
 

 

 

 

UNIVERSIDADE DE CAXIAS DO SUL 

ÁREA DE CONHECIMENTO DE CIÊNCIAS DA VIDA 

INSTITUTO DE BIOTECNOLOGIA 

PROGRAMA DE PÓS GRADUAÇÃO EM BIOTECNOLOGIA 

 

 

 

 

 

 

ANÁLISES DE DIVERSIDADE GENÉTICA E PADRONIZAÇÃO DE DIAGNÓSTICO 

MOLECULAR PARA DETECÇÃO E QUANTIFICAÇÃO DE RETROVÍRUS FELINOS 

 

 

 

 

 

 

Diezza Biondo 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAXIAS DO SUL 

2022 



 

 

 

Diezza Biondo 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

ANÁLISES DE DIVERSIDADE GENÉTICA E PADRONIZAÇÃO DE DIAGNÓSTICO 

MOLECULAR PARA DETECÇÃO E QUANTIFICAÇÃO DE RETROVÍRUS FELINOS 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAXIAS DO SUL 

2022 

Dissertação apresentada ao Programa de Pós-graduação 

em Biotecnologia da Universidade de Caxias do Sul, 

como parte dos requisitos para a obtenção de grau de 

Mestre em Biotecnologia. 

Orientador: Dr. Vagner Ricardo Lunge 

Co-orientador: Dr. André Felipe Streck 

 



Dados Internacionais de Catalogação na Publicação (CIP)
Universidade de Caxias do Sul

Sistema de Bibliotecas UCS - Processamento Técnico

CDU 2. ed.: 578.828:636.8

Biondo, Diezza
Análises de diversidade genética e padronização de diagnóstico

molecular para detecção e quantificação de retrovírus felinos [recurso
eletrônico] / Diezza Biondo. – 2022.

Dados eletrônicos.

Dissertação (Mestrado) - Universidade de Caxias do Sul, Programa de
Pós-Graduação em Biotecnologia, 2022.

Orientação: Vagner Ricardo Lunge.
      Modo de acesso: World Wide Web
      Disponível em: https://repositorio.ucs.br

1. Vírus da Imunodeficiência Felina. 2. Vírus da leucemia felina. 3.
Reação em cadeia de polimerase. 4. Filogenia. 5. Gatos - Infecções. I. Lunge,
Vagner Ricardo, orient. II. Título.

Catalogação na fonte elaborada pela(o) bibliotecária(o)
Márcia Servi Gonçalves - CRB 10/1500

B615a



 

 

Análises de diversidade genética e padronização de diagnóstico molecular para detecção e 

quantificação de retrovírus felinos 

 

 

Diezza Biondo 

 

 

 

 

 

 

 

Aprovada em 13 de dezembro de 2022 

 

Banca Examinadora 

 

_____________________________________________ 

Orientador: Prof. Dr. Vagner Ricardo Lunge 

Universidade de Caxias do Sul  

 

_____________________________________________ 

Co-orientador: Prof. Dr. André Felipe Streck 

Universidade de Caxias do Sul  

 

_____________________________________________ 

Profa. Dra. Suelen Osmarina Paesi 

Universidade de Caxias do Sul  

 

_____________________________________________ 

Profa. Dra. Antonella Souza Mattei 

Universidade de Caxias do Sul  

 

_____________________________________________ 

Profa. Dra. Lauren Santos Mello 

Simbios Biotecnologia  

Dissertação submetida a banca examinadora designada 

pela coordenação do Programa de Pós-graduação em 

Biotecnologia da Universidade de Caxias do Sul, como 

parte dos requisitos para a obtenção de grau de Mestre 

em Biotecnologia. 

 



 

 

AGRADECIMENTOS 

 

Gostaria de agradecer primeiramente à Deus, pela dádiva da vida e por me permitir realizar tantos 

sonhos nesta existência.  

Aos meus pais, pelo apoio, incentivo e por não medirem esforços para a concretização dos meus 

sonhos. 

Agradeço ao meu namorado, Guilherme, por sempre me apoiar incondicionalmente, me incentivar e 

acreditar no meu potencial, quando muitas vezes eu mesma duvidei.  

Agradeço aos meus colegas e amigos de jornada científica: Jéssica, Weslei, Diéssy, Muriel e Sabrina, 

que de forma direta ou indireta contribuíram e auxiliaram na elaboração deste estudo e cujo apoio e 

amizade estiveram presentes em todos os momentos. Em especial à Jéssica, Weslei e Diéssy, sem o 

suporte, incentivo e empenho de vocês, este trabalho jamais teria sido possível.  

Agradeço imensamente ao meu orientador, Vagner, pela oportunidade, suporte e dedicação para 

desenvolvimento deste estudo. Agradeço à CAPES, à Universidade de Caxias do Sul e ao Instituto 

de Biotecnologia pelo espaço e estrutura disponíveis para realização deste trabalho. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dedico este trabalho à todas as 

mulheres que batalham diariamente 

para conquistar seu espaço na ciência e 

serem adequadamente reconhecidas. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“O Homem é parte da natureza e a 

sua guerra contra a natureza é, 

inevitavelmente, uma guerra contra a 

si mesmo.” 

Rachel Carson 



 

 

 SUMÁRIO  

 

 

 

Resumo............................................................................................................................................... 12 

Abstract .............................................................................................................................................. 13 

1. Introdução ...................................................................................................................................... 14 

2. Revisão de literatura....................................................................................................................... 16 

2.1. Vírus da imunodeficiência felina (FIV) ...................................................................................... 16 

2.1.1. Transmissão e manifestações clínicas ...................................................................................... 18 

2.1.2. Epidemiologia .......................................................................................................................... 20 

2.1.3. Diagnóstico .............................................................................................................................. 21 

2.2. Vírus de leucemia felina (FeLV) ................................................................................................ 23 

2.2.1. Transmissão e manifestações clínicas ...................................................................................... 26 

2.2.2. Epidemiologia .......................................................................................................................... 28 

2.2.3. Diagnóstico .............................................................................................................................. 29 

3. Objetivos ........................................................................................................................................ 32 

3.1. Objetivo geral .............................................................................................................................. 32 

3.2. Objetivos específicos .................................................................................................................. 32 

4. Resultados ...................................................................................................................................... 33 

CAPÍTULO I: Manuscrito “Feline immunodeficiency virus phylogenetic classification”................ 33 

CAPÍTULO II:  Manuscrito “Quantitative polymerase chain reaction assays for detection and viral 

load determination of feline retroviruses in domestic cats from South Brazil” ................................. 51 

5. Discussão geral .............................................................................................................................. 67 

6. Conclusão e Perspectivas ............................................................................................................... 71 

7. Referências ..................................................................................................................................... 72 

ANEXOS ........................................................................................................................................... 90 

ANEXO I: Formulário e termo de autorização de coleta ................................................................... 90 

ANEXO II: Materiais Suplementares dos artigos. ............................................................................. 91 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS 

 

%  – Porcento 

< – Menor 

> – Maior 

°C – Graus Celsius 

CA – Capsídeo 

CEUA – Comissão de Ética no Uso de Animais 

DNA – Ácido desoxiribonucleico 

DU – dUTPase 

EDTA – Ácido etilenodiamino tetra-acético 

ELISA – Ensaio de Imunoabsorção Enzimática 

EnFeLV – Vírus da Leucemia Felina endógena 

env – Gene associado ao Envelope 

ExFeLV – Vírus da Leucemia Felina exógena  

FAIDS – Síndrome da Imunodeficiência Adquirida Felina 

Fca – FIV circulante em gatos domésticos (Felis catus) 

FeLV – Vírus da Leucemia Felina 

FIV – Vírus da Imunodeficiência Felina 

g – Grama 

gag – Gene associado ao Antígeno Específico de Grupo (Group AntiGen) 

h – Hora 

HIV – Vírus da Imunodeficiência Humana 

IC – Intervalo de confiança 

IFA – Imunofluorescência Direta 

IN – Integrase 

LTR – Regiões de Repetição Terminal Longa 

MA – Matriz 

Min – Minuto 

ml – Mililitro 

NC – Nucleocapsídeo 

NCBI – Centro Nacional de Informações sobre Biotecnologia 

nm – Nanômetro   

nPCR – Nested PCR - Reação em Cadeia da Polimerase Aninhada 



 

 

ORF-A – Quadro de Leitura Aberto A 

pb – Pares de base 

PCR – Reação em Cadeia pela Polimerase 

pol – Gene associado a Polimerase 

PR – Protease 

qPCR – Reação em Cadeia pela Polimerase Quantitativa em Tempo Real 

rev – Gene acessório que articula o início da transcrição do RNA viral 

RNA – Ácido ribonucleico 

RS – Rio Grande do Sul 

RT – Transcriptase Reversa 

RT-PCR – Reação em Cadeia pela Polimerase pela Transcriptase Reversa  

RT-qPCR – Reação em Cadeia pela Polimerase pela Transcriptase Reversa em Tempo Real 

ssRNA – Vírus de RNA de fita simples de sentido positivo 

SU – Superfície 

TM – Transmembrana 

u – Unidade 

UCS – Universidade de Caxias do Sul 

vif – Gene acessório responsável pela replicação viral  

μL – Microlitro 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

LISTA DE TABELAS  

 

Tabela do capítulo II: 

 

Table 1 – Comparative analysis of qPCR and IC rapid tests. ........................................................... 58 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

LISTA DE FIGURAS 

 

Figuras da dissertação: 

  

Figura 1 – Esquema do ciclo de replicação do vírus da imunodeficiência felina (FIV) .................... 16 

Figura 2 – Estrutura genômica do FIV............................................................................................... 17 

Figura 3 – Distribuição geográfica mundial dos subtipos A, B, C, D, E, F e U-Zenv de FIV .......... 21 

Figura 4 – Esquema do ciclo biológico do FeLV .............................................................................. 23 

Figura 5 – Estrutura genômica do FeLV ............................................................................................ 24 

Figura 6 – Estruturas genômicas dos subtipos de FeLV descritas até o momento ............................ 26 

  

 

Figuras do capítulo I:  

 

Figure 1 – Shows the main recombination site in wild-host sequences of the WGS dataset ............ 48 

Figure 2 – Shows the main recombinant sites between subtypes B, D and E of the env dataset ....... 48 

Figure 3 – Phylogenetic tree based on 41 WGS ................................................................................ 49 

Figure 4 – Phylogenetic tree based on 73 env gene sequences .......................................................... 50 

 

  

Figuras do capítulo II: 

 

Figure 1A - Viral load (log10) mean of the FIV positive samples RT-PCR ..................................... 59 
 

Figure 1B – Viral load (log10) mean of the FeLV positive samples RT-PCR .................................. 60 
 

 

  

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Resumo  

O vírus da imunodeficiência felina (FIV) e o vírus da leucemia felina (FeLV) pertencem à família 

Retroviridae e consistem dos agentes etiológicos de duas doenças infecciosas com elevada 

prevalência e que acometem os felinos domésticos e silvestres no mundo todo. A infecção pelo FIV 

resulta na síndrome da imunodeficiência adquirida dos felinos, o que leva a infecções oportunistas, 

doenças neurológicas e tumores. A infecção pelo FeLV também leva a uma supressão da atividade 

do sistema imune, e desenvolvimento de linfomas, infecções secundárias e redução drástica da 

expectativa de vida dos felinos. Ambos os vírus apresentam elevada diversidade genética devido a 

eventos de recombinação (entre diferentes vírus e com sequências felinas endógenas) e mutação. O 

diagnóstico das infecções na rotina clínica é realizado por meio de testes rápidos 

(imunocromatográficos) e moleculares (principalmente a PCR, polymerase chain reaction). A PCR 

é a principal técnica utilizada para detecção e quantificação desses vírus. O presente estudo teve como 

objetivos analisar a diversidade genética de FIV e FeLV com amostras provenientes do Genbank e 

padronizar métodos de PCR para a detecção e quantificação de FIV e FeLV de amostras provenientes 

de Caxias do Sul/RS. A análise da diversidade genética de FIV e FeLV foi realizada a partir de 

sequências depositadas em bancos de dados genéticos. A padronização de ensaios de PCR para 

detecção e quantificação de FIV e FeLV foi realizada com o estabelecimento dos métodos no 

laboratório e análise de amostras de sangue oriundo de punção da jugular de gatos domésticos, 

previamente avaliados com testes rápidos (imunocromatográficos). Os resultados obtidos 

demonstraram uma correlação positiva entre os testes. O ensaio de PCR para detecção de FIV 

apresentou sensibilidade de 83%, especificidade de 96% e valor Kappa de 0,7. No caso do FeLV, o 

ensaio de PCR apresentou sensibilidade de 69%, especificidade de 80% e valor Kappa de 0,4. Além 

disso, os ensaios possibilitaram a determinação de cargas virais baixas e altas, com Cts variando entre 

25,3-37,4 para FIV e entre 13,4-37,8 para FeLV. Os resultados foram consistentes para FIV, com a 

demonstração de eventos de recombinação na evolução desse vírus e a existência de seis linhagens 

diferentes, disseminadas mundialmente. Por outro lado, não foi possível analisar a diversidade de 

FeLV, devido à excessiva quantidade de eventos de recombinação nas sequências depositadas. Esses 

resultados reforçam a importância da realização de estudos filogenéticos para determinar a 

diversidade desses vírus e da necessidade da padronização e validação de métodos de Biologia 

Molecular para o diagnóstico de retrovírus felinos.  

 

Palavras-chave: FIV, FeLV, in silico, PCR, análises filogenéticas. 



 

 

Abstract 

 

Feline immunodeficiency virus (FIV) and Feline leukemia virus (FeLV) belong to the Retroviridae 

family and are the etiological agents of two highly prevalent infectious diseases that affect domestic 

and wild cats worldwide. FIV infection results in feline acquired immunodeficiency syndrome, which 

leads to opportunistic infections, neurological diseases and tumors. FeLV infection also leads to a 

suppression of the activity of the immune system, and the development of lymphomas, secondary 

infections and a drastic reduction in the life expectancy of cats. Both viruses show high genetic 

diversity due to recombination events (between different viruses and with endogenous feline 

sequences) and mutation. The diagnosis of infections in the clinical routine is performed using rapid 

(immunochromatographic) and molecular tests (mainly PCR, polymerase chain reaction). PCR is the 

main technique used to detect and quantify these viruses. The present study aimed to analyze the 

genetic diversity of FIV and FeLV with samples from Genbank and to standardize PCR methods for 

the detection and quantification of FIV and FeLV in samples from Caxias do Sul/RS. The analysis of 

the genetic diversity of FIV and FeLV was carried out from sequences deposited in genetic databases. 

The standardization of PCR assays for the detection and quantification of FIV and FeLV was carried 

out with the establishment of methods in the laboratory and analysis of blood samples from jugular 

puncture of domestic cats, previously evaluated with rapid tests (immunochromatographic). The 

results obtained showed a positive correlation between the tests. The PCR assay for FIV detection 

showed a sensitivity of 83%, specificity of 96% and a Kappa value of 0.7. In the case of FeLV, the 

PCR test showed a sensitivity of 69%, a specificity of 80% and a Kappa value of 0.4. In addition, the 

assays enabled the determination of low and high viral loads, with Cts ranging from 25.3-37.4 for 

IVF and between 13.4-37.8 for FeLV. The results were consistent for FIV, with the demonstration of 

recombination events in the evolution of this virus and the existence of six different lineages, 

disseminated worldwide. On the other hand, it was not possible to analyze FeLV diversity, due to the 

excessive amount of recombination events in the deposited sequences. These results reinforce the 

importance of carrying out phylogenetic studies to determine the diversity of these viruses and the 

need for standardization and validation of Molecular Biology methods for the diagnosis of feline 

retroviruses. 

