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Resumen

Se obtuvo suero, plasma y células mononucleares de 100 gatos clinicamente
sanos, los cuales se evaluaron (suero y plasma) mediante la técnica de ELISA
Indirecta (ELISAI) y Western blot (WB) utilizando como antigeno una proteina
recombinante gp70 (epitope p45) y el ADN de las células mononucleareas se
utiliz6 para detectar ADN proviral por la técnica de Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR). 82% de animales fueron seropositivos a ELISAi y 89% por
WB. De los sueros evaluados el 14% resultaron negativos y el 1% resultaron ser
discordantes entre las pruebas serologicas. La prueba de ELISAI mostré una
sensibilidad del 87%, con una especificidad de 88% y un valor kappa de 0.75 con
respecto al WB que se utilizd6 como prueba de referencia. La detecciéon de ADN
proviral a partir de células mononucleares de sangre periférica por PCR tuvo una
sensibilidad de 92%, una especificidad de 95% y un valor kappa de 0.89. Con
estos resultados se concluye que bajo las condiciones de este trabajo, la técnica
de PCR es adecuada para el diagnoéstico del FeLV. Los productos de la PCR
derivados de la amplificacion de dos regiones (pol y env) del virus de la Leucemia
Felina fueron secuenciados. El arbol filogenético para la region del gen pol ubico a
las 17 secuencias obtenidas con una alta homologia con secuencias descritas
dentro del grupo de retrovirus endégenos felinos y-8 y subgrupo recombinante
B/C. Las 38 secuencias del gen env se situaron como retrovirus enddgenos
mostrando alta homologia con el subgrupo endoégeno enFeLVGGAT,
enFeLVAAGG y CATFELV-P, sin embargo, las secuencias forman un grupo
completamente diferente a las reportadas a nivel mundial.

PALABRAS CLAVE: Western Blot, ELISA indirecta, PCR, pol, env, provirus, gp70.



ABSTRACT

Serum, plasma and peripheral blood mononuclear cells samples were collected
from 100 healthy cats, serum and plasma were evaluated by indirect ELISA
(ELISAI) and Western blot (WB) using as a protein a recombinant antigen gp70
(p45 epitope). Mononuclear cell DNA was used to detect proviral DNA by the
technique of Polymerase chain reaction (PCR).The test detected 82% of positive
animals to ELISAi and 89% to WB. Of the samples tested only 14% were
negative and 1% were found to be discordant serology. ELISAI test showed a
sensitivity of 87%, a specificity of 88 % and a kappa value of 0.75 with respect to
WB that was used as a gold standard. The detection of proviral DNA from
peripheral blood mononuclear cells by PCR had a sensitivity of 92 %, a
specificity of 95%, and a kappa value of 0.89. With these results we conclude
that the PCR technique is appropriate for diagnosis of FeLV in our conditions.
PCR products derived from amplification of two regions (pol and env) of FeLV
and were sequenced; the phylogenetic tree for the region of the pol gene found
that 17 sequences showed high homology to sequences described in the feline
endogenous retrovirus group y-8 and recombinant subgroup B/C. The 38
sequences of the env gene as endogenous retroviruses stood showing high
homology with the endogenous subgroup enFeLVGGAT, enFeLVAAGG and
CatFeLV-P, but was found a group particularly different to those reported.

KEYWORDS: Western blot, indirect ELISA, PCR, pol, env, provirus, gp70.
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1. INTRODUCCION

24,55 en el

Existen mas de 600 mil millébnes de gatos domésticos a nivel mundial,
presente trabajo no se encontr6 un dato exacto sobre la estimacion de la
poblacion felina en México, sin embargo en 2012 la poblacion calculada fue de 22
mil millones %" En 1964 se aislaron y describieron los primeros retrovirus en
felinos silvestres ™. A partir de estos aislamientos de retrovirus felinos de gatos
con linfosarcoma (LSA) se desarrollaron técnicas indirectas accesibles para su
identificacion; posteriormente en 1993 utilizando tejidos, liquidos y sangre se
establecieron técnicas como la inmunohistoquimica y PCR. El virus de la
Leucemia Felina es considerado como la causa principal de la mayoria de las
muertes relacionadas con enfermedad en los gatos y el responsable de diversos

56

sindromes clinicos Uno de estos sindromes se relaciona con anemia e

infecciones secundarias en los gatos, causadas por el efecto supresor del virus en

el sistema inmunoldgico,>

afectando primordialmente al linaje celular de los
linfocitos—macrofagos. Aproximadamente un tercio de todas las muertes
relacionadas con neoplasias en gatos estan relacionadas a la infeccién por FelLV
0 Por otro lado, los datos de seroprevalencia en gatos expuestos al FelLV en
diferentes regiones son muy variables. Varios paises de la Unién Europea ha
reportado datos de seroprevalencia de un 12-15% °°. En Espafia se ha descrito
seroprevalencia de 35.7% *° en Suiza de 39%, (que es mucho mayor a lo descrito
en otros paises), se encontrd un 47.5% de gatos infectados por FeLV?en Brasil
utilizando una PCR anidada , y una prevalencia de 12.5 y 20.3% respectivamente
819091 En EE.UU. y Canada la prevalencia es de 4 a 12.5% %*. La prevalencia esta
en alrededor de un 15% en Japén y es de 10% en Corea ® ’ en la India es de
15.8% y prevalencias bajas en felinos silvestres "". En Oceania y Africa no se

21

han publicado datos de seroprevalencias en felinos domésticos “*. En lugares

cerrados donde esta presente el virus de inmunodeficiencia felina y FelLV, este
72

ultimo tiene mayor impacto para permanecer en la poblacion. La tasa de
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mortalidad es de forma progresiva en infectados por FeLV en hogares con varios
gatos y se ha estimado en aproximadamente un 50% en los dos afios siguientes a

su infeccién y el 80% en tres afios *" **7

pero es mucho menor para los gatos
restringidos al hogar, lo que representa un factor importante en el control de la
enfermedad. Las diferencias en la prevalencia pueden ser explicadas debido a las

herramientas diagnésticas utilizadas en cada estudio °.

En México, mediante signos clinicos y hallazgos histopatolégicos se han realizado
descripciones de casos sospechosos de la infeccion por el virus de la Leucemia
Felina (FeLV). Adicionalmente, otros estudios realizados en el Distrito Federal,
Kanafany 2005 report6 30% de prevalencia en gatos enfermos evaluados
mediante pruebas comerciales de ELISA realizados en 3 laboratorios de la ciudad
de México ¥, de igual forma en el 2007 Fonseca evalué tejidos con LSA mediante
inmunohistoquimica ?’, encontrando 71.4% de positividad al FeLV. En otro estudio
realizado en el 2011 en Nayarit se encontré menos del 3% de seropositividad en
sangre entera utilizando pruebas comerciales 8. En México no se han realizado
reportes de aislamiento del virus de Leucemia Felina y el diagnéstico se basa
principalmente en la deteccion de antigeno soluble mediante pruebas comerciales
importadas y técnicas de inmunohistoquimica (8, 17, 27,39). En el afio 2011 Zagal
realiz6 un estudio preliminar en 87 gatos del Estado de México y el Distrito
Federal, en donde encontr6 una seroprevalencia de 61% mediante la técnica de
Western Blot (WB) y 48% de seropositividad utilizando una prueba de ELISA
indirecta casera (ELISAI). Posteriormente, en el 2012 Carrion evalué por la misma
técnica 100 muestras de suero de gatos, encontrando 85% de seropositividad con

la proteina gp70 del virus *2.



2. Etiologia

El virus de la Leucemia Felina pertenece a la familia Retroviridae, subfamilia
Orthoretrovirinae y al género Gammaretrovirus. Es un virus ARN de cadena
sencilla que presenta la enzima transcriptasa inversa, la cual le confiere la
capacidad de codificar ADN a partir de su ARN viral. Posee un genoma de un
tamafio aproximado de 9600 bases. El FeLV se puede encontrar como virus
exogeno, el cual es 100% infeccioso y transmisible generando enfermedad.
Mientras que por otro lado, los retrovirus de gatos denominados como enddégenos

6,7

(ERV) son defectuosos a nivel de replicacion viral se transmiten y son

heredados a la progenie a través de la infeccién interespecie, por lo que

€ Los retrovirus

representan una huella de infeccion antigua por retrovirus
enddgenos se clasifican en tres clases: I, Il y lll. Los ERV tipo | se relacionan
estrechamente con los géneros retrovirales gammaretrovirus y epsilonretrovirus,
los retrovirus enddgenos tipo Il se relacionan con los alfaretrovirus y betaretrovirus
y los retrovirus endégenos tipo Ill se relacionan con los spumaretrovirus “.La
posible recombinacion entre las diferentes clases de virus da lugar a un amplio
rango de hospederos *>**>3, No existe la generacién de viriones infecciosos dentro
del grupo de retrovirus endoégenos en los gatos, sin embargo, se han aislado un
subconjunto de provirus defectuosos que contienen los 3 genes estructurales del
FeLV (gag, env y LTR), con una alta expresion en lineas celulares de linfoma y en
una gran variedad de tejidos durante ciertos estadios de la enfermedad; tales
como condiciones autoinmunes y malignas % °**3. Ademés, existen provirus
defectuosos expresados en los tejidos linfociticos de gatos sanos y libres de
patdgenos especificos (SPF) °*. En general, una amplia diversidad de funciones se
han asignado a los ERV, mientras que en algunos ensayos inducen tolerancia

71-73

inmunologica , €N otros casos se cree que tienen un papel protector mediante

la interferencia del uso del receptor vinculado a la infeccién de las células 202242

gue conlleva a mutaciones en las secuencias virales del gen env y esto parece
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asociarse a la especificidad de la enfermedad, pero el modo en que la diversidad
genética del FeLV contribuye a la generacién de dichas variantes en la naturaleza
se encuentra escasamente estudiado >"*. Ademas, los retrovirus endégenos se

han integrado en el genoma de las células germinales >’

y constituyen el 10%
del genoma total del felino, se encuentran inactivos por el hecho de presentar
pérdidas y codones de paro asociados ®°. Por su capacidad de retrotransposicion y
recombinacion entre ellos, son una fuente importante de remodelacion genémica y
junto con otros retroelementos participan en la generacion de retrogenes y
retroseudogenes, que representan un sustrato de variabilidad fundamental para la
aparicion de nuevas estructuras y funciones ®. Puesto que su actividad responde
también a las condiciones ambientales, los cambios gendmicos generados por
ellos no son graduales, sino que aparecen en oleadas, de modo que se puede
producir una variedad fenotipica muy extensa en momentos evolutivos concretos,
coincidiendo con situaciones ambientales criticas. Algunos de estos ERV’'s son
capaces de transcribir proteinas relacionadas con la cubierta del virus que
bloquearian la entrada a otros retrovirus exégenos ***°. A la vista de esto, parece
clara la enorme importancia que los retrovirus han tenido en la variabilidad
genética de las diferentes especies animales y en su evolucién **%. La
recombinacién puede alterar la dinamica en la genética de los virus exégenos,
dando origen a nuevos agentes infecciosos que pueden resultar en virus
altamente patégenos ‘>’®. En el Cuadro 1 se aprecian los principales ERV's

descritos en el genoma de gatos.



