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RESUMO

A peritoniteinfecciosadosfelinos (PIF) é umadoencageralmentefatal defelinos selvagens e domésticos. O agente
etiol6gico daPIF (Feline Infectious Peritonitis Virus, FIPV) é um coronavirus; um RNA virus envelopado defitasimplesda
familia Coronaviridae. O presente artigo rel ata a padroni zag&o e aaplicacéo de um método de diagndstico de PIF baseado
em PCR do gene codificador daproteinaSdo FIPV. Amostras de efusdo pleural ou peritonial de 11 gatose 1 1eocae amostras
de soro sangiineo de 10 gatos com efusfo cavitaria foram enviadas ao Laboratério de Virologiada FMVZ-USP. Das 22
amostras testadas, apenas uma, referente a uma efusdo pleural, mostrou-se positiva pela PCR. Hipo6teses ligadas ao
diagndstico clinico, a dindmica da infeccdo vira e a caracteristicas intrinsecas das amostras podem ser utilizadas para
explicar 0 nUmero de amostras negativas. A técnica de PCR aqui descrita apresenta-se como uma alternativa para o
diagndstico da peritonite infecciosa dos felinos. Aliada aos diagnésticos sorol égico e histopatol 6gico, € uma ferramenta
guevem ajudar aesclarecer aetiologia e aepidemiologiadadoencaem diversas espécies, permitindo um entendimento da
cadeia de transmissdo e da dindmica e patogenia virais e da necessidade de vacinas.
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SUIMMARY

Felineinfectious peritonitis (FIP) isusually afatal disease of wild and domestic felines. The etiologic agent of FIP
(FIPV, Feline Infectious Peritonitis Virus) is a coronavirus, an enveloped single-stranded RNA virus of the family
Coronaviridae. This paper reports the standardization and application of a diagnostic test to FIP based on PCR targeted
to FIPV S gene on either pleural or peritoneal effusion samples of 11 cats and one lioness, and serum samples of 10 cats
with cavitary effusion. Only acat’s pleural effusion out of the 22 samples tested was positive by PCR. Hypothesisrelated
to clinical diagnosis, viral infection dynamics and intrinsic feature of the samples may explain the number of negative
results. The PCR technique described hereis an alternative to direct diagnosis of infectious peritonitis. It can elucidate the
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etiology and epidemiology of this disease when used in conjunction with serological and histopathological diagnosis,
therefore allowing a better comprehension of transmission, viral dynamics and pathogeny, and the need for vaccines.

KEY-WORDS: Peritonitis. Feline. Diagnosis. PCR.
RESUMEN

La peritonitis infecciosa felina (PIF) es una enfermedad, generalmente fatal, de felinos salvajes y domésticos. El
agente etiol6gico de la PIF (Feline infectious Peritonitis Virus, FIPV) es un coronavirus; un RNA virus con envoltura de
cinta simple de la familia Coronaviridae. El presente articulo relata la estandarizacion y aplicacion de un método de
diagndstico de PIF basado en PCR del gen codificador de la proteina S del FIPV. Muestras de efusién pleural o peritoneal
de once gatos y unaleona, y muestras de suero sanguineo de diez gatos con efusion pleural cavitaria fueron enviadas al
Laboratorio de Virologia de la FMVZ-USP. De las 22 muestras testadas apenas una, referente a una efusion pleural, fue
positiva por PCR. Hipétesis relacionadas a diagndstico clinico, a la dindmica de la infeccidn vira y a caracteristicas
intrinsecas de las muestras pueden ser utilizadas para explicar €l nimero de muestras negativas. La técnica de PCR aqui
descrita, se presenta como una alternativa para €l diagnéstico de peritonitis infecciosa felina. Aliada a los diagndsticos
serol dgico e histopatol 6gico, es una herramienta que ayuda a aclarar la etiologia y |a epidemiologia de la enfermedad en
diversas especies, permitiendo el entendimiento de la cadena de transmision y de la dindmicay patogeniaviral y de la
necesidad de vacunas.