 

Keywords: FIV, FeLV, in silico, PCR, phylogenetic analysis
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1. Introdução 

 

Os gatos domésticos (Felis catus) são originados evolutivamente do gato selvagem norte-

africano (Felis silvestris lybica). A domesticação ocorreu há mais de 9.000 anos (SERPELL, 2000; 

BELLWOOD, 2005; BRADSHAW, 2006; NGO et al., 2019). Conforme os seres humanos mudaram 

para um estilo de vida mais sedentário, os depósitos de alimento começaram a atrair camundongos e 

ratos (BONHOMME, 1978). A partir disso, os gatos selvagens começaram a conviver com humanos 

para obtenção de alimento fácil, e os homens passaram a aceitar esses animais devido a serventia no 

controle de pragas (LITTLE, 2016).  

Os gatos são muito ágeis, independentes e solitários. E estão ganhando cada vez mais espaço 

e popularidade como animais de companhia devido à fácil adaptação ao estilo de vida moderno 

(SERPELL, 2000; BROOM, FRASER, 2010; LITTLE, 2016). No Brasil, a população de felinos é 

constituída em torno de 27,1 milhões de animais, com um crescimento acumulado de 5,9% entre 

2020/2021, conforme a Associação Nacional dos Fabricantes de Alimentos para PETs (ANFAL PET, 

2021).  

O gato doméstico é acometido por várias doenças infecciosas, o que pode representar uma 

preocupação para a saúde dos próprios animais e do homem. As doenças infecciosas virais têm 

características bastante próprias, incluindo padrões de evolução, virulência e patogenicidade que 

afetam diretamente na transmissão, disseminação e patogênese (O’BRIEN et al., 2012). As doenças 

causadas por retrovírus são conhecidas há muitos anos, ocorrendo com elevada frequência, alta 

letalidade e disseminadas mundialmente (SOUZA, TEIXEIRA, 2003). 

A família Retroviridae pertence à ordem Ortervirales e apresenta dois agentes infecciosos 

principais: vírus da imunodeficiência felina (FIV, feline immunodeficiency virus) e vírus da leucemia 

felina (FeLV, feline leukemia virus) (KRUPOVIC et al., 2018; COFFIN et al., 2021). Esses retrovírus 

apresentam diversos tipos, com características genéticas próprias e diferentes capacidades de causar 

doenças (LEVY et al., 2008; HARTMANN, 2011).  A diversidade genética do FIV ocorre devido a 

eventos de recombinação e mutação, principalmente no gene env (HAYWARD, RODRIGO, 2008). 

A recombinação ocorre com a infecção celular simultânea por mais de um subtipo (GOFF, 2001; 

REGGETI, BIENZLE, 2004). Já a variação genética no FeLV é estabelecida durante a sua replicação 

por recombinação com sequências endógenas e mutações devido a erros da transcriptase reversa 

(OVERBAUGH, BANGHAM, 2001). Essa recombinação constante de vírus endógenos e exógenos 

possibilitou o surgimento de ampla diversidade de variantes (ERBECK et al., 2021; CANO-ORTIZ 

et al., 2022). 
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O diagnóstico das infecções pelo FIV e FeLV é usualmente realizado pelo exame clínico e 

observação de sinais bastante variados e inespecíficos nos animais infectados. A confirmação 

diagnóstica com o uso de testes imunológicos e/ou moleculares para a detecção específica de FIV e 

FeLV tem sido cada vez mais recomendada nas rotinas de medicina felina. Os métodos de diagnóstico 

incluem os imunocromatográficos (conhecidos como testes rápidos) e que podem ser realizados nas 

próprias clínicas e hospitais, e a técnica da reação em cadeia da polimerase (PCR, polymerase chain 

reaction) que é realizada em laboratórios especializados (LUTZ et al., 2009; HOSIE et al., 2009; 

HARTMANN, HOFMANN-LEHMANN, 2020; LITTLE et al., 2020).  

As infecções retrovirais felinas também apresentam grande complexidade nas manifestações 

clínicas e na evolução das doenças. As características próprias de cada infecção retroviral (FIV e 

FeLV) resultam na necessidade de uso de diferentes testes (imnunológicos e moleculares) para 

determinação do estágio da doença. Estudos demonstram o uso conjunto dos diferentes métodos 

laboratoriais permitindo um melhor acompanhamento clínico dos animais infectados (HARTMANN, 

HOFMANN-LEHMANN, 2020). Especificamente a PCR é a técnica com maior acurácia, pois 

apresenta maior especificidade e sensibilidade na detecção e a possibilidade de quantificação da carga 

viral. Portanto tem sido utilizada como confirmação dos outros testes realizados. A detecção por meio 

de PCR também viabiliza os estudos para maior eficácia de vacinação, a análise de casos complexos 

e dessa forma melhor prognóstico e tratamento da infecção (TANDON et al., 2008; HARTMANN, 

HOFMANN-LEHMANN, 2020).  

Em virtude disso, o presente estudo visou inicialmente analisar a diversidade genética de FIV 

e FeLV através de um estudo in silico. Essa avaliação permitiu determinar as linhagens de FIV e 

FeLV atualmente disseminadas em gatos domésticos. O estudo das linhagens possibilitou também 

desenvolver e padronizar métodos de PCR precisos e eficientes para a detecção e quantificação das 

retroviroses estudadas. A determinação da performance analítica e diagnóstica dos métodos de PCR 

é fundamental para que os clínicos veterinários saibam como utilizar essa metodologia diagnóstica. 

Adicionalmente, também foi possível obter dados preliminares de prevalência desses retrovírus na 

cidade de Caxias do Sul, possibilitando a definição de ações para o controle dessas infecções na 

região.   
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2. Revisão de literatura 

 

2.1. Vírus da imunodeficiência felina (FIV) 

O FIV (Feline immunodeficiency virus) apresenta uma partícula cuneiforme e envelopada, 

com duas moléculas lineares de RNA de fita simples de polaridade positiva, não complementares, 

que unidas formam um dímero por pontes de hidrogênio (PEDERSEN et al., 1987; KENYON, 

LEVER, 2011; SYKES, HARTMANN, 2014). O ciclo biológico se inicia com a entrada do vírus na 

célula hospedeira. Ocorre em seguida, a transcrição do RNA viral em DNA viral, que se integra ao 

genoma da célula infectada, devido à ação da enzima integrase dando origem ao provírus, que é o 

genoma viral integrado no genoma das células infectadas. Posteriormente, a informação é traduzida 

e transcrita, resultando em mRNAs que farão a síntese de proteínas estruturais e das enzimas virais, 

e em cópias do RNA genômico necessárias nas novas partículas virais (DUNHAM, GRAHAM, 2008; 

KENYON, LEVER, 2011; O’KEEFE, 2013; SYKES, HARTMANN, 2014). A Figura 1 apresenta 

um esquema do ciclo biológico do FIV. 

 

Figura  1 – Esquema do ciclo de replicação do vírus da imunodeficiência felina (FIV). Fonte: Adaptado de KENYON, 

LEVER, (2011). 

 

O genoma do FIV consiste em três grandes regiões, como em todos os retrovírus, 

denominadas de gag, pol e env. O gene gag codifica as proteínas estruturais internas (p15, p24, p10). 

O gene pol, gene associado a polimerase, é responsável pela síntese das enzimas transcriptase reversa, 

integrase e protease e a dUTPase. E o gene env, associado ao envelope, codifica as proteínas do 

envelope viral, sendo elas as glicoproteínas de superfície (gp95) e (gp120), a glicoproteína de 
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transmembrana (gp41). O FIV apresenta ainda, além das três regiões genômicas principais, os genes 

acessórios vif, ORF-A e rev, responsáveis pela neutralização de citocinas da célula hospedeira, 

ativação da transcrição e exportação do núcleo viral durante a replicação (RAVAZZOLO, COSTA, 

2007; KENYON, LEVER, 2011). 

Os genes acessórios possibilitam a regulação temporal do padrão transcricional do vírus. O 

gene vif é essencial para a replicação viral nas fases iniciais após infecção. O gene ORF-A auxilia 

tanto na geração de novos vírus como no seu processo infeccioso. O gene rev articula o início da 

transcrição do RNA viral que codifica as proteínas estruturais do vírus, bem como do RNA viral 

genômico. A concentração citoplasmática de RNA mensageiro (mRNA) do gene rev estimula a 

passagem para a fase produtiva do ciclo replicativo (DUARTE et al., 2012). A Figura 2 exibe a 

estrutura genômica do FIV. 

 

Figura  2 – Estrutura genômica do FIV. Os principais genes são gag (antígeno específico de grupo), pol (polimerase) e 

env (envelope). As principais proteínas virais apresentadas são: MA, matriz; CA, capsídeo; NC, nucleocapsídeo; RT, 

transcriptase reversa; PR, protease; IN, integrase; SU, proteína de superfície; e TM, proteína transmembranar. Possui 

ainda vários genes acessórios, incluindo rev, vif, DU (dUTPase) e ORF-A (quadro de leitura aberto A). LTR, regiões de 

repetição terminal longa que flanqueiam o provírus integrado e regulam a expressão do gene. Fonte: Adaptado de 

DURHAM, GRAHAM, (2008). 

 

Os genes gag e pol, são relativamente conservados. O gene env, codificante das glicoproteínas 

do envelope, são mais variáveis e constituem os principais determinantes da diversidade de FIV 

(OLMSTED et al., 1989; HOSIE et al., 2009). As diferentes espécies de felinos parecem ser 

infectadas por subtipos específicos de FIV (BROWN et al., 1994; CARPENTER et al., 1996; 

CARPENTER et al., 1998; TROYER et al., 2005; FRANKLIN et al., 2007; PECON-SLATTERY et 

al., 2008; HAYWARD, RODRIGO, 2010). Os principais FIVs circulantes nos gatos domésticos 

(Felis catus) têm sido denominados Fca e sete subtipos ou clados geneticamente distintos (A, B, C, 

D, E, F e U-Zen) foram relatados na literatura até o momento, com vários graus de virulência e 

distribuição geográfica variável.  Originalmente, a classificação foi baseada na variabilidade do gene 



18 

 

env (região V3-V5) que engloba grande variabilidade genética da gpSU (HAYWARD, RODRIGO, 

2010; GRACE, 2011; SELLON, HARTMANN, 2012), com diversidade podendo atingir até 26% 

(SODORA et al., 1994; KANN et al., 2006). Estudos posteriores apontaram que o gene gag também 

pode ser usado para esta classificação (HOHDATSU et al., 1998; STEINRIGL, KLEIN, 2003). 

Ademais, Hayward e Rodrigo (2010), denotam que sequências de subtipo desconhecido foram 

relatadas. As sequências descritas em Portugal foram designadas subtipo F (DUARTE, TAVARES, 

2006). E ainda, sequências env de felinos relatadas na Nova Zelândia foram apontadas como 

dissemelhantes de qualquer subtipo caracterizado antes, e foram denominados U-NZenv 

(HAYWARD et al., 2007; HAYWARD, RODRIGO, 2008; HAYWARD, RODRIGO, 2010). 

 

2.1.1. Transmissão e manifestações clínicas  

Após a infecção inicial, o FIV está presente no sangue, soro, plasma, líquido cefalorraquidiano 

(NORRIS et al., 2007). Os animais infectados apresentam altas concentrações de carga viral na saliva, 

que também contém leucócitos infectados, sendo dessa forma, o modo mais eficiente de transmissão é 

horizontal, por mordeduras (ARJONA et al., 2000; ALLISON, HOOVER, 2003). Felinos machos em 

idade adulta com acesso à rua possuem maior risco de infecção (LEVY et al., 2006), justamente pelo 

típico comportamento de brigas por demarcação de território, disputa de alimentos e reprodução 

(SOBRINHO et al., 2011; CHANG FUNG MARTEL et al., 2013). Além disso, a transmissão pode 

ocorrer por via iatrogênica por transfusão de sangue (LEITE et al., 2013; ALVES et al., 2015) ou uso 

de agulhas e outros instrumentos contaminados (HARTMANN, 2004). A transmissão por via sexual 

aparenta ser incomum no FIV, apesar do sêmen de gatos infectados apresentar o vírus infeccioso 

(JORDAN et al., 1998; LEVY et al., 2008). 

 A transmissão pode ocorrer também verticalmente, por via transplacentária (infecção 

intrauterina), e colostro ou leite quando as fêmeas gestantes forem portadoras do vírus (ARJONA et 

al., 2000; GRACE, 2004). A transmissão transplacentária já foi demonstrada em indivíduos gestantes 

na fase aguda da infecção (NORSWORTHY et al., 2004). Pode ocorrer ainda, o nascimento de 

animais infectados e sadios na mesma ninhada (GREENE, 2005), e mesmo indivíduos sadios podem 

se infectar pela saliva nos cuidados maternos (NORSWORTHY et al., 2004).  

 A maior parte das manifestações clínicas apresentadas pelos felinos não é causada diretamente 

pelo vírus, e sim devido à imunossupressão que ocorre na infecção pelo FIV (BANDECCHI et al., 

1992; HOSIE et al., 2009; SCHERK et al., 2013). O FIV leva a uma infecção semelhante ao do vírus 

da imunodeficiência humana (HIV), com sinais clínicos em decorrência de uma infecção secundária 

(HOSIE et al., 2009; HARTMANN, 2011; HARTMANN, 2012; GIL, LEAL, 2012; SCHERK et al., 

2013). Desse modo, a infecção pelo FIV aumenta o risco de doenças oportunistas gerais por diferentes 

microrganismos (Cryptococcus, micobactérias, Demodex, etc.) em diferentes tecidos animais, como 
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o trato respiratório superior, as cavidades oral e conjuntival, o intestino, a pele, o sistema nervoso 

central, entre outros (YAMAMOTO et al., 1989; DUNHAM, GRAHAM, 2008; HARTMANN, 2011; 

LITTLE et al., 2011; DUARTE et al., 2012; SELLON, HARTMANN, 2012).   

O subtipo de FIV parece estar associado com a gravidade das doenças, uma vez que infecções 

por diferentes vírus parecem ter desfechos clínicos diferentes. A infecção pelo FIV A está relacionada 

com a evolução de doença neurológica, enquanto FIV B está associado a ocorrência de quadro de 

baixa morbidade e FIV C pode causar enfermidade aguda, promovendo severa imunodeficiência com 

60% de mortalidade 18 semanas pós infecção (ROZÌERES et al., 2008; HAYWARD, RODRIGO, 

2010). 