Cuadro 1. Retrovirus endogenos identificados en gatos

Subtipo Caracteristicas Aislamiento
enFelLV 6-12 copias por célula Trastornos degenerativos y
AGTT haploide. proliferativos
(AY364319)
enFelLV 6-12 copias por célula Degenerativos y proliferativos
GGAG haploide.
(AY364318)
FA27 Recombinacion con sutipo By C
(M8998)
enFelLV A2 Co-expresion en cultivo con Relacion con subtipo T in vitro
KO células T.
(M25425)
RD114 15-20 copias por célula Relacion con subtipo FeLV C
(AF155060) haploide.

Existen diversos estudios sobre enFelLV situados dentro del genoma del gato e
identificados en librerias gendmicas mediante evaluacién con ensayos en las

regiones gag y po

Modificado de Jarret, 1999 &

| 44, 74,75

. Recientemente, se describi6 el subtipo FelLV-D

derivado sintético de la variante env ERV-DC 10 '°.




3. Organizacion gendmica del FeLV.

El virus posee tres genes principales gag, pol y env, el genoma se encuentra
flanqueado a los extremos por las LTRs (regiones terminales repetidas largas). El
gen gag (antigeno asociado a grupo) codifica la produccion de proteinas
estructurales asociadas con el ndcleo (pl5c, pl2, p27, pl0), el gen pol
(polimerasa) codifica las diferentes enzimas que intervienen en la replicacion e
integracion del genoma viral, mientras que el gen env (envoltura) codifica las
glicoproteinas de la envoltura, la glucoproteina de superficie (SU, gp70) y la
proteina de transmembrana (TM, gp15) “®. En las Figuras 1 y 2 se observa un

esquema con los principales componentes del virus %°.

Figura 1. Mapa genomico del FeLV

437pb 725pb

Genoma FelLV 1659pD0

R 999 pol [N I

5 U / 5
1 N
VRA

VRB

PRR
1000pb
TM: transmembrana VRA: regién variable A
PRR: region rica en prolina VRB: region variable B

Modificado de Yukari, Anai 2008. °°



Figura 2. Proteinas estructurales del virus de leucemia felina (FeLV).
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Modificado de Palmera, 2010.%
4. Subtipos del FeLV

FeLV-A suele ser altamente contagioso, de baja patogenicidad bajo ciertas
condiciones y se ha encontrado en todos los gatos infectados. Es restrictivo a un
solo hospedero y crece bien en lineas celulares ®®. En tanto que FelLV-B es
pobremente infeccioso, puede ser encontrado en 30-60% de los gatos infectados
pero solamente asociado con la presencia de FeLV-A ***%. Se ha descrito que
FeLV-C se asocia con anemia aplasica. Solo el 1% de los gatos es infectado por
el FeLV-C. Recientemente el subtipo FelLV-T, una variante del subtipo A con
tropismo hacia células T, genera un sindrome de inmunodeficiencia en los gatos

°3.67.74 "En el cuadro 2 se muestra la clasificacién de los subtipos de FeLV.



Cuadro 2. Retrovirus exdgenos del FelLV.

Subtipos de virus

Frecuencia de aislamiento en gatos

positivos a FeLV

Enfermedad relacionada

A 100% de los gatos virémicos Neoplasia hematopoyética,
experimentalmente puede
causar hemolisis

B Recombinacion con subgrupo A'y No es patdgeno solo; cuando se
enFelLV (Nakamura, 2010) en encuentra con A puede
alrededor de 50% de gatos con aumentar la virulencia

enfermedad neoplasica
C Mutacion en env de FeLV-A Anemia no regenerativa
Rara vez se aisla; tal vez replicaciéon
defectuosa
T Marcado caracter T-linfotropico. Induce inmunosupresion grave

Polani 2008, Yukari 2011.54%°




5. Andlisis filogenético.

Para estudiar mejor las relaciones genéticas que han tenido y tienen los virus
relacionados con la Leucemia Felina, es importante realizar filogenias
moleculares, las cuales se basan en la seleccion, amplificacion y secuenciacion de
regiones. Dichas secuencias son revisadas, alineadas en funciébn de sus
homologias y posteriormente analizadas bajo distintos métodos de reconstruccion
filogenética. El resultado del analisis bajo los distintos métodos de inferencia, es la
construccion de uno o mas arboles que representan las relaciones evolutivas, la
similitud y divergencia de las muestras analizadas. A partir de estos arboles, si el
muestreo taxondmico y de regiones ha sido adecuado, se pueden realizar
inferencias sobre las relaciones evolutivas de las especies y las distancias

genéticas °"".

Actualmente, las técnicas de biologia molecular son
imprescindibles para generar informacion que permite dilucidar las relaciones
entre organismos ® ®"%8 La filogenia se puede representar graficamente mediante
filogramas. Un filograma es un arbol filogenético elaborado como producto de un
andlisis de secuencias. La informacion esta dada por la longitud de las ramas. Los
nameros asociados con cada rama corresponden a un atributo de las secuencias,
tal como cantidad de cambio evolutivo. La topologia del arbol (patron de
ramificacion) y la longitud de la rama reflejan la distancia evolutiva entre las

secuencias.

6. Ciclo de replicacion

La entrada del FeLV en las células blanco se inicia por la interaccién de las
glucoproteinas retrovirales y posteriormente se produce la adsorcion del virus en
la superficie de la célula, la fusibn de la envoltura viral y la liberacién de la
nucleocapside con el ARN virico sucede en el citoplasma de la célula 2> 3¢ 43 8990,
La traduccién primaria de los productos derivados del gen de la envoltura (env)

son procesados a través de la escisidon proteolitica en 2 unidades funcionales: la
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proteina de superficie (SU; gp70) y la proteina transmembranaria (TM; pl5E)
#3639 E| 4cido nucleico del virus se transcribe a ADN virico, posterior a esta
transcripcion, el ARNm se traduce en poliproteinas que se cortan en proteinas
virales maduras antes del ensamble del virus "*"°. Durante la mitosis celular, las
células hijas heredan el provirus (ADN virico integrado) y se producen nuevas
particulas viricas. Después el ARN viral se incorpora en el ndcleo, se ensambla el
virion y sale de la célula por gemacion. Por lo general, las células infectadas no
son destruidas durante la replicacién viral *® ®®YFigura 3). La informacién
genética de los retrovirus es codificada por un genoma de ARN y la primera etapa
en el ciclo de replicacion viral implica copiar este genoma ARN en ADN. Este
proceso se lleva a cabo por la transcriptasa inversa, la enzima subvierte el flujo
normal de las células con la informacion genética del ADN al ARN hacia la
proteina. Una vez que un ADN copia del genoma de ARN se ha sintetizado,
asistido por una segunda enzima, la “integrasa”. Este provirus permanece en el
genoma de la célula para la duracién de la vida de la célula y en la division celular
el provirus se expresa conduciendo a la produccién de viriones y la eliminacion del
virus .Esta propiedad Unica de los retrovirus los hace tan dificiles de erradicar por
completo del huésped infectado o permanecer de forma "latente". La infeccion
puede persistir, por lo que el virus permanece integrado en el genoma de las
células. En consecuencia los gatos pueden albergar genoma proviral integrado,
pero no esta claro el papel para la diseminacion del virus infeccioso, los gatos
estan “protegidos” y evitan el desarrollo de viremia y por lo tanto de la enfermedad,
pero permanecen infectados. El virus emerge de la membrana de la célula
infectada y se somete a la fase final de la maduracion con la escisién del antigeno
del grupo PR65 (gag) precursor en la estructura madura de la matriz de proteinas
(p15), de la capside (p27) y de la nucleocapside (p10). La proteina de la capside
es abundante en el plasma de gatos con viremia y constituye el elemento de
identificacion en la mayoria de las pruebas comerciales para las clinicas. Sin
embargo, su utilidad como un marcador de diagndstico para FeLV en gatos con
viremia so6lo es posible porque los gatos no parecen responder serolégicamente a

la proteina, una observacion que ha llevado a la interrogante de que los gatos
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pueden ser en gran medida inmunolégicamente tolerantes a la p27 a través de la
exposicion a la forma enddgena expresada por gag. A medida que los viriones
adquieren la envoltura de la glucoproteina env, que comprende la superficie y la
transmembrana (Figuras 2 y 3).El objetivo de los anticuerpos neutralizantes en los
gatos es un componente esencial de las vacunas contra el FelLV, un vacuna
recombinante expresada en bacterias de gp70 es el Unico componente de una

vacuna de sub-unidad altamente eficaz "*.