PALABRAS-CLAVE: Peritonitis. Felina. Diagnostico. PCR

A peritonite infecciosa de felinos (PIF) € uma
doenca de incidéncia mundial, geralmente fatal,
piogranulomatosa, imunomediada de felinos selvagens e
domésticos(EVERMAN et d., 1981, HERREWEGH et al
1995, FERH et al., 1997, GAMBLE et a., 1997, GUNN-
MOORE €t al., 19984). O agenteetiolégicodaPIF, o Virus
da Peritonite Infecciosa Felina (FIPV), € um coronavirus,
um virus envelopado com RNA fitasimples, do Grupo 1
do género Coronavirus, familia Coronaviridae
(HERREWEGH et a., 1995, GAMBLE et al., 1997,
KENNEDY etd., 2001).

Oscoronavirusfelinos (FCoV's) sdo bem diferentes
entre s e em seus potenciais patologicos. A PIF causa
infeccéio em mondcitos e macréfagos e dissemina-se para
os 6rgdos pelo sangue, enquanto que amostras
avirulentas de FCoV sficam restritas ao sistemadigestorio
e ndo conseguem penetrar através do epitélio intestinal e
linfonodos (HERREWEGH et d., 1995).

FCoV's sdo freqlientemente detectados em gatos.
Os anticorpos estdo presentes em 80 a 90% dos gatos de
gatis e em 10 a 50% dos gatos domésticos; porém, como
apenas cinco de cada 12% dos soropositivos morrem por
PIF, acredita-se que a maioria dos gatos esteja infectada
com cepasavirulentasde FCoVs(FERH et d., 1997). Certas
popul agdes de gatos parecem ser mais susceptiveisa PIF
efatores como aidade, estresse e cargaviral influenciam
o0 aparecimento dainfec¢do (HERREWEGH et al., 1995).
Sabe-se que 54% de todos os casos de PIF ocorrem em
gatos com menos de 12 meses e 70% em gatos com menos
de quatro anos (FERH et al., 1997). H4, porém, uma
evidéncia circunstancial da ocorréncia de casos
assintomaticos em que gatos soropositivos saudaveis

podem ter experimentado uma infecgdo subletal de PIF
(HERREWEGH et dl., 1995).

A patogénese da doenca é complexa, com
imunidade celular desempenhando um papel protetor,
enguanto que a resposta imune humoral é geralmente
prejudicial, colaborando com a disseminacdo vira por
opsonizacdo e por resultar na formacdo de
imunecompl exos. Osimunecomplexos sdo depositadosem
pequenos vasos sangliineos, onde se fixam e ativam o
complemento e sdo fagocitados por macrofagos.
Macroéfagos infectados, entdo, promovem reacdes
teciduais imunomediadas pela interacdo de suas
membranas celulares alteradas com anticorpos fixadores
de complemento ou células T citotéxicas. A degeneragéo
dos macréfagosinfectadoslevaaliberagdo denovosvirus
e componentes do complemento. Um ciclo vicioso de dano
vascular mediado por complemento acontece, gerando
componentes quimiotacticos e atraindo neutréfilos, os
quais, entdo, liberam enzimas proteoliticas, levandoamais
dano tecidual. Essas reacfes podem ser vistas como
ateracOes degenerativas e proliferativas em paredes de
vasos sangliineos, particularmente nas camadas
endoteliais e mediais de pequenas veias e artérias nas
serosas peritonial e pleural e no tecido conjuntivo
intersticial de 6rgaos parenquimatosos (GUNN-MOORE
etal., 1998a).

Como conseqiiéncia, a PIF apresenta-se com uma
serosite fibroginosa com grande acumulo de fluido
proteinaceo nas cavidades do corpo, formagoes
piogranol omatosas disseminadas, hipergamaglobulinemia
e formag&o de imunecomplexos (GUNN-MOORE et d,
19983).
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O diagndstico da PIF é dificultado em funcdo de
0s sintomas gerais serem inespecificos eincluirem febre,
perda de peso, anorexia e mal estar geral. As alteracdes
clinico-patol 6gicastambém ndo auxiliam para o diagnéstico
diferencial, podendo-se observar linfopenia, neutrofilia,
anemia, hipoproteinemia, hipergamaglobulinemia, e
hipoalbuminemia. Na forma cléssica, PIF efusiva, esses
sintomas sdo acompanhados de uma gradual distensdo
abdominal, com um fluido ascitico amarel o eviscoso. Existe
também a PIF “seca” ou ndo efusiva, em que ha poucaou
nenhuma presenca de exsudato. Os problemas
neurol 4gicos e oculares presentes numainfeccéo por PIF
“seca’ também so observados em infeccdes bacterianas
e por virus outros que ndo o FIPV (HERREWEGH et al.,
1995; ROTTIER, 1999).