A infecção pelo FIV ocorre em três estágios / fases: aguda, clinicamente assintomática e 

terminal, por vezes denominada de "síndrome da imunodeficiência adquirida felina" ("FAIDS") 

(ENGLISH, 1995; GOTO et al., 2000; WESTMAN, MALIK, NORRIS, 2019). Na fase aguda da 

infecção, que pode durar dias a semanas, o animal fica virêmico e normalmente acontece a progressão 

de sinal clínico fugaz e transitório, associado à replicação viral, em que o animal pode manifestar 

anorexia, febre, letargia, sinais de enterite e/ou aumento generalizado dos linfonodos (DUNHAM, 

GRAHAM, 2008; GRACE, 2011; HARTMANN, 2011; DUARTE et al., 2012; SELLON, 

HARTMANN, 2012; SYKES, HARTMANN, 2014; WESTMAN, MALIK, NORRIS, 2019). A 

maioria dos sinais normalmente desaparece rapidamente, mas o aumento dos linfonodos pode 

perdurar durante semanas ou meses (DUNHAM, GRAHAM, 2008; HOSIE et al., 2009; DUARTE et 

al., 2012; SYKES, HARTMANN, 2014). Na maioria dos gatos a fase aguda pode passar sem que seja 

notada (GRACE, 2011). Ao longo da fase assintomática, a replicação viral é limitada e o indivíduo 

não exibe sinais clinicamente detectáveis, podendo ser sadio (DUNHAM, GRAHAM, 2008; 

GRACE, 2011; DUARTE et al., 2012; GIL, LEAL, 2012; WESTMAN et al., 2019). A durabilidade 

desse período é variável, pode durar meses a anos e os gatos não manifestam sinais clínicos evidentes 

(HOSIE et al., 2009; GRACE, 2011; HARTMANN, 2011; GIL, LEAL, 2012). A duração desse 

estágio é diferente para cada indivíduo e depende de fatores como idade, estado de saúde do animal 

no período da infecção, dose e via de inoculação do vírus, competência imunológica, patogenicidade 

do subtipo viral, e exposição a agentes patógenos secundários (PEDERSEN et al., 2001; GLEICH, 

KRIEGER, HARTMANN, 2009; HARTMANN, 2011; SELLON, HARTMANN, 2012). A fase 

terminal da infecção é caracterizada pelo aumento da replicação viral e ocorrência de doença clínica, 

principalmente devido a uma linfocitopenia das células T CD4+ (WESTMAN, MALIK, NORRIS, 

2019). Geralmente, se expressa dos 4 aos 6 anos de vida (HOSIE et al., 2009). Na fase terminal 

(FAIDS), a maioria das manifestações clínicas são devido a infecções concomitantes e oportunistas, 

além de neoplasia, mielossupressão e alterações neurológicas (GRACE, 2011; HARTMANN, 2011; 

DUARTE et al., 2012; SELLON, HARTMANN, 2012; SYKES, HARTMANN, 2014). Podem 
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ocorrer perda de peso, diarreia persistente, gengivoestomatite, infecção do trato respiratório superior 

crônico/persistente, linfadenopatia (HOSIE et al., 2009; GRACE, 2011) e doença dermatológica 

crônica (GRACE, 2011). 

 

2.1.2. Epidemiologia 

Esse retrovírus é distribuído mundialmente, principalmente em gatos domésticos (HOSIE et 

al., 2009). A ocorrência nos felinos silvestres também tem sido relatada em diversos locais do mundo. 

O FIV já foi detectado em leões (Panthera leo), leopardos (Panthera pardus), tigres (Panthera tigris), 

pumas (Puma concolor), leopardos da neve (Panthera uncia), onças (Panthera onca), guepardos 

(Acinonyx jubatus) e linces (Lynx rufus). Apesar de estudos demonstrarem menor patogenicidade com 

poucas alterações imunológicas ou sinais clínicos serem observados, disfunção imunológica (com 

depleção de células T CD4+ e redução na proporção CD4/CD8) já foi relatada em felinos não 

domésticos (BARR et al., 1989; COURCHAMP, PONTIER, 1994; HARTMANN, 2004; FILONI et 

al., 2008; HAYWARD, RODRIGO, 2010).  

A maioria dos FIVs identificados pertence aos subtipos A e B, com uma frequência menor 

dos demais (C, D, E, F e U). Também tem sido observada uma predominância de subtipos específicos 

em determinadas regiões geográficas. No Reino Unido, apenas os vírus do subtipo A são encontrados 

(HOSIE et al., 2009). Os FIVs do subtipo B também são distribuídos em todo o mundo, sendo 

detectados principalmente no leste do Japão, Itália e leste dos Estados Unidos. O subtipo C já foi 

descrito no Canadá, Estados Unidos, Europa, Taiwan e Vietnã (SODORA et al., 1994; BACHMANN 

et al., 1997; ELDER et al., 2010; TEIXEIRA et al., 2011; HARTMANN, 2012). O subtipo D foi 

descrito no Japão e Vietnã (KAKINUMA et al., 1995; DUARTE, TAVARES, 2006). Na Argentina 

o subtipo E foi identificado (HOSIE et al., 2009). Em Portugal isolou-se os subtipos A, B e F 

(DUARTE et al., 2002; DUARTE, TAVARES, 2006; WEAVER, 2010). Os subtipos F e U, foram 

encontrados nos Estados Unidos e na Nova Zelândia, respectivamente, sendo, entretanto, raramente 

detectados (SODORA et al., 1994; HOSIE et al., 2009; WEAVER, 2010; GRACE, 2011). A Figura 

3 apresenta a distribuição dos subtipos nos diferentes continentes. 
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Figura  3 – Distribuição geográfica mundial dos subtipos A, B, C, D, E, F e U-Zenv de FIV. Fonte: Adaptado de HOSIE 

et al. (2009). 

No Brasil, parece ocorrer a predominância é de subtipo B, tendo sido identificado em estudos 

realizados nos estados de Minas Gerais, São Paulo, Rio Grande do Sul, Rio de Janeiro e Distrito 

Federal (CAXITO et al., 2006; LARA et al., 2007; MARTINS et al., 2008; TEIXEIRA et al., 2012; 

MARÇOLA et al., 2013; CANO-ORTIZ et al., 2017). Também existe um relato recente de circulação 

do subtipo A em felinos no Maranhão (MARTINS et al., 2018; TEIXEIRA et al., 2019). 

 

2.1.3. Diagnóstico 

 A infecção pode ser identificada pela detecção do FIV no sangue total, plasma e soro dos 

animais infectados. Os gatos com FIV têm infecção persistente e possuem cargas virais não muito 

elevadas e intermitentes durante a maior parte das suas vidas, sendo assim, métodos que detectam 

anticorpos no sangue periférico dos animais são os mais apropriados para triagem de rotina caso o 

indivíduo não tenha sido previamente vacinado para o vírus (KOLENDA-ROBERTS et al., 2007; 

LEVY et al., 2008; SAND et al., 2009).  

Os testes de triagem existentes possibilitam a identificação de anticorpos contra antígenos 

retrovirais, especialmente para o p24 (LEVY et al., 2008; HOSIE et al., 2009). Esses testes são 

baseados nas técnicas de imunocromatografia e ensaio imunoenzimático indireto (ELISA - Enzyme-

linked immunosorbent assay) (CRAWFORD, LEVY, 2007; HOSIE et al., 2009; SELLON, 

HARTMANN, 2012; SYKES , HARTMANN, 2014; LITTLE et al., 2020). O ELISA é um método 

sorológico indireto que se fundamenta na detecção de anticorpos para as proteínas p15 (da matriz) e 

glicoproteína transmembranar gp41 em uma placa de micropoços (LITTLE et al., 2020). Embora 



22 

 

exista a eventualidade de falsos-positivos e falsos-negativos, essa técnica é bastante utilizada pois 

expressa uma sensibilidade de 98,3% e uma especificidade de 100% (COURCHAMP et al., 1998; 

LEVY et al., 2006; SELLON, HARTMANN, 2012; SYKES , HARTMANN, 2014). A 

imunocromatografia é o método de imunomigração rápida, também conhecido como teste rápido, que 

identifica anticorpos para a proteína p15 e/ou glicoproteína gp41 para FIV e o antígeno p27 para 

FeLV (REID et al., 1992; CRAWFORD, LEVY, 2007; HOSIE et al., 2009; AMMERSBACH, 

BIENZLE, 2013; WESTMAN et al., 2015; LITTLE et al., 2020). Geralmente, quando os testes para 

FIV positivam é indicado que se realize a confirmação desse diagnóstico por meio de outras técnicas. 

Isso ocorre dado que esses resultados possam ser menos exatos uma vez confrontados com os 

negativos e, principalmente, referindo-se a gatos com risco reduzido e clinicamente assintomáticos 

(HARTMANN et al., 2007; LEVY et al., 2008; HOSIE et al., 2009; LITTLE et al., 2020). Para 

realizar essa confirmação dos resultados, estão disponíveis testes de isolamento retroviral, ensaios de 

imunofluorescência por anticorpo indireta (IFA - Immunofluorescent Antibody), o Western Blot e a 

PCR (LEVY et al., 2017).  

A IFA indireta identifica anticorpos contra uma diversidade de antígenos virais, apesar disso, 

possui sensibilidade e especificidade reduzida, comparada aos testes de triagem realizados na rotina 

clínica (ANDERSEN, TYRRELL, 2004; HARTMANN et al., 2007; LEVY et al., 2008).  

A análise de Western blot detecta anticorpos específicos que reconhecem proteínas estruturais 

virais e é vista como o “padrão ouro” para o diagnóstico de FIV. É um teste muito utilizado na 

confirmação de resultados inconclusivos (JORDAN et al., 1996; HARTMANN et al., 2007; LEVY 

et al., 2008; HOSIE et al., 2009).  

O isolamento do vírus do sangue periférico em cultura é um método considerado padrão no 

diagnóstico por ser confiável e conclusivo, porém é muito caro e impraticável para uso rotineiro 

(JORDAN et al., 1996; LEVY et al., 2008; HOSIE et al., 2009).  

A PCR tem se tornado uma técnica fundamental na detecção direta do FIV. É uma técnica 

abrangente que possui diversas variações (WILLET, HOSIE, 2013). A PCR convencional identifica 

o DNA proviral duas semanas após o contato inicial com o vírus e tem sido proposto como método 

diagnóstico capaz de definir o real status da infecção no indivíduo (BIENZLE et al., 2004; 

CRAWFORD et al., 2005; LEVY et al., 2008). Deste modo, a PCR em tempo real pode ser aplicada 

para diferenciar de forma definitiva a infecção real pelo vírus ou um caso de presença de anticorpos 

vacinais (CRAWFORD et al., 2005; LEVY et al., 2008; WANG et al., 2010; AMMERSBACH, 

BIENZLE, 2013). Além disso, esses critérios podem ser meios pertinentes para que se conheça os 

mecanismos que levam à proteção após a vacinação (HOFMANN-LEHMANN et al., 2001; LITTLE 

et al., 2020). É de suma importância ressaltar ainda que isso não se aplica no nosso país, pois ainda 

não existem vacinas comerciais para FIV. 
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Métodos de PCR em tempo real também possibilitam a determinação da carga viral, (KLEIN, 

2002). A possibilidade de detecção e quantificação molecular pode viabilizar critérios adicionais 

(marcadores) para caracterização mais precisa da patogênese de infecção dos retrovírus 

(HOFMANN-LEHMANN et al., 2001). Outra aplicação possível é determinar a carga viral nos 

tumores (STAEHELIN et al., 1976; NEEL et al., 1981; HAYWARD, NEEL, ASTRIN, 1981; 

VARMUS, 1984; KLEIN et al., 1999).  

 

2.2. Vírus de leucemia felina (FeLV) 

O FeLV (Feline leukemia virus) apresenta uma partícula envelopada com RNA fita simples 

como material genético (HARTMANN, 2006). O ciclo biológico inicia com a ligação à célula 

hospedeira. Ocorre em seguida a introdução do genoma viral na célula. O RNA é transcrito 

reversamente para DNA (provírus) pela RNA polimerase viral que tem atividade de transcrição 

reversa (RT, transcriptase reversa). O DNA proviral desloca-se para o núcleo durante a divisão 

celular onde se incorpora ao DNA cromossômico do hospedeiro com o auxílio da integrase viral, 

sendo transmitido às células-filhas junto ao genoma do animal. O provírus sintetiza o RNA - 

mensageiro, estabelecendo a produção de novo RNA viral no citoplasma da célula infectada. Sucede-

se então a síntese ativa de proteínas virais que são encontradas no interior das células infectadas ou 

no plasma sanguíneo (SOUZA, TEIXEIRA, 2003; HARTMANN, HOFMANN-LEHMANN, 2020).  

A Figura 4 apresenta um esquema do ciclo de replicação de FeLV. 

 

Figura 4 – Esquema do ciclo biológico do FeLV. Fonte: Adaptado de ORNELAS, (2012). 

O provírus contém sequências repetidas (Long Terminal Repeat - LTR) nas suas 

extremidades, que possuem função de regular e controlar a expressão dos genes virais. Entre essas 

regiões, encontram-se os genes gag que codifica as proteínas estruturais internas (p15c, p12, p27 e 
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p10), pol que codifica as proteínas envolvidas na replicação viral (Integrase, RT) e env que codifica 

as proteínas do envelope viral gp70 e p15e (HARTMANN, 2006). Uma outra proteína (p12) pode ser 

também produzida (FREED, 2002; WANAGURU et al., 2018). A Figura 5 apresenta o esquema do 

genoma do FeLV.  

 

Figura 5 – Estrutura genômica do FeLV. Os genes principais são gag (grupo antígeno específico), pol (polimerase) e env 

(envelope). As principais proteínas/enzimas apresentadas são: MA: matriz; CA: capsídeo; NC: nucleocapsídeo; RT: 

transcriptase reversa; PR: protease; IN: integrase; SU: proteína de superfície; e TM: proteína transmembranar. As regiões 

não codificantes LTRs (regiões de repetição terminais longas) flanqueiam o provírus integrado. Fonte: Adaptado de 

DURHAM, GRAHAM, (2008). 

 

Em felinos, constata-se a ocorrência de retrovírus exógenos (“patogênicos”) e endógenos 

(“não patogênicos”). Os retrovírus endógenos (ERVs) são elementos genômicos que estão presentes 

em diversos animais (GARCIA-ETXEBARRIA, SISTIAGA-POVEDA, JUGO, 2014). No caso de 

FeLV esses elementos são denominados enFeLVs e estão integrados ao genoma de indivíduos do 

gênero Felis. Estudo no genoma de Felis catus identificou 219 elementos endógenos (SONG et al., 

2013). Eles podem elevar a patogenicidade do FeLV exógeno (exFeLV), recombinando-o com o 

FeLV exógeno (FeLV A) e resultando no desenvolvimento de outros subtipos de FeLV mais 

patogênicos (POLANI et al., 2010; HARTMANN, HOFMANN-LEHMANN, 2020). Assim, o FeLV 

endógeno é um precursor de subtipos recombinantes, como por exemplo FeLV-B (PANDEY et al., 

1991; ARJONA et al., 2007; POWERS et al., 2018). Eventos de recombinação entre FeLV exógeno 

e endógeno são agentes na formação de diversos novos subtipos de FeLV (ELDER, MULLINS, 1983; 

MIYAZAWA, 2002; LEVY, 2008; ANAI et al., 2012; KAWASAKI, NISHIGAKI, 2018; ERBECK 

et al., 2021).   

O FeLV apresenta uma população de tipos virais geneticamente ampla, sendo continuamente 

adaptada por pressões seletivas in vivo e da qual surgem variantes como espécies predominantes 

(HOOVER, MULLINS, 1991; OVERBAUGH, BANGHAM, 2001). A essência dessas variantes, sua 
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relação com as doenças, em especial as malignas, e os mecanismos seletivos que levam à sua 

predominância têm sido foco de pesquisa por muitos anos (BOLIN, LEVY, 2011). 

Os FeLVs exógenos, que são os principais tipos virais com via horizontal de infecção, foram 

caracterizados em quatro subtipos geneticamente e funcionalmente distintos: A, B, C e T (ORTEGA 

et al., 2020). Todos decorrem de uma contaminação anterior do indivíduo pelo subtipo A, sofrendo 

mutação, inserção e recombinação com sequências retrovirais celulares ou endógenas do DNA 

(BENVENISTE et al., 1975; STEWART, 1986; SYKES, HARTMANN, 2014; MIYAKE et al., 

2019). Esses subtipos apresentam tropismos modificados devido ao uso diferencial do receptor de 

entrada na célula hospedeira (MIYAKE et al., 2019). O FeLV B está relacionado ao surgimento de 

tumores (JARRETT, RUSSELL, 1978; HARTMANN, 2012a). O FeLV-C é formado a partir de 

mutações no gene env, na sequência do SU e está associado à anemia aplásica (MACKEY et al., 

1975; HARDY JUNIOR et al., 1976). O FeLV-T possui tropismo por linfócitos T e é formado a partir 

de uma mutação no gene env da FeLV A e está relacionado à imunossupressão (LUTZ et al., 2009; 

HARTMANN, 2012a). Há pouco tempo, outros subtipos foram descritos na literatura, como FeLV 

D (ANAI et al., 2012) e o FeLV E (MIYAKE et al., 2016). 