Figura 3. Ciclo de replicacion del FeLV
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o
Tomado de Willet; Hosie, 2013.%*

6.1 Transmisién

El FeLV se transmite principalmente por saliva, lo que permite diseminarse debido

al acicalamiento mutuo entre gatos o al compartir comederos y bebederos, aunque

también puede producirse a través de mordeduras. El contacto social estrecho y

prolongado entre gatos también favorece la transmision. Los gatos virémicos

excretan millones de particulas virales de forma constante en la saliva en

ocasiones la concentracién suele ser méas alta que en el plasma 9 2°:89%,
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Otra forma de transmision puede ocurrir por secrecion nasal, lagrimal, por leche,
heces, semen, secreciones vaginales y placenta, ademas, el compartir arenero,
contacto sexual y la lactancia son otras posibles formas de contagio. La
transmision por estornudo o tos es poco frecuente. Se han detectado particulas
virales a las 3-6 semanas postinfeccién en la saliva, heces y orina. La pulga del
gato (Ctenocephalides felis) es considerada una fuente potencial de transmision.
Estudios in vitro han demostrado que la pulga puede transmitir el virus por
picadura de un gato virémico a uno sano ?>%!. Se ha detectado ARN del virus tanto
en la pulga como en sus heces. Adicionalmente se puede producir la transmision
iatrogénica por uso de material contaminado o por transfusiones de sangre. La
transmision de la madre a sus crias de forma vertical es posible a través de la
placenta y posterior al parto, mediante el lamido o la leche. El virus puede

21, 24,25

atravesar la placenta y producir reabsorcion fetal y/o aborto; en gatitos

neonatos se presentara debilidad y muerte posparto. Hasta un 20% de los gatos

infectados por sus madres sobrevivirdn y serén virémicos persistentes 2% 242935

79,94.

La transmisién puede suceder en gatas infectadas (ELISA negativa) ya que la
reactivacion puede ocurrir durante la gestacion y quedar el virus latente
exclusivamente en la glandula mamaria. Es posible que los gatitos nacidos de
gatas infectadas, tengan resultados negativos en las pruebas de deteccion de
antigeno viral al nacer, pero en cuanto el virus comience a replicarse, después de
unas semanas o0 meses, se podra detectar el antigeno viral en sangre. Por lo
tanto, si la madre o los gatitos estan infectados, la familia entera debera
considerarse como infectada y debera mantenerse aislada de otros gatos hasta

diagnosticarse adecuadamente 38,

6.2 Factores de riesgo en la transmision del FeLV.

La infeccion por el FeLV no muestra una predileccion por raza, se ha observado
una mayor prevalencia en los machos la cual se relaciona con sus habitos. La

edad es otro factor en el que se encuentran diferencias en la susceptibilidad a la
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infeccion, siendo mas alta en gatos jévenes menores de 2 afios de edad, se cree
que esta susceptibilidad esté relacionada con el nUmero de receptores celulares
los cuales disminuyen a medida que el gato se hace adulto, lo que hace mas dificil
que la infeccién se produzca ?* 23, Se ha encontrado una prevalencia mayor en
gatos que salen al exterior de su lugar de residencia y en gatos sociables, ya que
el virus requiere un contacto directo para la transmision eficaz. Cada vez es menor
en Europa y E.E.U.U lo cual esta relacionado al aumento en la vacunacion y el

control con pruebas de laboratorio % ?%%2,

7. Patogenia

La replicacion inicial ocurre en tejidos de la orofaringe, especificamente en
linfocitos y macrofagos tonsilares. En aquellos gatos donde la respuesta inmune
(RI) no es adecuada, el virus se disemina mediante los linfocitos y monocitos
infectados en la sangre, desde la oro faringe hasta el timo, bazo, linfonodos, y
glandulas salivales donde se replica, esta es la fase virémica. El ciclo inicial de
replicacion ocurre entre las 3-16 semanas, pero en algunos casos puede durar
hasta un afio *® Figura 4.

La fase de viremia ocurre pocos dias después de la infeccién y se observaran
signos clinicos inespecificos como depresién, fiebre y anorexia. La duracion de los
signos es variable dependiendo del estado inmunoldgico del gato, la dosis virica y

la presencia de enfermedades concurrentes 2.
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Figura 4. Patogenia de la infeccion del FeLV
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Modificado de Hoffman-Lehmann, 1995, %

Se cree que en la presentacion de cuadros neurolégicos pueden estar implicadas
nuevas variantes neurotrépicas, mas adaptadas a las células del sistema nervioso
y que incluye la participaciéon de la glucoproteina de envoltura gp70, la cual
presenta un caracter marcadamente neurotoxico, al aumentar las concentraciones

de calcio intracelular en las neuronas que infecta >%°1°3>%,
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7.1 Oncogénesis

El FeLV al ser un virus oncogénico se relaciona con la generacion de diversos
tumores en los gatos como leucemia y linfoma *°. Se han descrito 2 mecanismos
por los cuales se pueden producir neoplasias. El primero es la induccién de
oncogenes celulares y el segundo por adquisicion de oncogenes por
recombinacién con material genético celular y la formacion de virus recombinantes
como el subtipo B de FeLV y FeSV (Virus del Sarcoma Felino). Los oncogenes
mas habitualmente implicados en los linfomas por el FeLV son el c-myc, flvi-1, flvi-
2 (que contiene el bmi-1), fit-1, pim-1 y flit-1 2> 3¢9,

La patogenicidad del virus se debe principalmente a factores ligados a sus LTR’s
ya que son potentes factores de transcripcion capaces de activar los genes
adyacentes a las regiones donde se inserta el provirus. Esta accion al parecer se
frena en presencia de los anticuerpos ANTI-FOCMA que reconocen este antigeno
alterado que se expresa en las células neoplasicas o transformadas por FelLV,

aunque aun no esta del todo claro el papel protector de estos anticuerpos 23244>

45.

8. Respuesta Inmune

Una vez que el gato es infectado por el virus de la Leucemia Felina, el inicio de
una respuesta inmune antiviral es orquestado por los Linfocitos T cooperadores
(LTh). Dependiendo de la via de entrada del virus en el organismo, se modulara la
concentracion de los antigenos derivados de la Rl y la afinidad de los péptidos
derivados de estos antigenos por el CMH y el TCR. Se han descrito 2 perfiles de
respuesta: la respuesta Thl y la respuesta Th2. Tras haber reconocido el péptido
viral como extrafio, el linfocito Th se diferenciard hacia un perfil de respuesta Thl,
produciendo interferén gamma (IFN-y), factor de necrosis tumoral beta (TNF- ) e
interleucina 2 (IL-2); o hacia un perfil Th2 produciendo IL- 4, 5, 6, 9y 10 ®*. En el
caso de Thl se estimulara la diferenciacion de los precursores de los linfocitos T
citotoxicos (Pre-LTc) a LTc maduros. Si la respuesta es Th2, se produciran
linfocitos B que se diferenciaran a plasmocitos y a la produccién de anticuerpos -
6272 | os complejos CMH-I/péptido son reconocidos por linfocitos T que junto a su

TCR coexpresan moléculas CD8+ (fundamentalmente LTc). Este reconocimiento
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induce una respuesta citolitica que lleva a la lisis de la célula presentadora del
péptido (célula blanco) *® 3! Los complejos CMH-II/péptido son reconocidos por
linfocitos T que expresan moléculas CD4+ (fundamentalmente LTh) lo que activa
la produccién y la liberacién al medio de citocinas 2 %%%%.

Los anticuerpos que se producen inicialmente frente a la infeccion se dirigen
contra proteinas de la envoltura viral (entre ellas la gp70) y posteriormente se
producen anticuerpos contra la capside (gp27), siendo éstos los mas importantes
ya que son neutralizantes y capaces de bloquear la entrada del virus a la célula,
impidiendo la unién de las glucoproteinas viricas a los receptores celulares. Se ha
detectado formacion de complejos inmunes circulantes en gatos infectados que
podrian contribuir a las lesiones y signos clinicos que se observan en las
enfermedades inmunomediadas asociadas a la infeccién "%, La inmadurez de la
respuesta celular podria explicar la mayor susceptibilidad de los gatos en el primer
afio de vida %"

Los principales tipos de respuesta inmune en la practica clinica que se presentan

en un gato con infeccién por el FeLV %2 son los siguientes:

Gato inmunocompetente (infeccion abortiva). La respuesta inmune humoral y
celular del hospedador cuando es efectiva y duradera (20-30% de los casos), la
infeccion quedara restringida a la cavidad oronasal y el virus no se diseminara
sistémicamente. Por lo cual nunca se llegard a determinar mediante pruebas
serolégicas °® %061,

Gato regresor (virémico transitorio). En un 30-40% de los casos, la viremia puede
durar menos de 3 semanas, se denomina viremia transitoria. Sera contagioso para
otros de su especie, pero finalmente serd capaz de eliminar la viremia y la
infeccion. Hasta en un 10% de estos gatos, con técnicas diagnosticas mas
sensibles como la PCR de ADN/ARN en sangre, es posible encontrar provirus
integrado en linfocitos o monoacitos circulantes 2 %6,

Gato virémico persistente (30%). La viremia persistente dura mas de 3

semanas. Y generalmente el gato ya no sera capaz de eliminar la infeccion. El
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virus podréa infectar las células de la médula 6sea (MO). Los jévenes o
2,9,10

inmunodeprimidos tienen un mayor riesgo de desarrollar este tipo de viremia
Gato discordante o infeccidn atipica (5-10%). Son infecciones que no siguen el
patron tipico de la patogenia por el FeLV. El virus no se replica en sangre ni en
MO y permanece latente, provocando resultados discordantes o alternantes en
pruebas por ELISA. El virus puede mantenerse exclusivamente en algun érgano
como vejiga, ojos y tejidos glandulares, por una RI parcialmente eficaz ®"°.

