, P=pulmão da amostra 187; L=amostra 
negativa). 
M = marcador em pares de bases . 

1 1 12 16 340 Pos M 1 1 12 16 340 Pos 

-
Fig. 4. Hibridização de fragmentos obtidos na PCR. Os fragmentos 

obtidos na PCR foram transferidos para uma membrana de nylon 
e hibridizados com uma sonda. As fl echas indicam os fragmen­
tos de aproximadamente 200 pb (dir) e de 480 pb (esq) . Os nú­
meros acima identificam as amostras; M, o marcador e Pos , o 
controle positivo. 

internos, permitiu detectar um maior número de amostras 
positivas com a presença de fragmento compatível com o 
esperado, de aproximadamente 200 pb (Fig. 3A e 3B). Amos­
tras negativas (79, 90 e L) foram incluídas na reação como 
controles negativos (Fig. 2A, 2B, 3A e 3B). 

A fim de confirmar a especificidade dos fragmentos obti­
dos, foi realizada a técnica de "Southern blot" seguida de 
hibridização, utilizando-se como sonda o clone FIV 34TF1 O, 
marcado com peroxidase, de acordo com o Kit ECL (Amer­
sham). Foram hibridizados os produtos de PCR ele quatro 
amostras que foram positivas no gel de aga rose corado com 
brometo de etídeo (11 , 12, 16 e 340), detectando-se bandas 
de aproximadamente 480 e 200pb (Fig. 4). Como controle 
positivo ela hibridização, foram submetidos à eletroforese e 
posterior transferência para membrana ele nylon , fragmen­
tos obtidos a partir ele PCR do clone FIV 34TF10. 

DISCUSSAO 

A técnica ele reação em cadeia da polimerase, PCR, telll de­
monstrado ser sensível e específica na detecção de animais 
infectados por FIV (Rimstad & Ueland 1992, Danclekar et ai. 
1992). O número de amostras positivas, 15 num total ele 40 
analisadas, corresponde a um percentual de 37,5%. Este valor 
é próximo ao descrito por Ishicla et ai. ( 1989), de 43,9% em 
gatos clinicamente doentes . Embora as amostras tenham sido 
coletadas de animais com suspeita clínica de imunodeficiên­
cia , é importante salientar que outros fatores podem desen­
cadear alterações no sistema imunológico . Entre as causas 
de origem virai, pode-se destacar o vírus ela leucose felina 
(FeLV) . Esse vírus ·era o único age nte virai associado à 
imunodeficiência felina, até o isolamento do FIV em gatos 
domésticos. Alguns autores salientam que a co-infecção pe­
los dois retrovírus poderia ser favorável ao desenvolvimento 
de sintomatologia clínica mais precocemente (Pedersen et 
ai. 1989). 

A técnica de PCR, como técnica ele detecção virai, vem 
sendo empregada extensivamente em medicina humana e 
com menor intensidade, devido ao custo e outras restrições 
de caráter prático, no diagnóst ico veterinário. A importância 
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da utilização desta técnica em medicina veterinária pode ser 
associada a situações específicas em que não seja possível 
detectar anticorpos induzidos pela infecção. Com relação ao 
FIV, já foi demonstrado que animais soronegativos podem 
reagir positivamente para detecção do DNA provira! (Dandekar 
et ai. 1992). 

A importância do diagnóstico de FIV em gatos domésti­
cos também reside no aspecto zoonótico. Por exemplo, ani­
ma is que apresentem comprometimento do sistema 
imunológico, poderiam eliminar maior quantidade de 
patógenos do que animais imunocompetentes, conforme 
demonstrado por Witt et ai. (1997) em co-infecção com 
Toxoplasma gondii e por Malik et ai. (1992) com Cryptococcus 
neoformans. 

O presente trabalho teve por objetivo específico padroni­
zar a detecção de DNA provira! de FIV a partir de amostras de 
sangue e de tecidos, além de associar estes resultados à pre­
sença de sinais clínicos de imunodeficiência. O FIV tem sido 
descrito como modelo animal para o HIV, em diferentes abor­
dagens da patogenia (O'Neil et ai. 1996); no desenvolvimen­
to e avaliação de vacinas (Siebelink et ai. 1995, Richardson et 
ai. 1998) e de drogas antivirais (Smith et ai. 1998). A possibi­
lidade demonstrada pelos "primers" nas condições descritas, 
capazes de detectar o DNA provira! na primeira reação de 
PCR, indicaria que esta técnica seria válida para ser utilizada 
nas diferentes abordagens citadas acima, além de sua utiliza­
ção no diagnóstico. Cabe salientar que duas reações de PCR, 
com "primers" externos e internos (denominada "nested 
PCR"), foram capazes de detectar um maior número de ani­
mais portadores do FIV. Como descrito na literatura, a "nested 
PCR" é uma técnica qualitativamente e quantitativamente 
superior à PCR simples. Há ganhos quanto à especificidade e 
à quantidade do material amplificado. Esta mesma técnica 
vem sendo utilizada com sucesso por nosso grupo para 
detecção de lentivírus em felinos selvagens (Leal & Ravazzolo 
1998). 
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