As variações nos genomas caracterizam os diferentes subtipos. O enFeLV é geneticamente 

distinto do FeLV A, com diferenças de nucleotídeos observadas em repetições terminais longas 

(LTR), gag e env. FeLV B é formado pela recombinação do enFeLV env -LTR com FeLV A. O local 

de recombinação 5' é mais conservado do que o local 3'. FeLV C e T têm inserções focais, 

substituições e deleções dentro do vírus FeLV A parental em diferentes regiões. FeLV D exibe um 

evento de recombinação com outro vírus endógeno de gato doméstico (CHIU et al., 2018). A Figura 

6 demonstra as diferenças nos genomas dos diferentes subtipos de FeLVs. 
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Figura 6 – Estruturas genômicas dos subtipos de FeLV descritas até o momento. As inserções são mais frequentemente 

localizadas no env 5′ e são demarcados aqui por barras verticais em negrito, com cada linha denotando um mínimo de 

uma inserção de aminoácido. Estrelas denotam a presença de polimorfismos de nucleotídeo único (SNPs) que estão 

altamente concentrados nos respectivos genes entre FeLV A e outros subtipos. Fonte: Adaptado de CHIU et al., (2018). 

2.2.1. Transmissão e manifestações clínicas 

 A transmissão do FeLV pode ser horizontal ou vertical. A forma horizontal é mais frequente 

e ocorre pelo contato amigável ou agressivo entre os animais (HARTMANN, HOFMANN-

LEHMANN, 2020). A transmissão do vírus ocorre principalmente pela via oronasal, por contato com 

secreções, contaminados através de lambedura, brigas e uso de utensílios infectados. A saliva é o 

principal meio de eliminação do vírus devido à alta concentração viral (SOUZA, TEIXEIRA, 2003; 

GREENE, 2005). Mas pode ocorrer também pelo contato com secreções corporais, como urina e 

fezes. Outras formas de transmissão (iatrogênica e pulgas) também devem ser consideradas (VOBIS 

et al., 2003; GREENE, 2005; GOMES-KELLER et al., 2006; LUTZ et al., 2009; HARTMANN, 

2012a; ALVES et al., 2015). Já a forma vertical pode ocorrer via transplacentária, pelo leite, ou 

durante os cuidados de limpeza e higiene dos filhotes (NORSWORTHY et al., 2004). A infecção 

ocorre independente de sexo ou raça dos indivíduos, mas a suscetibilidade é maior em filhotes e reduz 

gradativamente com o aumento da idade. Os machos que possuem mais acesso a rua também têm 

maior predisposição à contaminação com FIV (GREENE, 2005; LUTZ et al., 2009). 

O resultado da infecção é diferente em cada indivíduo, dependendo também da patogenicidade 

da cepa e da carga viral (GREENE, 2005; ORTEGA et al., 2020). O sistema imunológico do felino 

estabelece um combate contra o vírus, principalmente na fase inicial da infecção (geralmente nas suas 

primeiras doze semanas) onde será definido o rumo da infecção na maioria dos indivíduos. Logo, a 
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infecção pode se desenvolver em diferentes estágios da doença (HOFMANN-LEHMANN, 

HARTMANN, 2020). Em geral, os processos infecciosos são classificados em abortivos, regressivos, 

progressivos e focais ou atípicos (TORRES et al., 2005; HOFMANN-LEHMANN et al., 2008; 

LITTLE et al., 2020). 

A infecção abortiva, na qual o gato é exposto, provavelmente, a uma pequena carga viral e 

este é imunocompetente, está restrita ao processo de replicação viral inicial, sem manutenção da 

viremia. Nesse caso, a única indicação de infecção por FeLV é a detecção de altos níveis de anticorpos 

anti-FeLV (HARTMANN, 2012; ENGLERT et al., 2012; BOENZLI et al., 2014; WESTMAN et al., 

2019). 

A infecção regressiva, na qual o gato apresenta uma resposta imune que contém a replicação 

e expressão do vírus, mas não sem eliminá-lo totalmente. O animal apresenta ausência de antígenos 

de FeLV (p27) em testes sorológicos, mas cargas provirais (em geral baixas). Gatos com essa forma 

de infecção não são capazes de liberar vírus infeccioso, mas existem relatos de que o DNA proviral 

é infeccioso via transfusão sanguínea e pode promover viremia e doença relacionada ao FeLV em 

indivíduos vulneráveis (NESINA et al., 2015). Esses animais apresentam títulos constantemente altos 

de anticorpos neutralizantes de vírus e manifestam baixo risco de evolução para doenças relacionadas 

(HOFMANN-LEHMANN et al., 2001). Ainda que não haja eliminação do vírus, a informação para 

a produção de partículas virais está presente no genoma celular do gato que, ao sofrer 

imunossupressão, resulta na reativação da infecção latente. Dessa forma, se tornam virêmicos e 

desenvolvem doenças associadas ao FeLV (HARTMANN, 2012a). A possibilidade de reativação da 

viremia reduz com o decorrer do tempo, contudo foi constatada a capacidade de reter a replicação 

viral devido ao provírus integrado na célula hospedeira (HELFER-HUNGERBUEHLER et al., 2010). 

Em alguns gatos a infecção regressiva pode estar relacionada a doenças como linfomas (STUTZER 

et al., 2011; MCLUCKIE et al., 2018) e supressão da medula óssea (STUTZER et al., 2010). 

A infecção progressiva não é reprimida pelos anticospos do hospedeiro e FeLV continua a se 

replicar amplamente, primeiramente nos tecidos linfóides locais, seguido da medula óssea e, 

posteriormente, nos tecidos epiteliais da mucosa e glandular (ROJKO et al., 1979; LITTLE et al., 

2020). Os felinos são permanentemente virêmicos. Constata-se alta carga viral, promovendo a 

disseminação do vírus para o resto da vida, além de desenvolver doenças que podem levar o indivíduo 

a óbito em um curto período de tempo (HARTMANN, 2012a; WILLET, HOSIE, 2013; LITTLE et 

al., 2020). Nesses casos, tanto os testes sorológicos e de detecção de antígeno, quanto os testes mais 

específicos como a PCR podem detectar o FeLV (HOFMANN-LEHMANN et al., 2007; LITTLE et 

al., 2020). 

Infecção focal ou atípica, se caracteriza por uma replicação viral persistente restrita em alguns 

órgãos, ou tecidos, sem o acometimento sistêmico do indivíduo (por exemplo, nas glândulas 
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mamárias, bexiga, olhos). Essa infecção é apontada como rara de acontecer naturalmente, sendo 

observada principalmente em infecções experimentais. O diagnóstico desse padrão de infecção é 

desafiador pois a produção de p27 é intermitente ou muito baixa, portanto, esses animais podem ter 

resultados fracamente positivos ou discordantes (ora negativo, ora positivo) nos testes de antígeno 

(GOMES-KELLER et al., 2009; HARTMANN, 2012b). 

2.2.2. Epidemiologia 

O FeLV encontra-se amplamente distribuído e acomete principalmente gatos domésticos em 

todo o mundo. Casos de infecção por FeLV em outros felídeos também têm sido reportados, como 

por exemplo em linces europeus e ibéricos (Lynx lynx e Lynx pardinus), gato selvagem (Felis 

silvestres) e pumas da Flórida (Puma concolor coryi) (OSTROWSKI et al., 2003; LUACES et al., 

2008; MELI et al., 2009; CUNNINGHAM et al., 2008).  

A soroprevalência de FeLV tem sido estudada no mundo ao longo dos anos, caracterizando a 

disseminação mundial do vírus com dados de frequência de diferentes locais. As prevalências 

relatadas em estudos anteriores variam de 2,9% a 59,4% dependendo do local, população (sadios x 

doentes) e procedência (rua, abrigo ou domiciliado) em que o estudo foi realizado. Estudos feitos no 

Japão com animais sadios constataram uma prevalência de 2,9% de FeLV (MARUYAMA et al., 

2003), estudos de Arjona et al. (2007) na Espanha evidenciaram uma prevalência de 37,5%, na 

Alemanha a taxa de prevalência obtida foi de 3,6% (GLEICH, KRIEGER, HARTMANN, 2009), na 

Malásia Bande et al. (2012) relatou uma prevalência de 12,2% e num estudo recente de 

Sivagurunathan, Atwa e Lobetti (2018) obteve-se uma taxa de 1,2%. Um estudo realizado entre 

Estados Unidos e Canadá constatou uma prevalência de 3,1% (BURLING et al., 2017), na Nova 

Zelândia a taxa do vírus foi de 1,0% (GATES, VIGEANT, DALE, 2017), e estudos recentes no Vale 

do Aburrá na Colômbia evidenciaram uma prevalência de 59,4% (ORTEGA et al., 2020). 

No Brasil, os estudos realizados detectaram uma grande diversidade de casos positivos, de 

acordo com a região avaliada e metodologia diagnóstica usada (ORTEGA et al., 2020). Almeida et 

al. (2012) constataram uma incidência de 11,5% no Rio de Janeiro. Já em Minas Gerais, um estudo 

revelou uma taxa de infecção de 47% (COELHO et al., 2008). E no nordeste do país foi demonstrada 

uma prevalência de 3% de infecção pelo FeLV (LACERDA et al., 2017). Esses estudos são 

preliminares, e não foram desenhados com a finalidade de obter dados epidemiológicos mais 

consistentes. 

A incidência da infecção é maior em filhotes do que gatos adultos ou idosos. Isso ocorre em 

virtude do número de receptores celulares fundamentais para o FeLV invadir as células e iniciar a 

replicação (ALVES et al., 2015). Estudo relatou um risco 22,9 vezes maior de soropositividade em 

gatos machos de até três anos de idade (FERNANDES, 2015). Outro estudo de 2017 destacou que 



29 

 

gatos positivos para o FeLV possuem maior probabilidade de manifestar anemia e leucopenia 

(COSTA et al., 2017). Além disso, felinos machos que apresentaram comportamento agressivo 

apresentaram maior chance de infecção pelo FeLV (BIEZUS et al., 2017).  

 Com relação aos subtipos, estudos epidemiológicos anteriores relatam que os animais que são 

positivos para FeLV B podem ser isolados em 30 a 60% dos gatos infectados, mas apenas em conjunto 

com FeLV A (NEIL et al., 1991; PHIPPS et al., 2000; COELHO et al., 2008; ORTEGA et al., 2020). 

Um surto de FeLV relatado em populações de linces ibéricos (Lynx pardinus) no sul da Espanha 

evidenciou que o FeLV encontrado nos indivíduos estava intimamente relacionado ao subtipo A 

(MELI et al., 2010; GERET et al., 2011). Powers et al. (2018) analisaram uma colônia de reprodução 

privada composta por híbridos de leopardo e gato doméstico e detectaram co-infecção por FeLV B 

em 68% dos gatos infectados por FeLV A. Correlacionaram também a presença de FeLV B com 

cargas provirais e viremias mais altas. Em 2019, Chiu et al. (2019) apresentaram um caso de FeLV 

B em panteras da Flórida (Puma concolor coryi). Nos estudos de prevalência e diversidade genômica 

do FeLV na Colômbia, foi revelada a prevalência do subtipo A em todas as amostras positivas, sendo 

que duas amostras apresentavam co-infecção com o subtipo B (ORTEGA et al., 2020). 

No Brasil, estudo filogenético realizado com gatos domésticos relatou a ampla circulação do 

FeLV B (COELHO et al., 2018). As amostras desse subtipo foram mais semelhantes às sequências 

endógenas e aos isolados naturais de FeLV B. Estudo realizado por Filoni et al. (2017), relatou a 

prevalência do subtipo FeLV A em um grupo de Puma yagouaroundi mantido em cativeiro na 

Fundação Parque Zoológico de São Paulo. Silva et al. (2016) descreveram a ocorrência de FeLV B 

em onças-pintadas de vida livre (Panthera onca) na Estação Ecológica Taiamã, no Pantanal, Mato 

Grosso. 

2.2.3. Diagnóstico 

A infecção por FeLV pode ser identificada pela detecção do vírus no sangue total, plasma, 

soro, secreção conjuntival ou oral dos animais infectados (VICTOR et al., 2020). Os métodos rápidos 

imunocromatográficos e o PCR têm sido crescentemente usados nos últimos anos.  

A triagem diagnóstica de rotina clínica mais utilizada são os testes que se baseiam na 

imunomigração rápida (imunocromatografia ou fluxo lateral). A imunocromatografia é um 

diagnóstico de sensibilidade e especificidade (HOSIE et al., 2009; HARTMANN, 2012b). O teste 

imunocromatográfico é rápido, pois permite a obtenção de resultado em cerca de 10 minutos pela 

detecção do antígeno viral central p27, que é produzido abundantemente na maioria dos gatos 

infectados (HARTMANN, 2012b).  

Também existem os testes de detecção de anticorpos anti-FeLV. Os primeiros que foram 

desenvolvidos não possibilitavam a distinção dos anticorpos vacinais e maternais (FLYNN et al., 
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2002). A quantidade de anticorpos específicos contra FeLV é pequena em gatos com infecção 

regressiva, mas elevada em animais virêmicos com infecção progressiva. É possível que os indivíduos 

desenvolvam anticorpos contra o enFeLV, o que não indica a infecção com o vírus, ocasionando 

resultados falso-positivos (FROMONT, PONTIER, LANGLAIS, 2003; BISOL, 2016). Em vista 

disso, testes para detecção de anticorpos de FeLV não são usados rotineiramente. Contudo, Boenzli 

et al. (2014) apresentou em seu estudo um teste POC (point-of-care) que foi introduzido recentemente 

no mercado europeu, com uma sensibilidade no valor mínimo de 77% e especificidade de 85,6% para 

a detecção de anticorpos específicos para a proteína p15E, e ainda possibilitou a distinção de animais 

naturalmente infectados de animais vacinados, devido aos indivíduos vacinados apresentarem níveis 

mínimos destes anticorpos. Ainda assim, anticorpos são dificilmente detectados em infecções 

persistentes (HARTMANN, 2012b; HARTMANN, HOFMANN-LEHMANN, 2020). Mais estudos 

controlados são necessários para definir se este teste pode presumir com garantia a infecção por FeLV 

ou imunidade contra o FeLV, e se poderá ser realizado, por exemplo, como um teste de pré-vacinação 

(HARTMANN, HOFMANN-LEHMANN, 2020). Alguns estudos relatam ainda a detecção de 

anticorpos p45 (a forma não glicosilada da unidade de superfície gp70 da glicoproteína do envelope) 

de FeLV em amostras de plasma (MAJOR et al., 2010; ENGLERT et al., 2012).  

Entre os testes comerciais, o teste combo FeLV/FIV (SNAP) de imunocromatografia de fluxo 

bidirecional que é capaz de detectar o antígeno p27 do FeLV e os anticorpos da classe IgG anti-FIV 

(anticorpos direcionados para os antígenos p15, p24 e gp40) no mercado brasileiro. A sensibilidade 

e a especificidade do teste para o FeLV são de 98,6% e 93,5%, respectivamente; para o FIV, a 

sensibilidade é de 93,5% e a especificidade é de 100% (MEDEIROS et al., 2019).  