Gato portador latente en médula ésea. Algunos gatos son capaces de eliminar
el virus de la sangre, pero no de la MO; la base molecular de la latencia es la
integracion de una copia del genoma viral (provirus) en los cromosomas del ADN
celular, donde se mantiene como provirus durante toda la vida de esta célula. Es
posible que lineas celulares completas de la MO contengan ADN proviral del
FeLV, pero este ADN no se transcribe o traduce en proteinas y no se producen
particulas virales infecciosas. Por lo tanto, solo en esa etapa no son infecciosos

para otros gatos % 343

Durante las infecciones latentes, al no producirse
particulas viricas no se observan signos clinicos, pero excepcionalmente el
provirus (mediante las secuencias LTR’s del genoma) puede interrumpir e
inactivar genes de las células infectadas y provocar mielodisplasias o la formacion
de neoplasias hematopoyéticas **°°. Solo mediante biopsia de MO se puede
detectar este tipo de infeccién. En algunos estudios se ha observado que el estado
de latencia ocurre tanto en gatos vacunados como en no vacunados con posterior

exposicion al FeLV %493,

En alrededor del 30% de los gatos infectados con el FeLV la expresion virica
puede revertir y progresar a la infeccién hasta acabar en la muerte del animal ¢,
El subtipo FeLV-T en combinacién con el subtipo FeLV-A puede producir una
marcada inmunosupresion, al infectar tanto los linfocitos TCD4+, TCD8+ y
linfocitos B en sangre, linfonodos y granulocitos. Esta diseminacion virica masiva
puede comprometer la Rl de una forma muy severa, provocando un sindrome de
inmunodeficiencia adquirida >%°°.
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9. Signos clinicos

Los cuadros clinicos que se observan en la infeccion por FeLV son variables y
dependen del subtipo genético infeccioso, por lo que es posible que los gatos
presenten inmunosupresion, trastornos hematopoyéticos y una amplia variedad de
alteraciones neoplasicas > * 3> %91 | o5 diferentes trastornos observados en la
infeccion por FelLV se pueden dividir en 4 grupos principales, los cuales se

muestran en la Figura 5 .

Figura 5. Signos clinicos principales relacionados a la infecciéon con el FeLV
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Modificado de O'Brien, 2012.%
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En promedio un 20% de los gatos con infeccion persistente por el FelLV
desarrollan neoplasias linfoproliferativas (linfomas y leucemias linfociticas) o
mieloproliferativas. Algunos estudios han demostrado que un numero significativo
de gatos (mas de 25%) con linfoma y serolégicamente negativos al FelLV, resulta
positivo a PCR a partir de ADN derivado del tejido neoplésico, lo que demuestra
una infeccién latente. Por lo tanto, en gatos sin replicacion viral activa, no se
puede descartar el papel del virus en la formacién de neoplasias %' 39!, Otros
cuadros clinicos que se pueden presentar son los relacionados con alteraciones
en la reproduccion, neurologicas, oculares, osteocondromas, neuroblastomas,
linfadenopatias, gingivoestomatitis, enteritis, enterocolitis, sindrome del gatito

apagado y afecciones cutaneas * >**

10. Diagnéstico

Los signos clinicos, las alteraciones hematolégicas y los largos periodos
subclinicos en los gatos que acompafian a la infeccibn por el FeLV son
insuficientes para un diagnostico certero de la infeccion. Por consiguiente, es
necesario recurrir a diversas técnicas diagndsticas para confirmar la infeccion.
Ademas, el FeLV puede permanecer en latencia en la MO o en algin 6rgano o
tejido, dificultando el diagnéstico > **2. Los métodos utilizados para reconocer las
infecciones pueden clasificarse en directos e indirectos, segun persigan
demostrar la presencia del virus o de alguno de sus constituyentes (antigeno,
genoma viral) o bien la respuesta de anticuerpos especificos por parte del

huésped en el curso de la infeccién .

Las técnicas utilizadas en el diagnéstico se basan en pruebas seroldgicas que
identifican componentes especificos, en especial proteinas antigénicas *® %%’ En
algunas infecciones virales es posible detectar la presencia de antigenos virales
previos al desarrollo de la seroconversion, siendo este hecho la Unica evidencia de
la exposicion al virus cuando no existe aumento de anticuerpos circulantes (gatos
inmunodeprimidos). De igual forma, la deteccion del genoma viral puede favorecer

la precocidad del diagnéstico viral y su confirmacion. En la dltima década se han
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desarrollado una serie de técnicas para el diagndstico viral basadas en la
deteccion de acidos nucleicos  *°. Entre estas técnicas se encuentra la Reaccion
en Cadena de la Polimerasa (PCR), la cual ha sido la mas utlizada. En la
actualidad, la tendencia en el diagnéstico virolégico consiste en emplear nuevas y
mas sensibles tecnologias de deteccién de antigenos y de &cidos nucleicos, con el
propdsito de lograr un diagnéstico viral mas rapido > En las técnicas
inmunodiagnadsticas es indispensable determinar sensibilidad y especificidad que
permiten realizar inferencias a partir de los resultados y nos permiten establecer la
confiabilidad de la prueba de diagnéstico. La sensibilidad determina los

verdaderos positivos y la especificidad determina los verdaderos negativos #2434,

10.1 Métodos directos

Al identificar antigenos permite diagnosticar la infeccion activa, utilizando técnicas
como ELISA directa cuyo fundamento se basa en la deteccion de una o varias

fracciones del virus °

Aislamiento viral. Representa la técnica estandar de referencia, sin embargo, la

infraestructura necesaria y el tiempo de obtencién es muy largo y laborioso *°.

Amplificacion de acidos nucleicos virales mediante PCR. Tiene una sensibilidad
elevada y detecta ADN proviral, permitiendo obtener grandes cantidades de una
secuencia de ADN a partir de un numero reducido de moléculas. La deteccién
permite determinar la infeccién de forma definitiva **8. En el cuadro 3 se muestran
los diferentes tipos de PCR que se pueden realizar para diagnésticar la infeccion
por el FeLV.

-20 -



Cuadro 3. Variantes de la técnica de PCR para el diagnoéstico del FeLV

TECNICAS DE PCR

PCR anidada Amplifica el ADN de una 12 PCR en una

22 fase

Copias de cADN. Utiliza la enzima
RT-PCR retrotranscriptasa a partir de ARNRNA

viral

_ Cuantitativa. Deteccion y cuantificacion
PCRq o Tiempo real .
del provirus.

Tomado de Jarret, Cattori 2007. &
La detecciéon de ADN proviral mediante la técnica de PCR en los linfocitos de
sangre periférica permite el diagnostico de la infeccion por el FelLV, en los casos
gue no existe viremia, pero no siempre significa que el gato vaya a desarrollar
alguna enfermedad asociada al virus. Esta técnica es especialmente Gtil en el caso
de infeccion latente en la MO, donde no existe replicacién virica, o en los casos en
los que existe en muy poca cantidad. Si el gato presenta una infeccion latente y no
es virémico, las muestras de MO, y aspirados de linfonodo y de neoplasias son las
mas indicadas para realizar esta técnica de PCR, ya que dan resultados mas
fiables que las muestras de sangre °* °% > Otra variante de la técnica de PCR
es la PCRqg o en tiempo real, se emplea para la cuantificacion y deteccién de
secuencias genéticas blanco. Este método posee la ventaja de la cuantificacion
viral del ADN de entrada, la utilizacién de bajas cantidades de ADN, la evaluacion
rapida de innumerables muestras y el bajo riesgo de contaminacién. Algunos

% pero

ensayos de PCR cuantitativa para el FeLV se encuentran disponibles
tienen sus limitaciones por ejemplo; no reconocen todos los subtipos o secuencias
del FeLV %2267,

-21 -




Microscopia electrénica. Hace posible observar la morfologia de los viriones
presentes en muestras clinicas, sin embargo, para el diagnéstico del FeLV no es

frecuente su uso .

10.2 Métodos indirectos

Son aquellos que reconocen la respuesta inmune (humoral o celular) por parte del
huésped, mediante la deteccién y produccién de anticuerpos especificos 3¢ 3987,
En el curso de una infeccion varian las poblaciones de anticuerpos frente al
agente infectante ***>*’, En una primera fase la clase predominante suele ser IgM,
mientras que con el transcurso del tiempo las IgM disminuyen hasta desaparecer o
guedar a baja concentracién residual, y en cambio, aumentan las IgG. La
basqueda de anticuerpos clase IgM es de utilidad para hacer diagndstico de
infecciones recientes * > >,

Deteccibn de anticuerpos: determina la presencia de las diferentes
inmunoglobulinas presentes en suero mediante la técnica de ELISA indirecta. La
prueba de ensayo inmunoadsorbente ligado a enzimas se basa en la utilizacion de
anticuerpos que han sido unidos a enzimas, los cuales al ponerse en contacto con
un sustrato para detectar la reaccion antigeno-anticuerpo por medio de un método
visual (diferencias en la coloracion) o por mediciéon de la densidad 6ptica. Se ha
descrito el uso para esta prueba en proteinas recombinantes de la cépside y

transmembrana *°.

Algunos estudios han demostrado que los gatos infectados por el FeLV dan

positivo a antigeno mediante ELISA directo a partir de los 28 dias posinfeccién 3¢
91,94

Inmunofluorescencia indirecta. Esta técnica requiere solo de 2-4 horas y se ha
reportado una sensibilidad del 70-80% comparada con el aislamiento del virus en

cultivos celulares 2°2*,
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Western blot (WB). Se basa en la separacion electroforética de proteinas virales
son posteriormente inmovilizadas en un papel de nitrocelulosa con el objeto de
determinar la presencia de anticuerpos especificos contra cada una de esas
proteinas 3" 3849,

Radioinmunoensayo (RIA). Tiene una buena sensibilidad y especificidad, pero la
aparicion de los métodos inmunoenzimaticos (EIA) como el ELISA; tienen la
ventaja de un mayor tiempo de conservacion de los reactivos, su costo
relativamente mas bajo y la ausencia de residuos radioactivos, con lo que han
reemplazado las técnicas de RIA en la mayor parte de los casos de deteccién de

antigeno viral* >3,

En el cuadro 4 se resumen las técnicas diagnosticas (métodos directos e
indirectos) mas comunes para deteccion de la infeccion por el FelLV, las cuales se
basan en la deteccién de antigeno y anticuerpos, mediante el uso de suero y/o
plasma, también en la deteccién de acido nucleico integrado o bien el aislamiento
del virus™,

Cuadro 4. Técnicas de diagnéstico para detectar | infeccién por el FeLV °.