Testes sorolégicos ndo diagnosticam,
necessariamente, uma infeccdo ativa e, ainda, podem
apresentar reagdes cruzadas com outros coronavirus
(GAMBLE et a., 1997). Um diagnéstico definitivo paraa
PIF pode ser feito por meio de exame histopatol égico de
bidpsia ou material post-mortem (HERREWEGH et al.,
1995). Outraalternativa é o emprego dareacdo em cadeia
pelapolimerase (PCR), que é capaz deidentificar osécidos
nucléicosdo FIPV (GUNN-MOORE et a., 1998b), aliando
vantagens de um baixo limiar de deteccdo, rapidez de
realizacdo (24 a48 horas), facilidade de colheitade material
biolégico e aplicabilidade a estudos epidemiol bgicos.

No presente artigo, relata-se apadronizacéo deum
método de diagnéstico baseado na PCR a partir de
modificacdes do método descrito por Gambleet al. (1997),
para a deteccdo do coronavirus causador da peritonite
infecciosafelinaem amostras de soro e efusdo de animais
com suspeitaclinicade PIF.

O segmento do genoma escolhido para a
amplificacdo foi o gene que codifica a proteina do
pepldmero S (“spike’), em funcdo da existéncia de um
polimorfismo entre o FIPV e 0 FCoVs nesta regido do
genoma, o queimpede reagdes cruzadas entre os* primers’
utilizados e amostras de coronavirus que ndo sggam o FIPV
(GAMBLEetd., 1997).

Para proceder-se o teste, amostras (uma amostra/
animal) de efusdo pleural ou peritonial de11 gatose 1 leoa
com suspeitaclinicade PIF e amostras de soro sangtiineo
de 10 gatoscom derrame cavitario, clinicamente evidente,
foram colhidas em seringas esterilizadas em um volume
minimo de5,0mL earmazenadasa-80°C até o momento de
seu processamento. Como amostra padrdo positiva, foi
utilizadaavacinaPrimucell FIP™ (Pfizer Animal Health™)
diluidaem meio 209 decultivo celular (Biovet®) conforme
asinstrucdes do fabricante e, como padréo negativo, agua
ultrapura.

O RNA total dasamostrasfoi extraido com Trizol
reagent™ segundo as especificacdes do fabricante
(Invitrogen™). O RNA extraidofoi ressuspendido em 15uL
de dguacom 0,01% dedietil-pirocarbonato (DEPC) e 7uL

deste foram denaturados a 95UC por 5 minutos. A seguir,
foram adicionados a cada amostra tampéo First Strand™
(Invitrogen™) em diluicdo 1:10, 1mM de cada dNTP
(deoxinucleosideo-trifosfato), 10mM dithiothreitol (DTT),
1pmol/uL decada“primer” (senso FIP15-CTA CAGAGC
TGT GGT ACA AC- 3" e anti-senso FIP25-TTC CAC
TCAAGA CCATAGAT- 3) 200U M-MLV Transcriptase
Reversa™ (Invitrogen™) emumvolumefina de20 L. A
transcricado reversa, ou sintese de DNA-complementar (c-
DNA) foi realizadaa42°C por 60 minutos.

Para a primeira amplificacdo (PCR), foram
adicionados 5L dec-DNA ao PCR mix contendo tamp&o
PCR Buffer™ (Invitrogen™) emdilui¢do 1:10, 0,2mM de
cada dNTP, 0,5pmol/uL de cada “primer” FIP1 e FIP2,
1,5mM de MgCl,, 25,25uL de &gua ultrapurae 1,25U de
Tag DNA polimerase parareacdo final de 50uL. A seguir,
foram realizados 35 ciclos de 94°C por 3 minutos, 94°C por
1 minuto, 53°C por 1,5 minuto, 72°C por 3 minutos seguidos
de 72°C por 10 minutos paraa extensdo final.