A PCR em tempo real (qPCR), possibilita a identificação de felinos com a presença de DNA 

proviral e de RNA viral do FeLV (CATTORI et al., 2006; TANDON et al., 2008; FIGUEIREDO, 

ARAÚJO JÚNIOR, 2011; WILLET, HOSIE, 2013). Estudo propõe o uso desse método para 

classificar as infecções em abortivas, regressivas e progressivas, contribuindo na determinação do 

prognóstico e estabelecimento do manejo clínico adequado (FIGUEIREDO, ARAÚJO JÚNIOR, 

2011). O teste possibilita a análise de FeLV em culturas, sangue e tecidos, tanto fresco ou fixado, no 

decorrer de uma semana após à contaminação (LEVY et al., 2008; HARTMANN, 2006).  

Desse modo, a PCR é um exame capaz de confirmar animais positivos para FeLV. Além disso, 

é bastante utilizada nas situações em que os resultados se mostram discordantes e se mantém por 

vários meses com ELISA positivo e IFA negativo ou quando o animal manifesta sintomas suspeitos 

de FeLV. Estudos atestam que entre 5 a 10% dos indivíduos testaram positivo para a técnica de PCR, 

porém apresentaram resultados negativos nos testes de detecção de antígenos (HOFMANN-

LEHMANN et al., 2001; GOMES-KELLER et al., 2006; TANDON et al., 2008). Outro método 

derivado como a RT-PCR (reverse-transcription polymerase chain reaction), é muito eficaz, visto 
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que proporciona a identificação das partículas de RNA viral (RAPPOLEE et al., 1988a, 1988b). Nesse 

contexto, Tandon et al. (2005) recomendaram que a quantificação do RNA viral por PCR (RT-qPCR) 

nas primeiras semanas após infecção pelo FeLV. Inclusive, poderia detectar a infecção nos casos em 

que o FeLV se encontra retido em determinados tecidos, quando somente o RNA pode ser encontrado 

na circulação. Os ensaios que viabilizam a quantificação de cargas provirais de enFeLV, FeLV e 

RNA viral descritos por Tandon et al., (2008), podem ser aplicados em estudos de vacinação contra 

FeLV ou ainda na análise de casos clínicos complexos, levando posteriormente a uma compreensão 

mais clara da patogênese e resultado das infecções por FeLV e a potencial influência das sequências 

de enFeLV em felinos. 

Ademais, um ensaio de nested-PCR (nPCR), demasiadamente sensível foi elaborada e 

propicia ainda a distinção entre FeLV endógeno e exógeno utilizando pares internos e externos de 

iniciadores com base na região de repetição do terminal longo U3 (LTR) do provírus FeLV 

(MIYAZAWA, JARRET, 1997; COELHO et al., 2008). 
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3. Objetivos 

3.1. Objetivo geral  

 

● Realizar estudos da diversidade genética de isolados de FIV e FeLV provenientes do GenBank 

e validar métodos de PCR em tempo real para detecção e quantificação desses retrovírus em 

Caxias do Sul/RS. 

 

 

3.2. Objetivos específicos 

 

● Realizar estudos in silico da diversidade genética de FIV e FeLV. 

● Projetar e validar ensaios para detecção molecular de FIV e FeLV em gatos domésticos. 

● Estabelecer procedimentos de determinação de viremia de FIV e FeLV em gatos domésticos. 
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4. Resultados 

 

A presente dissertação está organizada em dois capítulos com a inclusão de dois manuscritos. 

 

CAPÍTULO I: Manuscrito intitulado “Feline immunodeficiency virus phylogenetic 

classification”, submetido para publicação na revista Acta Scientiae Veterinariae. 

https://www.ufrgs.br/actavet/ 

 

CAPÍTULO II:  Manuscrito “Quantitative polymerase chain reaction assays for detection and 

viral load determination of feline retroviruses in domestic cats from South Brazil”, a ser 

submetido para publicação em revista internacional. 

 

 

 

 

https://www.ufrgs.br/actavet/


34 

 

Acta Scientiae Veterinariae 

RESEARCH ARTICLE 

Feline immunodeficiency virus Phylogenetic Classification 

 

Diezza Biondo¹², Jessica Gomes Maciel¹², Diéssy Kipper3, Weslei de Oliveira Santana¹², André 

Felipe Streck¹², Vagner Ricardo Lunge¹²3 

 

¹Programa de Pós-Graduação em Biotecnologia, Universidade de Caxias do Sul (UCS), Caxias do 

Sul, RS, Brazil. ²Laboratório de Diagnóstico em Medicina Veterinária, Universidade de Caxias do 

Sul (UCS), Caxias do Sul, RS, Brazil. 3Simbios Biotecnologia, Cachoerinha, RS, Brazil. 

CORRESPONDENCE: D. Kipper [diessykipper@hotmail.com – Tel +55 (51) 30747400]. Simbios 

Biotecnologia. Rua Caí, 541, Bairro Vila Princesa Izabel, CEP 94940-030 Cachoerinha, RS Brazil.  

 

ABSTRACT  

Background: The feline immunodeficiency virus (FIV) is responsible for a retroviral disease that 

affects domestic and wild cats worldwide, causing Feline Acquired Immunodeficiency Syndrome 

(FAIDS). FIV is a lentivirus from the family Retroviridae and its genome has three main structural 

genes: gag, pol and env. Phylogenetic studies have classified FIV into seven subtypes according to 

the diversity among strains from the World, mainly in the env gene. Epidemiological analyses have 

demonstrated the high predominance of FIV-A and FIV-B. This in silico study aimed to perform a 

phylogenetic analysis to study FIV diversity worldwide.  

Materials, Methods , Results: A total of 60 whole genome sequences (WGS) and 122 FIV env gene 

sequences were included in two datasets, which were aligned using MAFFT version 7. 

Recombination among genomes and/or env genes was analyzed with RDP5 software. Phylogenetic 

analyzes with both datasets were performed, after removing the recombinant sequences, by the W-

IQ-TREE and constructed and edited by the FigTree. A total of 12 recombination events involving 

19 WGS were detected. In addition, 27 recombination events involving 49 sequences were observed 

in the env gene. A high rate of recombinants was observed inter-subtypes (A/B and B/D) and intra-

subtypes (A/A). All recombinants were removed from the subsequent phylogenetic analyses. 

Phylogenies demonstrated six distinct main clades, five from domestic cats (A, B, C, E, U) and one 
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from wild cat sequences (W) in the WGS, as well as in the specific env gene analyses. Most clustered 

with subtype B sequences. In the WGS analysis, clade B had a prevalence of 65.9% Brazilian 

sequences (27/41) and 2.4% Japanese sequences (1/41). In the env gene analyses, clade B showed a 

prevalence of 43.8% of Brazilian sequences (32/73) and 20.5% of USA sequences (15/73). The results 

of both analyzes also confirm the FIV-wide geographical distribution around the world. In the 

phylogenetic analyzes carried out with WGS, sequences from China (1/41; 2.4%), Colombia (1/41; 

2.4%) and the USA (1/41; 2.4%) were identified in clade A; sequence from Canada in clade C (1/41; 

2.4%); sequence from Botswana belonged to clade E (1/41; 2.4%); sequences from Brazil clustered 

into clade U (2/41; 5% - data not yet published); and sequences belonging to the clade W were from 

Canada (1/41; 2.4%) and the USA (5/41; 12.3%). Specific env gene phylogenetic analyses showed 

sequences from Colombia (1/73; 1.4%), France (2/73; 2.7%), the Netherlands (3/73; 4.1%), 

Switzerland (2/73; 2.7%), EUA (6/73; 8.3%), belonging to clade A; sequence from Canada belonging 

to clade C (1/73; 1.4%); sequences from Brazil belonging to clade U (2/73; 5% - data not yet 

published); and sequences belonging to clade W from the USA (6/73; 8.3%). 

Discussion: The results presented here demonstrate that FIV has a rapid viral evolution due to 

recombination and mutation events, more specifically in the env gene, which is highly variable. 

Currently, this retrovirus is classified into seven subtypes (A, B, C, D, E, F and U-NZenv) according 

to their high genomic diversity. It also highlighted the importance of in silico sequence and phylogeny 

studies to demonstrate evolutionary processes. This was the first study to address the WGS FIV 

diversity with a phylogenetic approach. 

Keywords: FIV, in silico, phylogeny, subtypes, recombination. 

 

INTRODUCTION 

Feline Immunodeficiency Virus (FIV) is from the family Retroviridae [25]. It causes domestic 

and wild feline progress infections to Feline Acquired Immune Deficiency Syndrome (FAIDS) [17]. 

The FIV genome comprises three main structural genes: gag, pol and env. The gag gene encodes 
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internal structural proteins (matrix; capsid and nucleocapsid). The pol gene codifies the viral 

polymerase (reverse transcriptase; protease; integrase; dUTPase). The env gene encodes surface and 

transmembrane glycoproteins. The FIV genome has also other accessory and regulatory genes. The 

env gene is the most variable and the main determinant of antigenic diversity [15].  

FIV evolution occurs due to recombination and mutation events [9]. Currently, it is classified 

into seven subtypes (A, B, C, D, E, F and U-NZenv) according to genomic diversity [4,26,40]. 

Epidemiological studies have demonstrated the predominance of FIV-A and FIV-B worldwide. FIV-

C was described in North America, Asia and Oceania, while FIV-D was detected only in Asian 

countries. FIV-E seems to occur in Central / South America and Asia, FIV-F in North America, 

Europe and Oceania, and FIV U-NZenv in New Zealand [7,8,10,35]. This study aimed to evaluate 

FIV diversity based on in silico analyses of WGS and env gene sequences through a phylogenetic 

approach. 

 

MATERIALS AND METHODS 

Dataset 

A total of 60 whole genome sequences (WGS) and 62 env gene sequences FIV were included 

in the dataset. All WGS and complete env genes were downloaded from the GenBank - National 

Center for Biotechnology Information (NCBI) (Supplementary file: Table 1 and Table 2). The terms 

“complete genome”, “genome”, “envelope”, “complete cds” and “feline immunodeficiency virus” 

were used in the search strategy, and only sequences with three main information (host, country, and 

year of isolation) were included in each dataset. Clonal sequences were not included. From the 60 

WGS, the whole env region was extracted using Geneious version 2021.2.2 (Biomasters, 

www.geneious.com), and added to the env dataset, totaling 122 env gene sequences. WGS and env 

gene alignments were generated using MAFFT version 7 [14]. 

 

Recombinant sequence analysis  
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To verify the existence of possible recombinant genomes and/or a more specific recombinant 

event in the env gene, both alignments were analyzed with the RDP5 software [20], which applies 

different methods of recombination and analysis in a set of data. In this research, data were analyzed 

using the following recombination methods: RDP, GENECONV, BootScan, MaxChi, Chimaera, 

SiScan and 3Seq [41]. The beginning and end breakpoints of the potential recombinant sequences 

were defined by the RDP5 software. Recombinant events were considered significant when p ≤ 0.01 

was observed for the same event using four or more algorithms [20]. 

 

Phylogenetic analysis 

Phylogenetic analyses with both datasets were performed after recombinant events sequence 

removal. The phylogenetic relationships were inferred using the maximum likelihood (ML) method 

with 1000 replicates of the ultrafast bootstrap approximation and the optimal nucleotide substitution 

model selected using ModelFinder implemented in the W-IQ-TREE web server [37]. The FigTree 

program was used to construct and edit the phylogenetic trees 

(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).  

 

RESULTS 

A total of 12 WGS recombination events were detected by RDP5 (Supplementary file: Table 

3). Among these events, 19 sequences were involved and were removed from the phylogenetic 

analyses. Most of the events in WGS (75%) occurred between wild-type host sequences in similar 

regions of the genome, end of pol, ORF1, ORF2 and env gene (Figure 1). Furthermore, it was possible 

to verify recombination between subtype A (M36968 and X57002), between subtype B (MW142032, 

MW142028, MW142047, MW815634, MW815633) and between wild-type host and subtype B 

(EU117991, EF455614, MW142039, AY713445, EF455609, U11820), sequences. The EF455610 

wild-type host strain was present in five recombination events, it appeared with the highest frequency 

(Supplementary file: Table 3). 
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A total of 27 env gene recombination events were detected by RDP5 (Supplementary file: 

Table 4). Among the env gene events, 49 sequences were involved. D37815 subtype D sequence was 

recombinant and had the major parent D37811 subtype D and minor parent D37817 subtype B, all 

sequences from Japan. Sequence D37814 subtype B (from Japan) was recombinant and had the major 

parent KP264478 (from EUA) and minor parent D37811 subtype D (from Japan). Sequence D37816 

subtype B was recombinant and had the major parent D37817 subtype B and minor parent D37815 

subtype D, all from Japan. Consequently, these events show the occurrence of recombination between 

subtypes B and D in Japan. Besides, sequence EU117992 subtype E was a minor parent of the 

recombinant sequences AY13445 (wild-type host) and EU117991 subtype B (Figure 2). 

Recombination events between wild-host sequences (EF455610, EF455609, EF455607, EF455611, 

EF455608, EF455612, EF455613) were also found. The L00608 subtype A strain was present in five 

recombination events, it appeared with the highest frequency (Supplementary file: Table 4). 

Of the initial 60 WGSs, only 41 remained in the study because the recombinant sequences 

were removed. All 41 WGSs sequences were comparatively analyzed and they could be classified 

into six well-separated clades in the phylogenetic tree. Four clades were composed by WGS from the 

corresponding subtypes: FIV-A (n = 3), FIV-B (n = 28), FIV-C (n = 1) and FIV-E (n = 1). The 

remaining genomes clustered into two clades: U (n = 2), and W (wild-type host; n = 6) (Figure 3). 

Clade A was composed of genomes from China (1/41; 2.4%), Colombia (1/41; 2.4%) and the USA 

(1/41; 2.4%); clade B was composed of 28 sequences from Brazil (27/41; 65.9%) and Japan (1/41; 

2.4%); clade C was composed by one genome from Canada (1/41; 2.4%); clade E was composed by 

one genome from Botswana (1/41; 2.4%). Clade U was composed of two genomes from Brazil (2/41; 

5%); and clade W was composed of six genomes from Canada (1/41; 2.4%) and the USA (5/41; 

12.3%). 

Of the initial 122 env gene sequences, only 73 remained because the recombinant sequences 

were removed from the study. All 73 env gene sequences were comparatively analyzed and they could 

be classified into five well-separated clades in the phylogenetic tree. Three clades were composed of 
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env gene sequences from the corresponding subtypes: FIV-A (n = 15), FIV-B (n = 47) and FIV-C (n 

= 1). The remaining env gene sequences clustered into two clades: U (n = 2), and W (wild-type host; 

n = 6) (Figure 4). Clade A was composed of env sequences from Colombia (1/73; 1.4%), France 

(2/73; 2.7%), Netherlands (3/73; 4.1%), Switzerland (2/73; 2.7%), USA (6/73; 8.3%); clade B was 

composed by env gene sequences from Brazil (32/73; 43.8%) and EUA (15/73; 20.5%); clade C was 

composed by one env sequence from Canada (1/73; 1.4%); clade U was composed by two sequences 

from Brazil (2/73; 2.7%); and six env sequences were clustered in clade W from the USA (6/73; 

8.3%). Two sequences (2/73; 2.7%) from the USA (KP264341 and KP264436) did not cluster into 

clades.   

In the phylogenies (WGS and env gene) it was possible to verify the genetic evolutionary 

difference between the wild-type and domestic cats by the formation of different clades, and the 

formation of clusters for almost all the FIV subtypes already described (A, B, C, E, U, W). 