Pruebas Diagnésticas Deteccidn Muestras
ELISA p27 Suero, Plasma,
Lagrimas o Saliva.
Inmunofluorescencia p27 Granulocitos.
Titulacién de Anti-gp70 y Suero o Plasma.
anti-FOCMA

anticuerpos

En general las pruebas comerciales detectan antigeno viral y no anticuerpos, por
lo tanto, no interfiere con el diagnéstico en gatos vacunados **°"° Los resultados
discordantes son resultados conflictivos obtenidos entre las diferentes pruebas,

comunmente entre las pruebas seroldgicas (deteccién de anticuerpos) y las que
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detectan el &cido nucleico (deteccion del material genético del virus). Las
discordancias pueden producirse como consecuencia de la etapa de infeccion, en
infecciones latentes o por las mismas limitaciones de cada técnica diagnéstica
38.

11. Tratamiento

Hasta el dia de hoy no existe un tratamiento curativo para la enfermedad de
Leucemia Felina. Solo se pueden usar alternativas que aumenten la calidad y
esperanza de vida. Es importante instaurar un tratamiento de soporte adecuado en
cuanto se observen signos clinicos de enfermedad concomitante. En gatos
infectados con el FeLV que presentan anemia no regenerativa, la transfusion de
sangre serd una parte muy importante del tratamiento, la mayoria de los gatos
responde después de la primera transfusién 8 %61,

La administracion de eritropoyetina (EPO) puede ser util en algunos casos,
aunque en la mayoria de los gatos con anemias secundarias por el FelLV, la
concentracion de EPO supera los valores normales y también aumenta el nUmero
de plaquetas y megacariocitos. En algunos casos, la administracion ayuda a la
resolucion de la anemia, sin embargo, en el 25-30% de los gatos se desarrollan
anticuerpos contra la EPO, por lo que habra que valorar los posibles beneficios
antes de la administracion ©’.

El uso del interferon omega Q, e interferones tipo | (IFN) dada su actividad antiviral
no especifica, participan en la mayoria de los mecanismos de defensa innatos
contra infecciones virales. Su administracion se ha propuesto para el tratamiento
de varias enfermedades virales e inmunomediadas como una terapia
inmunomoduladora. En estudios diversos se demuestra que puede mejorar
drasticamente la condiciéon clinica de los gatos infectados e inducir la mejora de

los pardmetros hematolégicos .

12. Prevencién y control
Experimentalmente se ha demostrado que los gatitos susceptibles podrian estar
protegidos contra la infeccion del FeLV, teniendo titulos elevados de anticuerpos

IgG, IgM, citocinas e interferon frente al virus. La mayoria de los gatos que
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superan una viremia del FelLV, posteriormente presentan elevados titulos de
anticuerpos neutralizantes. Ademas, se ha observado que los linfocitos T
citotéxicos in vitro, disminuyen la carga viral en los gatos virémicos °® "+ Las
variaciones geogréficas en la frecuencia del FeLV pueden tener influencia sobre la
decision de vacunar contra el FeLV. En algunos paises europeos, el FeLV ha sido
ampliamente erradicado, pudiendo existir considerables variaciones locales en su
abundancia entre los distintos paises donde el virus sigue siendo un tema de
preocupacion sanitaria. En caso de duda, el FeLV debe incluirse en el programa
de vacunacién >"*°. Las vacunas eficaces suponen una muy buena proteccion
frente a la infeccidbn mortal, y los beneficios para la mayor parte de los gatos
superan considerablemente cualquier riesgo de efectos secundarios. Sera
necesaria la vacunacion en los casos donde la posibilidad de una exposicion
futura al FeLV no pueda rechazarse por completo '3, Se recomienda iniciar la

primovacunacion mediante 2 dosis vacunales:

La primera dosis a gatitos de 16 semanas de edad. La segunda dosis de 18
semanas de edad. Se recomienda vacunar al afio de la primovacunacion, con una
dosis Unica y posteriormente revacunar anualmente si el gato vive en un ambiente
de riesgo >”. A diferencia de otras vacunas, no se ha determinado la eficacia de
una sola vacuna contra FeLV. Por tanto, el valor de vacunacion frente a FelLV es
cuestionable si solo se puede administrar una dosis, como en los programas de

captura-castracion-liberacion de gatos silvestres 2°.

Es muy importante examinar a los gatos frente a FelLV, antes de la vacunacion
inicial y realizar segunda prueba, a los 2 meses, ya que existe un periodo de
incubacién para que la viremia de FelV, sea detectable en sangre *°.

La duracién de la inmunidad depende de factores como el estado inmune del gato,
el entorno en el que habita y la presion infecciosa del ambiente. Estos parametros
pueden ser dificiles de evaluar para cada gato. La vacunacion frente a FelLV
debera realizarse en felinos con un riesgo potencial a la exposicion del virus. La

prevalencia de FelLV en cada region geografica también influira a la hora de
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decidir si se vacuna frente a FeLV 2%

Hay que tomar en cuenta que las
circunstancias bajo las que viven los gatos pueden cambiar rapidamente, haciendo
gue un animal que no estaba anteriormente bajo riesgo de infeccion por FelLV se
encuentre ante una posible exposicion. La vacunacion de los gatitos es muy
recomendable, ya que tienen mas probabilidades de desarrollar infecciones

progresivas que los adultos en caso de exposicién 4%,

Los gatos infectados antes de la vacunacion no obtienen ningun beneficio al
vacunarlos frente a FeLV. Esta no cambia el estado de portador a la capacidad de
infectar otros gatos o al desarrollo de la enfermedad en gatos infectados
previamente. En el caso de la vacunaciéon en gatos infectados con FIV, deben ser
vacunados si viven en un ambiente de riesgo o si salen al exterior (18-20). En
gatos con la enfermedad subclinica, la revacunacion deberd hacerse de forma
mas frecuente en felinos negativos a FIV, ya que la duracion de la inmunidad
puede ser menor. En el caso de gatos inmunocomprometidos o con enfermedades
cronicas en un proceso de reactivacion de la enfermedad no deben ser
vacunados, si la enfermedad permanece estable, y tienen riesgo de ser infectados
por FeLV, deben vacunarse ** >%,

No se recomienda la vacunaciéon en gatos en tratamiento con corticoesteroides o

inmunosupresivo ya que interferirdn o suprimiran una correcta respuesta inmune>°

En el manejo de los gatos infectados por FeLV deberan esterilizarse y evitar que
salgan al exterior, para prevenir un posible contagio de otras enfermedades, a la
vez que evitamos el contagio de FelLV a otros gatos **?*. Se deben tomar en
cuenta medidas de prevencién y cuidado integral posterior al diagnostico de
infeccion por el virus: aislamiento, esterilizacion, plan de revision, cirugia y
hospitalizacion si lo requiriera, vacunacion y desparasitacion %%,

Las vacunas disponibles hoy en dia para prevenir la infeccion del FeLV en México,
son recombinantes y de subunidades. Las mejoras que se buscan en las vacunas
para el FeLV se basan en incrementar la inmunidad local para mucosas, disminuir

la replicacion virica en caso de infeccion y disminuir el riesgo de desarrollar
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75,76

latencia en los gatos vacunados En el cuadro 5 se describen las

caracteristicas y tipos de vacunas que se han desarrollado para el FeLV.

Cuadro 5. Tipos de vacunas desarrolladas para proteger contra la

infeccion por el FelLV.

) . Son vacunas que utilizan virus
Vacunas inactivadas _ .
inactivado.

_ Constituidas por proteinas virales
Vacunas de subunidades N
purificadas.

Son vacunas en las que el vector
viral, permite la expresion de los
_ genes viricos en el hospedador y
Recombinantes o de ADN o
y se expresan en la superficie de
las células infectadas unidas al

CMH-1.

No se utilizan hoy en dia, son

_ _ vacunas con virus atenuado y
Vacunas de virus activo atenuado . ) .
pueden revertir a su virulencia en

el hospedador.

Tomado de Palmera, 2010.%’

Los estudios disponibles utilizan vias de inoculacion distintas a las de la infeccidn
natural. No es factible evaluar la proteccion frente a otras cepas que no sean la
que esta incluida en la vacuna. Ademas, no existe una correlacién clara entre
concentracion de anticuerpos detectados y grado de proteccion, aunque exista
seroconversion semanas después de exponer el virus patdégeno a gatos

vacunados ">7®
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13. JUSTIFICACION

En México no se tiene informaciéon y datos fehacientes de la incidencia y
prevalencia de la infeccion y/o enfermedad de FeLV. Asi mismo se desconocen los
genotipos virales existentes que estan relacionados con la infeccion en los gatos
domésticos. El diagndstico se realiza utilizando pruebas comerciales importadas,
las cuales detectan antigeno a partir de muestras de sangre completa, suero,
plasma y saliva. La constante poblacion de felinos demanda opciones de
diagnéstico a enfermedades. Por lo que es necesario generar mayor informacion
para mejorar las técnicas y conocer la genética viral con el fin de valorar las

vacunas existentes.
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14. HIPOTESIS

El uso de herramientas moleculares permite detectar un mayor numero de
animales infectados en comparacion con técnicas seroldgicas. Adicionalmente, se

puede identificar las variantes genéticas del virus de FelLV.

14.1 OBJETIVOS GENERALES

Detectar la presencia del virus de Leucemia viral felina en células mononucleares
de gatos clinicamente sanos utilizando la técnica de PCR y valorar su eficacia de

deteccion de la infeccion correlaciondndola con pruebas serolégicas.

Ubicar filogenéticamente las secuencias obtenidas por PCR.

14.2 Objetivos ParticularesDisefiar iniciadores que se unan a regiones
especificas de los genes pol y env del FeLV

Estandarizar y validar la prueba de PCR para detectar ADN proviral apartir de

células mononucleares de gatos clinicamente sanos.

Evaluar la sensibilidad, especificidad y valor kappa de la técnica de PCR con

respecto a técnicas seroldgicas (ELISA indirecta y Western Blot).

Realizar analisis filogenético de los productos amplificados obtenidos mediante
PCR.

-29 -



13. METODOLOGIA

13.1 Poblacion de estudio. El presente trabajo fue realizado en el Laboratorio de
Virologia, Genética y Biologia Molecular, en la Facultad de Estudios Superiores
Cuautitin UNAM Campo 4. La coleccion de muestras se realizd durante el
periodo de enero del 2012 a enero del 2013.