Na segunda amplificagcéo (“ nested”-PCR), foram
adicionados 5L da primeira amplificac8o ao “nested”-
PCR mix contendo tampé&o PCR Buffer™ (Invitrogen™)
em diluicdo 1:10, 0,2mM de cada dNTP, 0,5pmol/uL de
cada“primer” (sensointerno FIP35"- GGT AAT GCA CGT
GGTAAACC- 3 eanti- sensointerno FIP45-CACTGG
TTGGAGGTGAATTG-3), 1,5mM deMgCl2, 25.250L de
aguaultrapurae 1,25U de Tag DNA polimerase parareaco
final de50uL , seguindo-se osmesmo ciclosdescritos para
aprimeiraamplificacdo.Ainda, como controlede nested” -
PCR, foi inserido um tubo contendo &gua ultrapura entre
cada 3 amostrastestadas, sendo estes também submetidos
aos procedimentos descritos paraa “ nested”-PCR, com o
intuito de se monitorarem contaminac@es por DNA
amplificado.

Foram analisados 10uL do produto do “nested”-
PCR pela eletroforese em gel de agarose a 1,5% corado
com brometo de etideo. As amostras positivas foram
aquel as que apresentaram um fragmento de 170 pares de
bases.

Para se verificar o limiar de deteccéo do teste, a
amostrapadrdo foi diluidaem aguaultrapuraem basedois
até adiluicdo de 1:4096 e cada diluicdo foi submetida ao
protocol o descrito acima.

No teste de limiar de deteccdo, a amostra vacinal
mostrou-se positiva até a Ultima diluicdo (1:4096),
evidenciando a alta sensibilidade analitica do teste.

Das 22 amostras testadas, apenas uma, referente a
uma efusdo pleural, mostrou-se positiva pela PCR, bem
como a amostra padrao incluida como controle positivo.
Os controles negativos dareacéo e os controles inseridos
na fase de “nested” mostraram-se negativos,
demonstrando n&o ter havido contaminacdes.

Hipéteses ligadas ao diagnéstico clinico, a
dindmicadainfeccdo viral e as caracteristicasintrinsecas
dasamostras podem ser utilizadas paraseexplicar o grande
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nimero de amostras negativas. O diagnéstico clinico
inicial foi realizado pelasintomatol ogiaapresentada pelos
animais, podendo esta ter sido confundida com outras
doencas quelevem ao surgimento de derrames cavitarios,
tais como doencas hepaticas, hipoproteinemia e
neoplasias. Deve-se considerar, também, que a coletadas
amostras pode ter sido realizada em uma fase da doenca
em que haviabaixo titulo devirus e particulasvirais. Além
disso, sendo o coronavirus causador da PIF um virus
RNA, pode ter havido sua degradacéo por ribonucleases
encontradas nos exsudatos inflamatérios, os quais
poderiam, ainda, ter inibido as enzimas transcriptase
reversae DNA-polimerase.

A técnicade PCR aqui descrita apresenta-se como
uma alternativa para o diagndstico direto da peritonite
infecciosafelina, umavez que os“ primers’ utilizados sao
especificosparao FIPV eolimiar de deteccdo da provaé
extremamente baixo, tornando o diagnéstico altamente
sensivel. Aliada ao diagnéstico sorolégico e
histopatol6gico, é uma ferramenta que vem ajudar a
esclarecer, além daetiol ogia, aepidemiol ogiadaperitonite
infecciosa felina em diversas espécies, auxiliando no
entendimento da cadeia de transmissdo, dadindmicae da
patogenia virais e da aplicabilidade e necessidade de
vacinas.

O presente relato é baseado em um estudo
preliminar, sendo ainda necessarios estudos centrados
na repetibilidade do teste apresentado e na comparacdo
deste com outros testes disponiveis para a PIF para que
se possa conduzir um diagndstico seguro dessa
enfermidade.

Com o método de PCR utilizado, demonstrou-se a
existénciado virus causador da peritoniteinfecciosafelina
em amostra bioldgica de efusdo pleural, sendo este o
primeiro relato de evidenciacdo desse virus por
diagndstico direto realizado no Brasil.
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