 

DISCUSSION 

This study evaluated the FIV diversity based on in silico analyses of WGS and env gene 

sequences through a phylogenetic approach. The WGS FIV recombinants analysis showed intra-

subtype recombination between subtype A (M36968 and X57002) and between subtype B 

(MW142032, MW142028, MW142047, MW815634, MW815633). There are few reports describing 

these events, which makes it impossible to know the degree of viral diversity of this type of 

recombination [30]. Hayward , Rodrigo [9] highlight the difficulty of detecting intra-subtype 

recombination given the high similarity of the sequences, making this type of event go unnoticed. 

Although less observed, intra-subtype recombination has also been reported in other lentiviruses 

(HIV) [16,18]. Other recombination events are reported in the study by Pecon-Slattery et al. [24] 

between subtypes A and B in wild cats, corroborating the results found in this study. 

In the recombinant analysis of the env gene, the events were found mainly between the 

sequences of subtypes B (D37814 and D37817) and D (D37815 and D37811), from Japan, having 
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the most expressive events, and reinforce the existence of inter-subtype recombination between B/D 

corroborating a study by Bachmann et al. [1], which also demonstrated this occurrence. 

Recombination between lentivirus genomes was demonstrated in HIV-1 and HIV-2, which circulated 

simultaneously in different geographic regions [27,29]. These events between B/D also confirm this 

hypothesis, since the recombination of most sequences is from Japan. The analysis of two Japanese 

isolates by Kakinuma et al. [13] also suggests that limited similarities in some possible regions of the 

subtypes may indicate a recombination between these isolates that occurred during the co-infection 

of a cat. 

The specific branching found for wild-type and subtype E (EU117992) env gene can be 

justified as it likely reflects cross-line recombination in nature [24], as it is more closely related to 

domestic cats than the other wild lineages (AY713445 and EU117991 - subtype B). The wild-type 

host sequences EF455610, EF455609, EF455607, EF455611, EF455608, EF455612 and EF455613 

also showed recombination events, in both analyses (WGS and env gene). A study by Bruen , Poss 

[3] reported that three lineages were derived from recombination events (EF455611, 

EF455609/EF455610 and EF455613/EF455614). They highlight that the ancestral sequences 

EF455607/EF455608 were involved in all recombination events that resulted in EF455611, 

EF455609/EF455610 and EF455613/EF455614 strains, making them important precursors of the 

viruses that are circulating. Possibly this can explain the fact that sequence EF455610 showed the 

highest number of recombination events (5/12) in the analysis performed with WGS. On the other 

hand, in the analysis of the env gene, the L00608 subtype A strain appeared more frequently (5/27) 

in recombination events. The events presented here are derived from lineages from two mid-distance 

geographic regions (Greater Yellowstone Ecosystem and Wyoming), which indicate that individuals 

were infected by an ancestral virus that was geographically close in the recent past [3]. 

It was possible to observe the classification of almost all FIV subtypes in clades, both in the 

phylogeny of the WGS and in the env gene. Thus, there was the formation of six distinct clades: 

clades A-C, clade E, clade U and clade W.  The results confirm previous studies that showed subtypes 
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A and B to be the most common and prevalent worldwide [10,30]. Studies carried out in northern and 

western Europe, which include France, the Netherlands and Switzerland, reinforce the results found 

in the study reporting the dominance of subtype A [28,32]. Previous studies carried out in Canada 

and the west coast of the USA also corroborate our study results and report the prevalence of clade A 

[26,38]. It was not possible to observe the formation of a clade for subtype D because the sequences 

included in this study of this subtype were removed due to recombination. It was also not possible to 

observe clade formation for subtype F because there are no WGS or complete env gene sequences 

available, only partial sequences that were not included in this study. Thus, the importance of 

sequencing the complete genome of the pathogens of interest is also highlighted. Many studies are 

still carried out with only partial sequences of the selected region of the genome [6,11,23,28]. 

Brazil had an expressive number of sequences grouped in clade B both in the WGS analysis 

and in the env gene (n = 27 and n = 32, respectively). This corroborates the findings of studies carried 

out in the southeast region [5,21,35], the midwest region [19], the south region [4] and the northeast 

region [36], which reported subtype B as predominant in the country until the moment. Only one 

study reports one case of subtype A circulating in the northeast of Brazil [22]. The USA was the 

second country to cluster more sequences in clade B in the analysis of the env gene (n = 15). Other 

studies carried out in the country previously showed the circulation of this subtype on the East Coast 

[38], in the state of Texas [39], and in the states of Tennessee and Illinois [2]. The sequences grouped 

in the clade U, from Brazil, have not yet had their data published in an article so there could be some 

explanation for the possibility of the existence of the subtype in circulation in the country. 

Although there are already studies analyzing regions of the pol gene [33,34], accessory genes 

such as vif [17], and especially the gag gene, as this gene allows the supply of relevant data for 

recombination and the general similarity of FIV isolates with vaccine strains [12,23,28], the env gene 

is under pressure from the humoral immune response, generating positive exhaustion mutation 

selection. This results in a lot of sequence variability, especially in variable loops [28,31]. Therefore, 

the env gene has the highest level of recombination [9]. Thus, historically, nucleotide sequences from 



42 

 

the V3-V5 region of the env gene have been widely used in the genetic subtyping of FIV strains, as 

well as in molecular epidemiological studies [30]. And because of these factors, the env gene was 

chosen to be the focus of this study, rather than the other genes. Despite the determination of the env 

gene as the best region to be evaluated, due to the high rate of variation [9], this study analyzes 

complete genomic sequences.  

 

CONCLUSION 

 The FIV recombination analysis showed the occurrence of several recombinant events 

between sequences, reinforcing the occurrence of this event in FIV genome evolution. It was possible 

to observe a high rate of recombinants, mainly intra-subtypes as observed in this study (A/B and 

B/D), and also inter-subtypes (A/A), which lead to great genetic diversity. The phylogenetic analysis 

demonstrated six different clades (A, B, C, E, U, W). These results reiterate the importance of in 

silico sequence and phylogeny studies to clarify evolutionary genetics as well as circulating variants 

using WGS and env gene. 
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LEGENDS AND FIGURES 

 

Figure 1 – Shows the main recombination site in wild-host sequences of the WGS dataset. The gag, 

pol and env genes; ORF1 and ORF2 are identified at the bottom of the figure. Different colors (colored 

by software RDP5) denote recombinant segments in sequences and show their non-recombinant 

segments. 

 

 

Figure 2 – Shows the main recombinant sites between subtypes B, D and E of the env dataset. 

Different colors (colored by software RDP5) denote recombinant segments in sequences and show 

their non-recombinant segments. 
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Figure 3 – Phylogenetic tree based on 41 WGS. Red labels are Clade A (subtype A); blue labels are 

Clade B (subtype B); green labels are Clade C (subtype C); orange labels are Clade E (subtype E); 

purple labels are Clade U (subtype U); and yellow labels are Clade W (wild-host). The evolutionary 

history was inferred by maximum likelihood, with 1000 bootstrap replicates. The main bootstraps are 

present in the nodes.  
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Figure 4 – Phylogenetic tree based on 73 env gene sequences. Red labels are Clade A (subtype A); 

blue labels are Clade B (subtype B); green labels are Clade C (subtype C); purple labels are Clade U 

(subtype U); and yellow labels are Clade W (wild-host). The evolutionary history was inferred by 

maximum likelihood, with 1000 bootstrap replicates. The main bootstraps are present in the nodes. 

 

Supplementary file - Table 1: WGS dataset of 60 complete FIV genome sequences downloaded 

from Genbank; Table 2: env gene dataset of the 62 complete FIV sequences; Table 3: Results of the 

recombinant WGS FIV sequences, subsequently removed from the phylogenetic study; Table 4: 

Results of the recombinant complete env gene FIV sequences, subsequently removed from the 

phylogenetic study. (Link in anexus). 
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CAPÍTULO II:  Manuscrito “Quantitative polymerase chain reaction assays for detection and 

viral load determination of feline retroviruses in domestic cats from South Brazil”, a ser 

submetido para publicação em revista internacional. 
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Abstract  

 

Two main feline retroviruses (FIV, Feline leukemia virus and FeLV, Feline immunodeficiency virus) 

cause severe infections that affect wild and domestic cats worldwide. Molecular biology assays, 

highlighting polymerase chain reaction (PCR), are necessary for FIV and FeLV detection and 

quantitation. This study aimed to validate quantitative PCR (qPCR) assays for the detection and viral 

load determination of FIV and FeLV in domestic cats from South Brazil. Blood samples from 100 

domestic cats previously analyzed with immuno-chromatographic (IC) rapid tests were obtained by 

convenience in veterinary clinics. FIV and FeLV qPCRs oligonucleotides and conditions were 

defined by in silico analyses. Both qPCRs were also adjusted for provirus DNA detection and 

quantitation using synthetic DNA controls. FIV and FeLV qPCRs were carried out with all blood 

samples. The results demonstrated that qPCR assays for FIV and FeLV quantitation had an excellent 

linearity (R2>0.99), with a dynamic quantitation range from 10 to 106 DNA copies / ml. The 

comparative analyses with IC results of 100 blood samples demonstrated a good correlation with 

Kappa values of 0.7 and 0.4 for FIV and FeLV qPCR detection analyses, respectively. In addition, 

all positive samples could be quantified in a wide range of viral loads. These results demonstrated the 

effective validation of methods for the detection and quantification of FIV and FeLV. 

 

Keywords: PCR assay, in silico analysis, quantification, FIV, FeLV. 
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Introduction 

 Feline immunodeficiency virus (FIV) and Feline leukemia virus (FeLV) are from the family 

Retroviridae. They cause two concerning infectious diseases in domestic and wild cats worldwide 

(Hartmann, 2012; Bande et al., 2012; Little et al., 2020). FIV induces feline-acquired 

immunodeficiency syndrome (FAIDS), which increases the risk of opportunistic infections, 

neurological diseases and tumors (Hartmann, 2012). FeLV causes tumor development, bone marrow 

suppression syndromes and several secondary infectious diseases (Hartmann, 2012; Sykes and 

Hartmann, 2013; Helfer-Hungerbuehler et al., 2015).  

These retroviruses can be easily disseminated among domestic and wild cats. FIV is 

transmitted mainly by bites, due to the inoculation of viral particles present in the saliva or blood of 

infected animals (Hosie et al., 2009; Westman et al., 2022). FeLV is also transmitted through saliva, 

blood and other body fluids by close contact with infected cats and even from the infected female to 

her kittens before birth or during nursing (Vobis et al., 2003; Cano-Ortiz et al., 2022).  

Immunological and molecular biology methods have been useful in routine laboratory 

diagnostic procedures to detect these viruses. Laboratory immunoassays based on enzyme 

immunoassay (ELISA), antibody immunofluorescence (IFA) and western blot techniques were first 

used in the analysis of whole blood, serum or plasma. Recently, rapid tests or point of care, based on 

rapid immune migration (RIM) have been increasingly used in clinical routines due to their 

practicality (Little et al., 2020). 

DNA and/or RNA of these viruses can also be analyzed by different molecular biology 

methods (Westman et al., 2019). These assays, highlighting PCR, have high specificity and sensitivity 

(Levy et al., 2017; Lacharoje; Techangamsuwan; Chaichanawongsaroj, 2021). Quantitative PCR 

(qPCR) assays are also important to determine the viral loads and to define the clinical condition of 

the infection (Little et al., 2020). This study aimed to evaluate and validate qPCR assays for the 

detection and viral load determination of FIV and FeLV in domestic cats from Brazil. 

 

Materials and methods 

 

1. Animals and samples 

The present study was carried out with samples from Caxias do Sul, a city located in the 

northeast of the state of Rio Grande do Sul, southern Brazil. It was approved by the Ethics Committee 

on the Use of Animals of the University of Caxias do Sul (CEUA-UCS) under nº006/2022. The 

following epidemiological variables were obtained from each animal: sex, age, health status, breed, 

lifestyle, presence or absence of clinical signs, vaccination and castration (Supplementary material 

1). 
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Blood samples from the animals were collected from physically restrained cats using cat-

friendly approaches (Rodan et al., 2011), punctured with a needle (20x 0.55mm) in the external 

jugular vein. Whole blood was distributed in 0.5mL tubes with EDTA, previously identified, 

refrigerated (±10 ºC) until arrival at the laboratory. Centrifuge (3000 rpm for 5 minutes) was used to 

separate the blood components (plasma, leukocyte pap and red blood cells); Afterwards, the contents 

of each phase were separated by manual pipetting, and stored in sealed vials and frozen at (-20 ºC) 

until further processing. 

A total of 107 samples were selected from symptomatic or asymptomatic animals. A total of 

100 domestic cats had been clinically examined by veterinarians as well as tested by individual 

immuno-chromatographic assays (rapid tests) SNAP FIV/FeLV Combo Test (IDEXX Laboratories, 

Inc.; Westbrook, Maine, United States). 

Overall, the sampling was composed of 43 female and 57 male cats aged from two months to 

18 years old. A total of 72 animals showed behavior at the time of collection and 27 were apathetic. 

Of these animals, 19 showed clinical signs, anemia, anorexia, such as apathy, vomiting, convulsions, 

jaundice, hyporexia, dyspnea, weakness and locomotor difficulty. Tumors or lymphomas 

(mediastinum, spleen, renal) were reported in 13 animals. A total of 47 cats were treating traumas or 

other diseases (fractures, urethral obstruction, urethral obstruction, thyroidism, dermatitis, 

periodontal disease, keratitis, etc.). In addition, 34 cats did not have free access to the street (17 males 

and 16 females). The immunization records demonstrated that 68 cats were not vaccinated (38 males 

and 30 females), while 32 had at least one vaccine (13 females and 19 males). Finally, 31 cats were 

not castrated (20 males and 11 females), while 69 had been castrated (30 females and 37 males) 

(Supplementary File 1). 

 

2. In silico study of public FIV and FeLV sequences  

Primers and probes sets previously described in two PCR assays (Tandon et al., 2005; Wang 

et al., 2010) were first evaluated by in silico analysis, so two genetic sequence datasets (for FeLV and 

FIV) were constructed. The FIV gag gene the unique 3´region (U3) of the long terminal repeat (LTR) 

of FeLV were the analyzed genetic regions. A total of 60 FIV and 20 FeLV whole genome sequences 

(WGS), representing main lineages, were downloaded from the National Center for Biotechnology 

Information (NCBI) (Supplementary File 2). The datasets were aligned by MAFFT version 7 (Katoh 

et al., 2013) and it was analyzed in Geneious version 2021.2.2 (Biomasters, www.geneious.com).  

 

3. Synthetic DNA construct  
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 One synthetic DNA with the FIV and FeLV (gBlock™ Gene Fragments) was constructed 

according previously described instructions (Integrated DNA Technologies, Iowa, USA). This 

construct had DNA sequences specific for the two genetic targets: FIV gag gene and FeLV U3 LTR.  

This synthetic DNA construct was firstly used to evaluate the linearity and the limit of 

detection (LOD) of the assays after serial ten times dilutions (with an initial concentration of 

4,000,000 copies).  

It was also used to prepare standards samples for quantitation in all assays with the domestic 

cats blood samples. So five dilutions with specific viral loads (from 40 to 400,000 copies) were used 

in all qPCR assays. CTs (cycle threshold) in all positive samples were compared with CTs of the 

standard curve to determine FIV and FeLV loads in positive samples. All results were converted to 

log10 DNA copies / mL. 

 

4. Limit of detection 

The analytical sensitivity of the assays (LOD, limit of detection) was calculated using the 

PROBIT procedure based on the methodology described by Waldman et al. (2020). In summary, 

replicates of positive control samples of each pathogen with loads of specific virus DNAs (4.000.000 

copies for both viruses) were serially ten times diluted (diluted 105 to 10-1 fold). The procedure was 

repeated on three different days by the same operator and equipment to evaluate reproducibility, 

totaling 9 replicates of each dilution. The number of cells of each dilution, the total number of 

repetitions, and several positive repetitions were used to calculate the 50% and 95% cut-off values, 

which represented the LOD of the assays. Assessments of possible statistical differences between 

qualitative variables were verified by Pearson’s chi-square test or Fisher’s exact test as appropriate. 