Una poblacion de 100 gatos con caracteristicas heterogéneas fue el grupo de
estudio. Las muestras fueron obtenidas en colaboracion con clinicas veterinarias
particulares (12), el hospital de pequeiias especies de la FESC (5) y de gatos
directamente remitidos al laboratorio (83). Los gatos al momento del muestreo no
presentaron signos clinicos sugestivos de la infeccion por el virus de Leucemia
Felina y se generd un expediente clinico de forma individual, sin embargo durante

el periodo de muestreo 14 gatos de la poblacién manifestaron signos clinicos.

13.2 CICUAE. La propuesta de estudio fue evaluada por el Comité interno de uso
y cuidados para los animales de experimentacion de la FESC, siendo aprobado
con la clave C13_06.

13.3 Muestras: La obtencion de muestras de suero y plasma fue a partir de la
coleccién de sangre por venopunciéon de la vena radial o yugular, utilizando tubos
al vacio sin aditivo (Venoject Il Plain clot activator disc®) y tubos con EDTA como
anticoagulante (K2 EDTA 7.2 mg) (BD Vacutainer®). Para la separacion del suero
o plasma de las muestras de sangre se utilizdé una centrifuga marca Rolco, Modelo
MS-6R, en donde se colocaron los tubos con sangre y fueron centrifugados a 1000
g durante 15 minutos y posteriormente se obtuvo el sobrenadante
correspondiente, las muestras fueron conservadasen tubos Eppendorf estériles a -

20°C hasta su uso posterior.
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13.4 Obtencién de células mononucleares de sangre periférica. A partir de las
muestras de sangre colectadas en tubos con anticoagulante fueron separadas las
células mononucleares (CMN). Las muestras fueron rotuladas y almacenadas en

tubos Eppendorf estériles con PBS a -20°C hasta su uso posterior.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

13.5 Disefio de iniciadores. Para el disefio de los iniciadores a utilizar en la
PCR, se usaron los programas bioinformaticos BioEdit ** y Primer3 input
(version 0.4.0), ”" y secuencias nucleotidicas de genomas completos del FeLV
disponibles en la base de datos del GeneBank con los siguientes niumeros de
acceso: ABO06732 (FeLV 33, Japon), AFO52723 (FeLV Rickard Subgroup A,
USA), M18247 (FelLV Subgroup A, FelLV-FAIDS USA), AY364318 (FeLV Al
endogenous FelLV-AGTT, USA), AY364319 (FeLV A2 endogenous FelLV-
GGAG, USA) y AB672613 (clone pJ7E2 Japdn). Para asegurar la
amplificacion de la mayor cantidad de muestras con regiones variables en la
zona donde se unirian los iniciadores, estos fueron disefiados utilizando
posiciones degeneradas y ademas, se tomé en cuenta en el disefio que los

iniciadores se ubicaran en los genes representativos del genoma del virus

Cuadro 6. Caracteristicas de los iniciadores disefiados para

unirse alos genes de env y pol del FeLV

Nombre del ] ) Producto
o Secuencia Longitud ™
iniciador esperado
MARenv Fw
TAYTGGGCCTGTAACAYG 19 pb 60.2°C
FelLV env 508
MAR env Rv pb
CGCTGTTTTAGTCTTTCTCTTA 22 pb 57.1°C
FeLV
Fw pol FeLV | GCYAMCCRTTATTRGGDAGAGA 22 pb pol 790 59.3°C
Rv pol FeLV CCAGCAAGAGGTCATCTACA 20 pb pb 60.4°C
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13.6 Extraccion de ADN: Para la obtencion de ADN proviral a partir de CMN, se
utilizé el kit comercial Favorprep de FAVORGEN® siguiendo las instrucciones del
proveedor. La cuantificacion de ADN obtenida se realizé con un espectrofotométro
(Eppendorf®) y las muestras se conservaron en tubos Eppendorf estériles a 4°C

hasta su uso.

13.7 Estandarizacion de la técnica de PCR. La estandarizacion se establecio
para los dos pares de iniciadores especificos disefiados para unirse a los genes
pol y env del FeLV. La mezcla de reaccion para las PCRs fueron: Buffer 1X
(Invitrogen®), 1.5 mM de MgCl, (inVitrogen®), 225 pM de DNTP’s (MP
Thermoscientific®), 600 nm de cada iniciador (Operon®), 0.04 U/uL de taq
platinum polimerasa (inVitrogen®) y 1000 ng de ADN por reaccién, en un volumen
final de 30 pL. Las condiciones de las PCRs fueron: una desnaturalizacion inicial
de 94°C por 5 minutos, seguido por 45 ciclos a 94°C por 1 minuto, alineamiento a
54°C por 60 segundos (gen env) o 55°C por 45 segundos (gen pol) y una
extension a 72°C por 50 segundos, con un paso final de extensién a 72°C durante

10 minutos.
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13.8 Visualizacion de productos amplificados. La visualizacién de los productos
amplificados se realizo por electroforesis en una camara horizontal en geles de
agarosa al 1.5% con solucibn amortiguadora TAE (Tris Base 121 g Sigma
Aldrich®, acido acético glacial 28.55 mL Sigma Aldrich® y EDTA 0.5 M pH 8 Life
Technologies® USA) tefiidos con 6 ulL de bromuro de etidio a una concentracion
de 10 mg/mL (Gibco BRL ultrapure Life Technologies® UK). Se utilizO un
marcador de 100 pares de bases (pb) (DNA Ladder 100 pb New England Biolabs
Technologies UK®) para determinar el tamafio de los productos de PCR. Estos
productos de PCR fueron separados a 85 volts durante 1 hora y 20 minutos, en
una fuente de poder marca Biorad® y visualizados en un transiluminador (Upland)
y la imagen fue capturada en un fotodocumentador (MiniBISPro DNR CSI product
supplies® USA). La mezcla restante (27 uL) de PCR conservada a 4°C. Se envio

al servicio de secuenciacion para su posterior analisis filogenético.

13.9 Secuenciacion. Los productos de la PCR positivos fueron enviados a la
Unidad de Biotecnologia y Prototipos de la UNAM FES-Iztacala, departamento de
Bioquimica Molecular. Se utilizé6 un secuenciador Modelo 3130xI Genetic analyzer
de 16 capilares. Se emplearon ambos primers de cada PCR para realizar la

secuenciacion.

Andlisis Filogenético. Las secuencias nucleotidicas fueron editadas, alineadas y
analizadas con el programa BioEdit *°. El arbol filogenético fue construido con el

5 4286 con la distancia

método Maximum Likelihood utilizando el programa MEGA
de Tamura-Nej Gamma. La confianza estadistica de la topologia fue asegurada
con valores de bootstrap de 1000 repeticiones. Nodos con valores de bootstraps
arriba de 50 (500) fueron considerados 2 2% 32 656668

Técnicas seroldgicas. Para valorar la eficacia de las técnicas seroldgicas
disefiadas y estandarizadas para el presente trabajo se evaluaron muestras
pareadas de suero y plasma de cada gato, mediante la técnica de Elisa

Indirecta (ELISAI y Western blot WB).
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Western blot. Para realizar esta técnica se utilizé la metodologia descrita
previamente por Zagal, 2011 y Carredn, 2012 con ligeras modificaciones. Se
utilizé un antigeno vacunal que contiene la glucoproteina gp70 recombinante,
el antigeno vacunal fue separado por electroforesis en geles de poliacrilamida
en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) y posteriormente transferido a
membranas de nitrocelulosa. La membrana inicialmente fue bloqueada con
leche libre de grasas (Blotting grade blocker non fat dry-milk Biorad
Laboratories®) durante 24 horas a 4°C. Enseguida fue lavada y cortada en
tiras de 3 mm de ancho y colocadas en soportes con divisiones para procesar
de forma individual las muestras de suero o plasma. Dichas muestras fueron
diluidas 1:50 en buffer de dilucion (Anexo 2) e incubada 1 hora a 37°C en
agitacion. Posteriormente, fueron lavadas 4 veces con PBS-Tween durante 5
minutos en cada ocasion. Al término de los lavados se agregé el anticuerpo
anti 1lgG de gato acoplado a peroxidasa (Life Technologies ® Alemania) a una
dilucion de 1:1000 en buffer de dilucién y se incub6é 1 hora a 37°C en
agitacion. Finalmente se repitidé el proceso de lavado descrito y se agrego el
substrato de la enzima (diaminobencidina al 0.05% Sigma Aldrich ® Suiza),
revelando bandas de color ocre, correspondiente a la gp70 en caso de

resultados positivos.

Técnica de Elisa indirecta. Se utilizaron placas de poliestireno de 96 pozos
(Nunc C Maxisorp®UK) previamente sensibilizadas con una concentracién 1
pug/pozo de antigeno vacunal gp70. Se siguidé la metodologia descrita por
Carrién, 2012, con ligeras modificaciones.®® Se realiz6 el bloqueo de los sitios
de unién no cubiertos por el antigeno vacunal con un buffer de bloqueo que
contenia un 1% de suero porcino (Anexo 2), se lavo la placa y se colocé el
anticuerpo primario (suero o plasma) y el anticuerpo secundario (anti IgG de
gato acoplado a peroxidasa) diluido 1:20 y 1:5000 respectivamente e
incubados por 1 hora a 37°C. El revelado se realizo utilizando como sustrato
OPD (Sigma Aldrich® 2 mg UK) y se incubé en oscuridad durante 20 minutos.
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Posteriormente, se realizo la lectura a una longitud de onda de 490 nm en un

lector de ELISA (Awarness Technology INC® USA).
Analisis estadistico.

Andlisis de Varianza (ANDEVA). La evaluacién de la técnica de ELISAI
estandarizada fue utilizando estadistica paramétrica y analisis de varianza,
(coeficiente de Pearson), estableciendo un valor de p+0.05. Un valor de p menor
de 0.05 indicaria una diferencia significativa que valida el modelo entre la
poblacion total de muestras analizadas, por tanto, las diferencias observadas entre
las muestras de suero o plasma de gatos analizadas y agrupadas por edad se
deben a la variacion intrinseca del muestreo **”’. La linea de corte de la prueba se
establecio a partir del promedio de la densidad Optica de 4 sueros controles
negativos en WB adicionandole tres desviaciones estandar al primer valor. De tal
forma que el resultado de la densidad éptica de cada suero se dividio entre la linea

de corte para determinar su valor final.