Distributions of quantitative variables were verified by the Kolmogorov-Smirnov test with Lilliefors 

correction and comparisons between groups were performed by Student’s t-test and ANOVA. All 

analyses were bilateral with a pre-established significance level of 5% alpha error (p<0.05). Data 

were compiled and analyzed using SPSSR software (23.0 version, Chicago, IL Statistical Package 

for the Social Sciences). 

 

5. DNA and RNA extraction  

DNA from whole blood EDTA and RNA from sterile blood plasma were extracted from 

samples collected for determination of viral plasma proviral DNA and RNA loads with the NewGene 

Prep and PreAmp extraction reagent kits (Simbios Biotecnologia, Cachoeirinha, RS, Brazil), 

according to the manufacturer's instructions. 

Briefly, 100 µl of the sample was mixed with 400 µl of PREP lysis buffer and incubated at 

58°C for 15 min in the oven. Then, 500 µL was aliquoted into a separate tube and 20 µL of silica 
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suspension was added and mixed. The tubes were subjected to centrifugation at 8600 rpm for 30 s. 

The pellet was washed once with 1000 µL of wash buffer (5M GuSCN and 0.1 M Tris-HCl), once 

with 150 µL of wash buffer, twice with 150 µL of 75% ethanol and once with 150 µL of absolute 

ethanol. The silica suspension was dried at 58°C for 15 min. The DNA was eluted with 50 µL of EL 

buffer and incubated at 95°C for 5 min, and the solution was separated from the silica particles by 

centrifugation at 8600 rpm for 3 min. 

 

6. FIV/FeLV qPCR assays 

FeLV and FIV real-time PCR assays were performed in a total volume of 30 µL containing 3 

µL of 10x PCR buffer, 23 µL of H20 treated, 0.9 µL of MgCl2 (50 mM), 0.08 µL of deoxynucleotide 

triphosphate (2.1 mM), 0.04 µL of each primer (50 µM) and probe (25 µM), 0.6 µL of ROX, 0.20 µL 

of Taq DNA polymerase (5 U/µL) and 2 µL of DNA template. The reaction was carried out in a 

thermocycler program with an initial denaturing step of 95 °C for 3 min and 40 cycles of 95 °C for 

15 s, followed by annealing/extension at 60 °C for 60 s. RT-PCR results were considered categorically 

positive if below the reporting limit of Ct=38. All assays were carried out in a thermocycler Step One 

Plus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Norwalk, CT).  

Quantitative data were obtained using standard samples with pre-defined viral loads. FIV and 

FeLV virus concentrations were log10-transformed for analysis. The linear range was examined by 

plotting the data and comparing them to a line of equality. Correlation coefficient calculations and 

linear regression analyses were performed on scatter plots of log-transformed FIV and FeLV RNA 

levels using Microsoft Excel (Microsoft Corp., Redmond, WA, USA). 

 

7. Comparison between qPCRs and IC rapid tests 

The agreement between FIV and FeLV PCR and IC assays were evaluated by 2x2 contingency 

tables and calculated with Cohen's kappa (k) (Feuerman and Miller, 2005). 

 

Results  

1. FIV and FeLV qPCR assays implementation 

 Both qPCR assays were first implemented with the use of the gBlocks™ . The results 

demonstrated a range from less than 40 (1.6 log) to more than 400,000 (5.6 log) copies per reaction 

with excellent linearity (R2 = 0.9975 for FIV qPCR and R2 = 0.998 for FeLV qPCR) (Supplementary 

File 3).   

The limit of detection was also assessed using dilutions of the synthetic control. Two replicates 

of each dilution were subjected to the real-time PCR assay. In the real-time PCR analysis, the positive 
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signal was obtained with the synthetic control (150 bp). All samples with readable Ct showed a 

specific band of 131bp for FeLV and 164pb for FIV.  

In addition, seven samples were also used in a first attempt to detect and quantify FIV and 

FeLV by qPCRs. The results showed all the were negative for FIV, while four were positive for FeLV 

(with CTs 14.6, 16.2, 20.6 and 23.5). The viral loads of these four samples were also determined 

according the synthetic DNA standards: 10.1, 9.7, 8.4 and 6.4 log10 DNA copies / mL.  

  

2. FIV and FeLV proviral DNA detection in blood samples 

In the analyses of the 100 samples by qPCRs, the overall results demonstrated 18 and 52 FIV 

and FeLV positive samples, respectively. There were 38 blood samples negative for FIV and FeLV, 

10 positive for FIV and negative for FeLV, 44 positive for FeLV and negative for FIV and 8 positive 

for the two retroviruses (co-infections). 

All these qPCR detection data were compared with IC rapid tests results (Table 1).  

 

Table 1 – Comparative analysis of qPCR and IC rapid tests.  

FIV Rapid test 

PCR 

  + - Total 

+ 15 3 18 

- 3 79 82 

Total 18 82 100 

  

FeLV Rapid test 

PCR 

  + - Total 

+ 45 7 52 

- 20 28 48 

Total 65 35 100 

 

 

3. FIV and FeLV proviral DNA quantitation in blood samples 

All FIV and FeLV proviral DNA positive samples were also quantified according CT values 

and synthetic DNA standards used in the independent runs.  

In the FIV analyses, DNA proviral loads ranged from 2.9 (0.5 log10) to 4.466.614 (6.6 log10) 

copies / mL. In the FeLV analyses, it ranged from 0.2 (-0.6 log10) to 516.477.920 (8.7 log10) copies 

/ mL. 
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4. Comparison analysis of the detection and quantitation results  

In the FIV test, three samples (36, 38, 39) showed a positive result in the RT-PCR assay but 

showed a negative result in the rapid test. In the RT-PCR assay, these samples had a mean value of 

5.6 log10 of viral load (Figure 1A).  

In the FeLV test, seven samples (257, 103, 112, 253, 330, 335, 251) showed a positive result 

in the RT-PCR assay but showed a negative result in the rapid test. In the RT-PCR assay, these 

samples had a mean value of 0.8 of viral load (Figure 1B). 

 

Figure 1A - Viral load (log10) mean of the FIV positive samples RT-PCR. Three samples (red circle) 

were discordant, which is negative for the rapid test and 15 FeLV samples (blue square) were 

concordant, which is positive for the rapid test. 
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Figure 1B – Viral load (log10) mean of the FeLV positive samples RT-PCR. Seven samples (red 

circle) were discordant, which is negative for the rapid test and 45 FeLV samples (blue square) were 

concordant, which is positive for the rapid test. 

 

Discussion 

FIV and FeLV are two very concerning pathogens affecting domestic and wild cats 

worldwide. They cause feline syndromes resulting in opportunistic infections, neurological diseases 

and tumors (Hartmann, 2012; Hartmann, 2012; Sykes and Hartmann, 2013; Helfer-Hungerbuehler et 

al., 2015). Different diagnostic procedures are necessary to detect these retroviral infections as well 

as to determine viral loads for more definitive clinical prognostic (Hartmann and Hofmann-Lehmann, 

2020). 

The present study demonstrated the validation of qPCR assays for detection and quantitation 

of FIV and FeLV in domestic cats. First, in silico in-depth analyses of the available genomic 

sequences were carried out to ascertain the choice of primers and probes and to determine the 

amplification conditions for the developed PCRs. These analyses were fundamental for the analytical 

performance of the assays, allowing the identification of all FIV and FeLV lineages. After, both qPCR 

assays were implemented with synthetic DNA constructs. The experimental validation demonstrated 

a wide dynamic range of both assays. Finally, they were used for the detection and quantitation of 

these viruses in 100 blood samples from domestic cats.  

Overall, both qPCRs presented a good correlation with IC rapid tests (0.94 for FIV and 0.73 

for FeLV). Regarding FIV, only 15 resulted positive in the rapid test and qPCR. Most samples (n=79) 

were negative in both assays. Among the remaining 6 samples, three were positive in IC and negative 

in PCR, and other three negative in IC and positive in PCR. If IC is considered as the gold standard, 

the qPCR assay had a sensitivity of 83% and specificity of 96% with positive predictive values of 
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83% and negative predictive values of 96%. FIV-infected cats have low levels of proviral DNA and 

viral RNA during the long subclinical phase of infection, and some may even enter a stage of lentiviral 

latency (ie, undetectable plasma viral replication). Thus, although the PCR test can detect very low 

levels of DNA/RNA, it can still fail to detect infection by producing false-negative results in FIV-

infected cats (Westman et al., 2022). 

On oppose, FeLV was detected in 45 cats by both methods. And only 28 animals were 

negative by IC and qPCR. Among the remaining 27 samples, 20 (20%) were positive in IC rapid test 

results but negative PCR results, and 7 were negative in IC but positive in the qPCR. Thus, the qPCR 

had a sensitivity of 69% and specificity of 80%, with positive predictive values of 87% and negative 

predictive values of 58%. Similar findings were observed in previous studies (Beall et al., 2019; Beall 

et al., 2021). The divergent results in the case of FeLV can probably be explained by cats with 

regressive infections that are often recognized as having discordant test results (one positive and one 

negative). As regressive infections are related to lower amounts of p27 antigen and proviral DNA 

copy numbers compared to progressive infections, the discordant results between these two methods 

may be due to the biology of the disease and also the ability of these assays to produce a consistent 

result qualitative positive close to its limit of detection (Beall et al., 2021). The inclusion of RT-PCR 

for exFeLV showed that cats that were previously considered to have cleared FeLV infection 

contained proviral copies in their blood (Tandon et al., 2005; Beall et al., 2021). 

The kappa statistic was calculated to assess the level of agreement between the rapid test for 

detection of FIV antibody p24 and the qPCR assay targeting gag gene as well for the FeLV p27 

antigen and qPCR assay targeting U3 LTR. The FIV concordance analysis in the studies by Wang et 

al. (2010) was performed due to the need to verify the infection status of the animals, so all samples 

were submitted to the SNAP test for antibody detection. In PCR 61 (60%) of these samples were 

confirmed positive. The studies carried out by Tandon et al. (2005) performed an analysis of 

agreement based on the comparison of PCR assays with each other and with those of FeLV p27 

ELISA. Where they obtained a much stronger correlation result of FeLV p27 ELISA with plasma 

viral RNA load (rs = 0.83; p < 0.0001) than with proviral load (rs = 0.75; p < 0 .0001). A strong 

correlation was also found between viral and proviral loads in experimentally infected cats (rs = 0.84; 

p < 0.0001). They also evaluated the effectiveness of the assays on experimentally infected cats, 

which were positive by the p27 ELISA and therefore assumed that the animals were indeed infected. 

All cats in that study were positive for the FeLV provirus; loads ranged from 65 copies to 4.7 × 109 

copies per 106 white blood cells. Plasma viral RNA copy numbers in the same cats ranged from 

undetectable (3 out of 41 cats) to 2.4 × 1010 copies per ml of plasma. 

Due to the change between the stages of FeLV infection, a single test should not be seen as 

satisfactory in suspected cases. This diagnosis can vary considerably depending on the course of the 
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infection and the feline's health status. Results will be negative while the virus is not circulating 

(regressive infection or “latency”) and possibly positive in scenarios of progressive infection and 

regressive reactivated infection (secondary to stress or immunosuppression) (Hartmann; Hofmann-

Lehmann, 2020).  

 Our research, as well as previous studies, highlights the relevance of diagnostic PCR testing 

to define more accurate results of FIV infection and clarify the results of FeLV infection, allowing 

effective treatment of animals that initially tested negative for serological tests (Torres; Mathiason; 

Hoover, 2005; Cavalcante et al., 2018). 

Furthermore, it is important to note the retroviruses frequencies data. The prevalence of 

animals infected with FIV is at least 19% and FeLV 45% (positive for both assays). Previous studies 

carried out in Brazil show a prevalence ranging from 3-47% for these viruses (Coelho et al., 2008; 

Lacerda et al., 2017; Poffo et al., 2017; Teixeira et al., 2019; Ortega et al., 2020). More studies are 

necessary to evaluate the real epidemiological scenario in the South Brazil (Martins et al., 2008; de 

Almeida et al., 2012; Teixeira et al., 2019; Biezus et al., 2019). 

 

Conclusion  

The present study demonstrated the effective validation of methods for the detection and 

quantification of FIV and FeLV. The results obtained demonstrate a positive correlation with qPCRs 

and IC rapid tests. In addition, the assays enabled the detection of low and high loads of viral 

concentrations.  

 

Support / supplementary material 

Supplementary File 1: Data collected from the 100 cats used to validate the methods. 

Supplementary File 2: Dataset of 60 complete FIV genomes and 20 complete FeLV genomes. 

Supplementary File 3: Viral load analysis of positive samples. 
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5. Discussão geral 

 
Os retrovírus felinos FIV e FeLV são os agentes infecciosos que afetam gatos domésticos e 

silvestres no mundo todo (YAMAMOTO et al., 2010; HARTMANN, 2012; CHIU; HOOVER; 

VANDEWOUDE, 2018; BEALL et al., 2021). Assim como outros vírus de RNA, as sequências de 

nucleotídeos do RNA/DNA proviral e de aminoácidos das proteínas alteram constantemente 

(DOOLITTLE et al., 1989). A variabilidade genética dos retrovírus se dá em função de mutações 

pontuais devido à falta de atividade de leitura de prova da transcriptase reversa, e recombinação como 

consequência da mudança de modelo durante a transcrição reversa (CANO-ORTIZ et al., 2017). A 

segurança na detecção de vírus relevantes para o diagnóstico tem sido um receio que perdura há anos 

na área da virologia (MANI et al., 2021).   

Ao longo dos anos, avanços notáveis nas tecnologias de sequenciamento e análise de genoma 

que possibilitaram a criação de enormes conjuntos de dados (LAPPALAINEN et al., 2019). O uso 

dessas tecnologias para o estudo da biologia molecular proporciona uma ampla investigação sobre os 

genomas dos organismos (CHEN et al., 2017). A área do sequenciamento de DNA evoluiu 

rapidamente possibilitando que a sua capacidade aumente drasticamente e os gastos reduzam do 

mesmo modo. À proporção que o sequenciamento em escala genômica se tornou mais acessível tem 

havido transformações no padrão da genômica para o uso do sequenciamento rápido e de alto 

rendimento para estudos em larga escala. Esses avanços recentes na biologia do genoma, 

sequenciamento de genes e bioinformática estão possibilitando abordagens cada vez mais 

sistemáticas para o projeto de ensaios e possuem impacto direto em diversas áreas da medicina, 

evolução, biodiversidade e biotecnologia (LEVY, BOONE, 2019; ZULCH et al., 2020).  

Esses métodos genômicos têm a habilidade de realizar a identificação de forma mais 

abrangente. Apesar de ainda hoje existirem muitos desafios acerca dessas técnicas como a análise de 

bioinformática e a interpretação de grandes conjuntos de dados, elas têm se mostrado ferramentas 

cada vez mais relevantes e eficazes nos estudos para identificação rápida de surtos emergentes, 

triagens de vacinas e definição de diagnósticos precisos (CHIU, 2013).  

O sequenciamento de genes desempenha um papel fundamental na verificação de resultados 

de PCR e é usado para fornecer dados de sequência genética extremamente relevantes para estudos 

de análise filogenética (CROSSLEY et al., 2020). Através do aperfeiçoamento dessas técnicas de 

sequenciamento e ferramentas de alto rendimento, o número de sequências genômicas depositadas 

em bancos de dados como o GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) cresceu abundantemente. 