Sensibilidad, especificidad e indice Kappa. Se utilizé el paquete estadistico Win
Episcope 2.0 para calcular los valores de sensibilidad, especificidad e indice
kappa, tomando como estandar de referencia la técnica de WB. Una prueba de
diagndstico es altamente sensible y especifica si es capaz de identificar a todos
los individuos enfermos y sanos como tal. La sensibilidad nos indica la capacidad
de nuestro estimador para dar como casos positivos los casos realmente
enfermos; proporcion de enfermos correctamente identificados. Es decir,la
sensibilidad caracteriza la capacidad de la prueba para detectar la enfermedad en
sujetos enfermos, mientras que la especificidad nos indica la capacidad de nuestro
estimador para dar como casos negativos los casos realmente sanos; proporcion
de sanos correctamente identificados. Es decir, la especificidad caracteriza la
capacidad de la prueba para detectar la ausencia de la enfermedad en sujetos
sanos.
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Para establecer la concordancia entre pruebas se tom6 como referencia la
descripcion hecha por Landis y Koch. El valor k puede variar entre 0 y 1, por tanto,
cuando se obtiene un valor k de 0 se considera una concordancia "pobre" entre
pruebas, valores k entre 0-0.2 se consideran con una "ligera" concordancia,
valores k entre 0.21-0.40 se consideran como una “moderada" concordancia,
valores k de 0.41-0.60 como una "buena", concordancia, valores k de 0.61-0.80 se
consideran que tienen una concordancia "sustancial "y valores Kk de 0.81-0.99

indica una "concordancia casi perfecta” 2>2%°7,
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15.RESULTADOS

15.1 Poblacion de estudio. Las caracteristicas de la poblaciéon de estudio
analizadas se estructuraron de la siguiente forma: el 58% fueron machos y el 42%
hembras; el intervalo etario fue: 40% de los gatos menores de 1 afio, 40% entre 1-
5 afios, 6% entre 6-9 afios, 8% entre 10-12 afios y 6% de gatos mayores de 13
afnos. El 4% fueron vacunados contra el virus de Leucemia Felina, mientras que el
96% no estaban vacunados. Respecto a la ubicacion geografica, el 58% de las
muestras provenian de gatos que habitan el Distrito Federal, mientras que el 42%
fueron de gatos provenientes del Estado de México.

15.1 Serologia

15.2ELISA Indirecta. Los resultados obtenidos en las muestras pareadas de
suero (Figura 7) y plasma fueron muy similares, detectando un 82% de muestras

positivas y un 18% de muestras negativas.
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Figura 7. Animales con anticuerpos especificos contra la proteina gp70 del
FeLV evaluados en la técnica de ELISAI utilizando suero
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15.3 Western Blot. Los resultados obtenidos en la técnica de WB de las muestras
pareadas de suero (Figura 8) y plasma resultaron muy parecidos a los obtenidos
por ELISAI, detectando un 89% de muestras positivas y un 11% de muestras

negativas.

Figura 8. Animales con anticuerpos especificos contra la proteina gp70 del
FeLV evaluados en la técnica de WB utilizando suero
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En las tiras de nitrocelulosa fue posible revelar la glucoproteina gp70 como una
banda de color ocre utilizando suero y plasma proveniente de los gatos de estudio
(Figura 9).

15.4Western Blot y ELISAI. Se realiz6 una comparacién entre las pruebas
serolégicas desarrolladas. Se obtuvo una deteccion ligeramente mayor de gatos

seropositivos en la técnica de WB (Figura 9).

Figura 9. Reactividad de las muestras de suero evaluadas por la técnica de

WB utilizando la proteina gp70 del FeLV

Carrill, 2 y 3: sueros con resultados negativos; Carril 4, 5y 6: sueros con

resultados positivos; ultimo carril, marcador de peso molecular.
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Figura 10. Comparacion de la eficacia de deteccion entre las técnicas
serolégicas (ELISAiI y WB) utilizando suero o plasma de gatos como fuente

de anticuerpos frente a la gp70 del FeLV.
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WB S: Western blot suero ELISAI S: Elisa indirecta suero

WB P: Western blot plasma ELISAI P: ELISA indirect plasma

En ambas técnicas seroldgicas utilizadas, resultdé con 85% de seropositivos,
obtenida con el uso de suero o plasma en la poblacion total de gatos evaluados.
Esta reactividad fue concordante en el 85% de las muestras con resultado positivo
y en 14% de las muestras con resultado negativo, sin embargo, se encontrd un 1%
de muestras discordantes, lo cual se define como muestras con resultados

diferentes entre las 2 técnicas (Figura 11).
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Figura 11. Resultados obtenidos en las pruebas (ELISAI/WB) que identifican
anticuerpos (ELISAI/WB) contra la gp70 del FeLV, de la poblacion total de

gatos evaluados

negativos discordantes
14% 1%

Cuadro 6.1 Comparacion de las pruebas ELISAiI y Western blot.

PRUEBAS MUESTRAS SEROPOSITIVOS

WB () ELISA (- 8 | 99%

WB (-) ELISA (+
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Los resultados obtenidos de 94 animales no vacunados mostraron que el 33%
resultaron seropositivos (Figural2).

Figura 12. Resultados obtenidos del total de gatos de la poblacion de estudio
frente a la reactividad a gp70 del FeLV (Western Blot) con respecto a la

vacunacion.
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15.5 Prevalencia de FeLV en la poblacion de estudio

La seroprevalencia al FeLV en los gatos evaluados en las dos técnicas serologicas
fue de 70% y 30% para el caso del Distrito Federal y el Estado de Mexico

respectivamente (Figura 13).

Figura 13. Seroprevalencia del FeLV utilizando pruebas serolégicas

(ELISAiI/WB) en gatos del Estado de México y Distrito Federal.
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17.7 Reaccién en cadena de la polimerasa. Se estandarizo la técnica de PCR
utilizando como molde ADN proviral derivado de células mononucleares de sangre
periférica de gatos. Se disefiaron PCRs para amplificar dos regiones genéticas
(pol y env) del FeLV. Los productos positivos amplificaron bandas de un tamafo
de 790 y 509 nucledtidos para el gen pol y env respectivamente (Figura 14). Del
total de las 100 muestras de ADN evaluadas por PCR se obtuvo en un 83% de
ellas resultados positivos para al menos una de las dos PCRs utilizadas. En el gen
env se obtuvieron 76 muestras positivas mientras que para el gen pol 54 muestras

fueron positivas (Figura 15).

Figura 14. Deteccion de ADN proviral en células mononucleares de gatos por
PCR mostrando los productos de amplificacion obtenidos para dos regiones

genéticas (env y pol) del FeLV.
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positivo; G2,G3,G4,G5 y G6: muestras de gatos infectados.
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Figura 15. Resultados obtenidos en las PCRs disefiadas en dos regiones
genéticas (pol y env) del FeLV en una poblacion de 100 muestras de gatos

evaluados.
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Se determiné el estado de salud en la poblacion de gatos de estudio, dividiéndola
en dos grupos: gatos clinicamente sanos y gatos enfermos (Figura 16). Tomando
en cuenta los resultados obtenidos en las pruebas serolégicas y de PCR, se
establecio para el grupo de gatos enfermos que en el 87% se detectdé ADN proviral
del FeLV y en el 80% presento anticuerpos contra la gp70 del FeLV (Figura 16).

En la figura 17 se presenta la poblacion de gatos de estudio distribuidos con
respecto al intervalo etario y los resultados obtenidos utilizando las técnicas
serologicas (ELISAiI y WB) y de deteccidon por PCR. Se observa que la mayor parte
de la poblacién seropositiva y con presencia de provirus se ubica en el intervalo de

edad de 1-3 afios.
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Figura 17. Resultados serologicos y de PCR de los gatos evaluados

en las diferentes edades

B3 Seropositivos
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Distribucion por edades

Respecto a los hallazgos seroldgicos y de deteccion de provirus del FelLV
sobresalen en la poblacion de estudio, que tanto en las hembras como en los
machos con una mayor frecuencia de acceso al exterior por semana, se
incrementa la frecuencia de deteccion de individuos seropositivos e infectados con
el FeLV (Figura 18).
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Figura 18. Correlaciéon entre la seroprevalenciay la presencia de
provirus del FeLV con respecto a la frecuencia semanal de acceso al

exterior de los gatos.
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Se determinaron los valores de sensibilidad, especificidad e indice kappa
respecto a la técnica de Western Blot (estandar de referencia) encontrando que
estos 3 valores fueron mayores para la PCR y mostrando que dicha técnica fue
capaz de detectar un mayor nimero de animales infectados por el FelLV. La
concordancia obtenida fue “casi perfecta” para la técnica de PCR y para la técnica

de ELISAI tuvo una concordancia “sustancial (Cuadro 7).
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Cuadro 7. Sensibilidad, especificidad y concordancia
(Kappa) obtenidos para las técnicas de ELISAiI y PCR en gatos

clinicamente sanos.

Valores ELISAI PCR
Sensibilidad 87% 92%
Especificidad 88% 95%
indice kappa 0.75 0.89

El andlisis estadistico generado a partir del registro de datos en la poblacién de
estudio y su correlacion con los factores de riesgo muestran que el género y la
frecuencia de acceso al exterior, presenta una (p<0.0010), indicando diferencia
estadistica significativa, demostrando que ambas caracteristicas son
determinantes para la seropositividad e infeccion por el FeLV en gatos con mayor
frecuencia de acceso semanal al exterior. En el cuadro 9 se aprecia que si el
namero de gatos en conjunto es mayor a 5 la tendencia a presentar
seropositividad es marcada sin embargo la diferencia no es notoria respecto a los
gue se encuentran aislados (0) pero la seropositividad al FeLV continua presente.
Existe una correlacién clara y estadisticamente significativa respecto a la
seropositividad e infeccién al FeLV y los factores de riesgos presentados como

muestra el Cuadro 20.