Dessa forma, houve um aumento exponencial de variantes e espécies, assim como sequências de 

patógenos recém-identificados de todo o mundo (VAN WEEZEP; KOOI; RIJN, 2019). 
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A análise de genomas facilita o desenvolvimento de diagnósticos baseados em PCR visando 

os elementos genômicos mais diversos e específicos. Apesar de, em alguns casos, os instrumentos 

disponíveis no momento possam fornecer desempenho igual ou superior, a análise sistemática de 

alvos em potencial propicia confiança de que os ensaios definidos representam as opções mais 

vantajosas disponíveis (ZULCH et al., 2020). 

A classificação filogenética de FIV realizado nesse estudo a partir das análises in silico das 

sequencias públicas do genoma completo e do gene env completo, depositadas no GenBank 

apresentou 12 eventos de recombinação com 19 sequências envolvidas nos dados WGS e um total de 

27 eventos de recombinação onde 49 sequências estavam envolvidas na análise do gene env. Nas 

análises de WGS foi possível relatar a presença de recombinação intrasubtipos, que consistem em 

recombinações entre um mesmo subtipo (A/A; B/B), e recombinação intersubtipos, que 

compreendem em recombinações que ocorrendo entre dois ou mais subtipos diferentes (A/B; A/C; 

B/D). Eventos de recombinação aumentam a taxa de evolução dos retrovírus e cria variantes de forma 

muito mais rápida e eficiente do que as mutações o que ocasiona a expansão exponencial da 

diversidade genética. Episódios dessa proporção contribuem para o aumento da eficiência do vírus 

(REGGETI, BIENZLE, 2004). Após a exclusão dos recombinantes as análises filogenéticas foram 

estabelecidas e foi possível observar a diferença genética evolutiva entre os gatos selvagens e 

domésticos pela formação de diferentes clados, e a formação de clusters para quase todos os subtipos 

de FIV já descritos (A, B, C, E, U, W). A avaliação filogenética de WGS e de genes (no caso de FIV 

e FeLV, os genes env, pol e gag) são muito importantes para verificar as linhagens circulantes de um 

local. Inicialmente o objetivo acerca do estudo era avaliar com base nas análises de filogenia das 

sequências disponíveis, a atual filogenia molecular global e a disseminação temporal de FIV. Mas 

com as poucas sequências de genoma completo e informações disponíveis não foi possível obter sinal 

temporal. Portanto, não foi viável a realização de avaliações evolutivas.  

O mesmo estudo não foi realizado com FeLV, pois se trata de um retrovírus mais complexo, 

que apresenta muitas variações e muitas recombinações com cepas endógenas, e com as ferramentas 

que possuímos não foi viável classificar e realizar estudos filogenéticos e evolutivos. 

O diagnóstico para detecção desses retrovírus ainda é geralmente realizado através da 

detecção de antígenos e anticorpos de FIV e FeLV em sangue total, soro ou plasma. Com o passar 

dos anos, os testes rápidos ou point-of-care (POC) baseados na imunomigração rápida (RIM) têm 

sido cada vez mais utilizados na rotina clínica devido à sua praticidade (LITTLE et al., 2020). A 

necessidade de reteste e comparação de técnicas em caso de testes de triagem positivos ou com 

resultados questionáveis é altamente recomendada para confirmação do resultado (LEVY et al., 2017; 

LITTLE et al., 2020; WESTMAN et al., 2022). Devido a isso, a detecção de DNA proviral ou RNA 

viral por meio de PCR tornou-se habitual e utilizada como teste adicional e confirmatório na rotina 
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laboratorial, principalmente porque os testes sorológicos não são mais tão precisos após a vacinação 

(WESTMAN et al., 2019). A respeito do FIV, é importante salientar que não existe vacina comercial 

no Brasil, logo, esse não é um problema que será encontrado no país.  

O diagnóstico por meio de PCR em tempo real tem sido amplamente utilizado para a detecção 

de patógenos em todo o mundo. Esta técnica pode ser altamente sensível e específica e é 

habitualmente desenvolvida para identificar as variantes de uma família, gênero ou espécie, sem a 

detecção de patógenos estreitamente relacionados e é considerada superior a outros métodos 

imunológicos. Além disso, possibilita a quantificação viral que é importante na análise de casos 

clínicos para maior esclarecimento da patogênese e desfecho das infecções (TANDON et al., 2008; 

HARTMANN, 2012; VAN WEEZEP; KOOI; RIJN, 2019; LACHAROJE; TECHANGAMSUWAN; 

CHAICANAWONGSAROJ, 2021).  

Estudos de diversidade genética das cepas circulantes são cruciais para o desenvolvimento de 

estratégias de imunização e para a produção e validação de testes diagnósticos, principalmente 

aqueles que se baseiam na detecção de material genético do vírus (MARTINS et al., 2018). Em vista 

disso, os alvos usados devem ser altamente conservados. Entretanto, devido à deriva genética, 

adaptação, evolução, e variantes de patógenos relacionados à infecção alvo, os patógenos podem 

apresentar imensa variabilidade genética podendo ocasionar resultados falsos negativos e positivos 

(VAN WEEZEP; KOOI; RIJN, 2019). Para a projeção eficaz de métodos de detecção de patógenos 

como os ensaios de PCR, é de grande relevância verificar de forma adequada, entre outros fatores, a 

especificidade do método. Essa avaliação deve ser realizada ao desenvolver o teste e para que exista 

garantia da eficácia do método, deve ser realizada vigilância constante, principalmente para 

patógenos de alta evolução. Análises dessa natureza podem ser demoradas e até inviáveis em 

laboratório devido à escassez de um acervo de cepas representativas. Contudo, essa avaliação pode 

ser realizada inicialmente através de uma análise in silico com o uso de dados de sequenciamento de 

genoma inteiro disponíveis publicamente e ferramentas de bioinformática apropriadas (GAND et al., 

2020).  

O estudo in silico, utilizado nessa pesquisa, consistiu basicamente, na análise de sequências 

correspondentes ou não, da sequência alvo a ser detectada pelo ensaio de PCR em um banco de dados 

de nucleotídeos. As sequências correspondentes possibilitam a verificação da sensibilidade do 

método (na detecção de todas as variantes), à medida que as sequências não correspondentes 

propiciam a especificidade in silico da técnica (realizando a detecção seletiva de variantes do 

respectivo grupo de patógenos). Essa abordagem tem se tornado uma função crescente devido ao 

rápido aumento de sequências genômicas disponibilizadas. Portanto, é relevante ressaltar a 

importância da análise in silico de ensaios já validados, a necessidade de vigilância genômica 

constante e se necessário, a reprojeção dos testes tendo em vista as sequências de variantes de novos 
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patógenos e/ou mutações, para a obtenção de diagnósticos eficazes, além de informações acuradas na 

detecção de variantes circulantes e (re) emergentes (VAN WEEZEP; KOOI; RIJN, 2019). O estudo 

realizado através das sequências por meio de ferramentas de bioinformáticas tem atestado cada vez 

mais a sua importância para que as etapas posteriores da validação do ensaio sejam bem sucedidas. 

A aplicação dessas ferramentas para FIV e FeLV são muito importantes dada a rapidez da evolução 

e recombinação viral desses patógenos que acabam resultando em novas variantes. 

Em resumo, é essencial a projeção de um conjunto de detecção que envolva todas as variantes 

em circulação. No caso desses retrovírus, novas informações sobre possíveis novos subtipos e 

subgrupos dentro desses subtipos tem sido relatado constantemente. O presente estudo demonstrou a 

efetiva validação de métodos para detecção e quantificação de FIV e FeLV. Os resultados obtidos 

demonstram uma correlação muito boa com os testes imunocromatográficos. Além disso, os ensaios 

possibilitaram a detecção de cargas baixas e altas de concentrações virais apresentando Cts variando 

entre 25,3-37,4 para FIV e entre 13,4-37,8 para FeLV. Ambos estudos reforçam a importância do 

sequenciamento do genoma, estudos de sequência e filogenia in silico e das práticas in silico como 

ferramentas fundamentais no desenho e padronização de ensaios de PCR, bem como para esclarecer 

a genética, e as variantes circulantes.  

Em vista de que essas retroviroses não possuem tratamento efetivo até o momento, fazendo 

com que sua terapia seja geralmente sintomática, torna-se relevante estudos dessa temática em virtude 

da ausência de cura, bem como para o melhor conhecimento do prognóstico e manejo de animais 

infectados, dado que as infecções apresentam carácter vitalício. 
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6. Conclusão e Perspectivas 

 

 
Nessa pesquisa foi possível verificar a fundo a importância da análise de sequências de 

genomas e o estudo da evolução e disseminação molecular de patógenos por meio de abordagens 

filogenéticas. Esses dados complementariam os estudos e a compreensão dos padrões evolutivos, 

fornecendo uma base útil para entender os mecanismos moleculares da transmissão, análise do 

surgimento de novas variantes, eficácia e produção de vacinas e ainda as abordagens mais efetivas 

em questão de diagnóstico e tratamento. Essa pesquisa também reforça a importância de estudos dessa 

temática, do sequenciamento do genoma e das práticas in silico como ferramentas fundamentais no 

desenho e padronização de ensaios de PCR. 

Entre as perspectivas desse projeto se encontram a realização do sequenciamento das amostras 

positivas de FIV visando mais estudos de abordagem filogenética e temporal, já que não foi possível 

anteriormente devido à escassez de sequências disponíveis, para maior esclarecimento da evolução 

molecular, subtipagem e auxiliar a melhor compreender a patogênese da doença. Efetuar também o 

sequenciamento de amostras positivas de FeLV buscando a possibilidade de realizar mais estudos 

acerca das recombinações complexas do vírus. Realizar estudos usando essas metodologias para 

análise filogenética e evolutiva in silico para outros patógenos de interesse. Realizar um estudo 

epidemiológico para verificar a ampla distribuição das retroviroses. E ainda, um acompanhamento 

das infecções regressivas e progressivas de FeLV e analisar a fundo os resultados de infecção e 

prognóstico com o auxílio da quantificação viral. 
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ANEXOS 

 

 

ANEXO I: Formulário e termo de autorização de coleta: 

 

Eu autorizo a coleta de sangue através de punção da jugular do felídeo sob minha tutoria para o projeto 

de Mestrado em Biotecnologia da Universidade de Caxias do Sul, da aluna Diezza Biondo, intitulado 

“ANÁLISES DE DIVERSIDADE GENÉTICA E PADRONIZAÇÃO DE DIAGNÓSTICO 

MOLECULAR PARA DETECÇÃO E QUANTIFICAÇÃO DE RETROVÍRUS FELINOS” sob 

coordenação dos Professores e Doutores Vagner Ricardo Lunge e Prof. Dr. André Felipe Streck. 

 

 

Ao tutor: 

Nome do Tutor: ________________________________ Contato do tutor: (___) ______________________ 

Identificação da ficha: _____________________ Clínica:_________________________________________ 

Nome do felino: ____________________________________ Raça: _____________________________ 

Idade:__________________   Sexo: (    ) Macho   (    )  Femêa 

Cidade:______________________________ Endereço:_______________________________________ 

Acesso à rua? _________________     Castração:  (    ) Sim   (    )  Não   (    )  Não sei 

Vacinado: (   ) Sim  (   ) Não   Qual vacina? (   ) Tríplice  (   ) Quádrupla  (   ) Quíntupla 

Testado para FIV e FeLV? _________  Resultado do teste (    ) FeLV +  (    ) FeLV -  (    ) FIV +  (    ) FIV -  

Reside com outros gatos? (    ) Sim  (    ) Não        Quantos? _____________________ 

Comportamento em relação aos outros indivíduos? (    ) Dócil   (    ) Agressivo 

Histórico de briga? (    ) Sim   (    ) Não  ___________________________ 

O animal já foi mordido ou mordeu outro gato? (    ) Sim   (    ) Não   

O animal já recebeu transfusão sanguínea?  (    ) Sim   (    ) Não 

Nascimento do felino:  (    ) Criadouro, clínica veterinária, agropecuária    (    ) Animal de rua 

(    ) Na casa onde vive   (    )  Em outro domicílio  

 

Ao veterinário: 

Estado de saúde do paciente: (    ) Saudável   (    ) Doente   (    ) Check-up   (    ) Castração    

Se doente, principais sinais clínicos encontrados:________________________________________________ 

_______________________________________________________________________________________ 

_______________________________________________________________________________________ 

Escore corporal do animal: (    ) Caquético   (    ) Magro   (    ) Normal   (    ) Sobre peso   (    ) Obeso 
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ANEXO II: Materiais Suplementares dos artigos. 

 

 

Material Suplementar do artigo I: 

 

 

Arquivo Suplementar: - Tabela 1: Conjunto de dados WGS de 60 sequências completas do genoma 

de FIV baixadas do Genbank; Tabela 2: conjunto de dados do gene env das 62 sequências completas 

de FIV; Tabela 3: Resultados das sequências WGS FIV recombinantes, posteriormente retiradas do 

estudo filogenético; Tabela 4: Resultados das sequências completas recombinantes do gene env FIV, 

posteriormente removidas do estudo filogenético. 

Link:  

https://docs.google.com/spreadsheets/d/1UGykLOx4Osc4rOgyjtbl0jHlW0r_p3iku60EdWy221g/edi

t?usp=share_link 

 

 

Material Suplementar do artigo II: 

 

Arquivo Suplementar 1: Dados das amostras coletadas dos 100 felinos utilizados para a validação dos 

métodos. 

Link:  

https://docs.google.com/spreadsheets/d/1AZno7eWf3LUbuJtT9OiZ9NpguG4Cvbsz4opBoqoeC4g/

edit?usp=sharing 

 

Arquivo Suplementar 2: Conjunto de dados dos 60 genomas completos de FIV e 20 genomas 

completos de FeLV. 

Link: 

https://docs.google.com/spreadsheets/d/1A99UVX2QBgjbm9y_eamwfuCLFxiUHjhaHRB_1AgRoJ

Q/edit?usp=sharing 

 

Arquivo Suplementar 3: Análise de carga viral de amostras positivas de FIV e FeLV. 

Link: 

https://docs.google.com/spreadsheets/d/1eltBbIYEvc9_Y1gTWAmCM-vL1NK-

uxEWmxuIjaL97DU/edit?usp=sharing 

 

https://docs.google.com/spreadsheets/d/1UGykLOx4Osc4rOgyjtbl0jHlW0r_p3iku60EdWy221g/edit?usp=share_link
https://docs.google.com/spreadsheets/d/1UGykLOx4Osc4rOgyjtbl0jHlW0r_p3iku60EdWy221g/edit?usp=share_link
https://docs.google.com/spreadsheets/d/1AZno7eWf3LUbuJtT9OiZ9NpguG4Cvbsz4opBoqoeC4g/edit?usp=sharing
https://docs.google.com/spreadsheets/d/1AZno7eWf3LUbuJtT9OiZ9NpguG4Cvbsz4opBoqoeC4g/edit?usp=sharing
https://docs.google.com/spreadsheets/d/1A99UVX2QBgjbm9y_eamwfuCLFxiUHjhaHRB_1AgRoJQ/edit?usp=sharing
https://docs.google.com/spreadsheets/d/1A99UVX2QBgjbm9y_eamwfuCLFxiUHjhaHRB_1AgRoJQ/edit?usp=sharing
https://docs.google.com/spreadsheets/d/1eltBbIYEvc9_Y1gTWAmCM-vL1NK-uxEWmxuIjaL97DU/edit?usp=sharing
https://docs.google.com/spreadsheets/d/1eltBbIYEvc9_Y1gTWAmCM-vL1NK-uxEWmxuIjaL97DU/edit?usp=sharing