La determinacién del nUmero de animales que conviven entre si, mostré que la
seropositividad e infeccion al FeLV es mayor en gatos que conviven en una
poblacién con mas de 6 animales en conjunto, mostrando una significancia

estadistica importante (Cuadro 9).
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Cuadro 8. Resultados obtenidos en la poblacién de gatos de estudio que se
muestran por rango etario, sexo, acceso al exterior, ubicacion geografica,

raza y su correlacion con la seropositividad y deteccion de provirus al FeLV

Edad Total de gatos Seropositivos Provirus (+)
<1 afio 41 15 (37%) 21 (51%)
1-3 afios 35 31 (88%) 15 (43%)
4-8 afos 18 5 (27%) 14 (77%)
9-12 afios 4 4 (100%) 2 (50%)
>13 afios 2 2 (100%) 1 (50%)
Género p> 0.05t
Macho(intacto) 41 35 (85%) 25 (61%)
Macho (castrado) 6 2(33%) 3 (50%)
Hembra(intacta) 43 38(88%) 28 (65%)
Hembra(castrada) 10 9 (90%) 3 (30%)
Acceso al exterior
(bor semana) (n=63) p> 0.05t P< 0.05%
1 dia 6 3 (50%) 2 (33%)
2 dias 7 6 (90%) 3 (43%)
5 dias 13 4(31%) 8 (62%)
Diario 30 29(90%) 15 (50%)
Desconocido 44 1(14%) 3 (43%)
Estado de México 42 30 (71%) 22 (52%)
Distrito Federal 58 17 (29%) 38 (65%)
Raza Pura 4 1 (25%) 2 (50%)
(Angora,siames,azul ruso)
Sin raza 96 76 (79%) 87 (89%)
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Cuadro 9. Numero de gatos en convivencia en un mismo habitat de la

poblacion total de estudio en correlacién con la seropositividad y deteccion
de ADN proviral del FeLV.

Numero de gatos

Numero de gatos

Seropositivos al

Deteccion de

con los que FelLV provirus

convive
18 0 12 (66%) 11 (61%)
20 1 9 (45%) 10(50%)
9 3 5 (55%) 4(44.4%)
16 5 12 (75%) 11(69%)
37 mas de 5 33 (89%) * 25%(68%)

* p<0.0011 Significancia estadistica/ IC 95% Sero+:1.245-12.845 IC 95% PCR+: 0.345-8.794
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15.6Anédlisis filogenético. A partir de las secuencias nucleotidicas
obtenidas de los productos amplificados de PCR en los genes pol y env.
Las secuencias se visualizaron utilizando el programa Chromas,
obteniendo un total de 53 secuencias de las cuales 38 fueron de la
region del gen env y 15 de la region del gen pol. Las secuencias fueron
analizadas y editadas en el programa Bioedit. Los arboles filogenéticos
fueron construidos utilizando el programa MEGA 5.2 utilizando el
método de maxima verosimilitud con 1000 bootstraps de confianza
estadistica entre las secuencias, ademéas se utilizaron diferentes
secuencias de referencia reportadas en la base de datos internacional
(GeneBank) las cuales fueron: a) retrovirus exégenos FelLV_E5.14,
FeLV-FAIDS, FeLV_T, Rickard A, FelLV_Glasgow, FelLV-C_Sarma,
Japén_Clona 33, pJ7E2, b) retrovirus endégenos. Anexo 1 Cuadro
20.
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Cuadro 10. Secuencias nucleotidicas de la regién env
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CUADRO 12. Secuencias nucleotidicas de la region pol
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Adicionalmente para la construccion del arbol utlizando las secuencias

I
L
=
=
=

nucleotidicas generadas de la region env se tom6é como referencia las secuencias
clasificadas en el trabajo realizado por Watanabe et al 2013, el cual agrupa
secuencias de la region env del virus de FeLV en 3 genotipos (I, Il y Ill), dentro de
los cuales el genotipo | y Il incluye secuencias descritas solo en Japén y el
genotipo 1l incluye secuencias descritas en otros trabajos tanto de retrovirus
enddégenos como exdgenos. Las 38 secuencias obtenidas en el presente trabajo
conformaron un grupo diferente a los 3 genotipos descritos por Watanabe (I, Il y
[ll) y se asociaron a los genotipos enddgenos enFelLV GGAG, enFelLV AGTT y
CAT FeLVP con un soporte estadistico de 98 bootstraps.
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Figura 19. Arbol filogenético construido con 38 secuencias de la region env

del FeLV obtenidas a partir de ADN proviral de gatos infectados.
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La construccion del arbol fue utilizando el método maximum likelihood (méxima
verosimilitud) con 1000 bootstraps como soporte estadistico. Se muestra el nombre de
las secuencias virales de FeLV utilizadas para construir el arbol.
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Para construir el arbol con las secuencias nucleotidicas obtenidas de la region pol
se tom6 como referencia las secuencias descritas en el trabajo de Song et al
2012, en dicho trabajo las secuencias del gen pol son clasificadas en
gammaretrovirus (y1 al y9) y betaretrovirus, todas ellas derivadas de retrovirus
enddgenos. Las 17 secuencias obtenidas en el presente trabajo se agruparon en
una rama asociada al genotipo gammaretrovirus 8 y al genotipo recombinante B/C

exdgeno, apoyado con un valor de bootstrap de 82.
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Figura 20. Arbol filogenético construido con 15 secuencias de la regién pol
deL FelLV obtenidas a partir de ADN proviral de gatos infectados
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La construccién del arbol fue utilizando el método maximum likelihood (maxima
verosimilitud) con 1000 bootstraps como soporte estadistico. Se muestra el nombre de las
secuencias virales de FelLV utilizadas para construir el arbol
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16. DISCUSION

La poblacion de estudio analizada en el presente trabajo fue conformada con
gatos domeésticos muestreados aleatoriamente y ubicados en 2 regiones
geograficas bien definidas (Distrito Federal y Estado de México) y en su mayoria
no vacunados contra el FeLV. Se evalué la seroprevalencia, frecuencia de

infeccion y factores de riesgo asociados al FeLV.

En estudios previos realizados en el Distrito Federal y Estado de México se
encontré un alto indice de animales seropositivos (65% y 79% respectivamente)
utilizando pruebas de ELISAi y WB basadas en el uso de una fraccion de la

glucoproteina gp70 "8

, Sin embargo, la presencia de anticuerpos no es un
elemento concluyente para asegurar la infeccion por el FeLV en los gatos, ya que
como se ha descrito la respuesta inmune puede ser efectiva y no permitir el
establecimiento del FeLV de forma latente 311618283034 1) a5 tacnicas seroldgicas
utilizadas en el presente trabajo detectaron un porcentaje ligeramente superior de
animales seropositivos a los trabajos previamente descritos y estos resultados
fueron apoyados con la deteccion del provirus en el 76% de los casos, lo que

refuerza el hecho de que estos gatos estaban infectados con el FeLV.

En el trabajo realizado por Kanafany 2007 en gatos provenientes del centro del
pais y en el cual se emplearon pruebas comerciales (deteccion de antigeno p27)
se encontrdé un 75% gatos con signos clinicos y sospecha de FelLV, lo cual fue
altamente concordante con la seroprevalencia encontrada en el presente trabajo
(82%) y por lo descrito por Zagal 2011 y Carrién 2012 & ®.

En las técnicas seroldgicas descritas por Zagal 2011; Carrién 2012, se emple6
Gnicamente suero como muestra de diagndstico, mientras que en el presente
trabajo se evalud la utilidad tanto de la muestra de suero como de plasma para el
diagnostico del FelLV, detectando diferencias minimas entre los resultados que
arrojaron ambas muestras en las dos técnicas utilizadas (ELISAI/WB),
demostrando que ambas muestras son igualmente confiables para la deteccion de
anticuerpos especificos contra el FeLV.
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El virus de Leucemia Felina integrado (provirus) en las células mononucleares de
sangre periférica fue detectado por PCR en el 89% de la poblacion felina de
estudio, en otros reportes los valores de deteccion de ADN proviral son altamente
variables por ejemplo; los valores mas bajos de deteccion descritos por PCR han
sido reportados en Canada (3-4%), Suiza y Estados Unidos (15-20%), en Espafa
(35.7%), valores intermedios de deteccion, Brasil (47.5%) y Reino Unido (50%).
En todos estos trabajos fueron utilizados iniciadores disefiados en 4 de los
principales genes de los gammaretrovirus (LTR, gag, pol y env). En el presente
estudio se disefiaron iniciadores para dos genes principales del genoma viral (pol
y env) encontrandose una diferencia del 22% en la deteccion de ADN proviral
segun la region amplificada por PCR, siendo mayor para el caso de la PCR de
env. En conjunto la PCR de pol y env detectaron ADN proviral en 89% de las
muestras, siendo este valor mayor al descrito por otros estudios realizados con
PCR en gatos de Sudamérica (70%) ** **. Las diferencias encontradas en la
deteccién de ADN proviral entre el presente estudio y otros trabajos realizados en
diferentes paises pudieran radicar: a) en las caracteristicas del disefio de los
iniciadores se incluyeron posiciones degeneradas, lo cual puede permitir una
mayor captacion de variantes genéticas b) se consideré que los iniciadores
pudieran unirse no solo a retrovirus exdégenos del FeLV sino también a retrovirus
enddgenos c) la region centro del pais posee una alta presién de la infeccion por el
FelV, sin embargo, la deteccién del provirus fue mas elevada que lo reportado en
otros paises.

En el presente trabajo se demostré que el uso de la PCR fue una técnica mas
adecuada para el diagnéstico de FelLV que el uso de pruebas seroldgicas,
encontrando que para la técnica de PCR los valores de sensibilidad y
especificidad fueron mas elevados respecto a la prueba de ELISA indirecta,
92/87% y 95/ 88% respectivamente. Ademas el valor kappa mostré que la técnica
de PCR tuvé una concordancia (k=0.89) “casi perfecta” respecto al estandar de
referencia (WB). En Canada y USA, la prueba de ELISAI ha presentado mayor
sensibilidad y especificidad que WB °. Los ensayos brasilefios & reportan bajas

tasas de infeccion, también se encuentra en 12.5 y 20.3%, respectivamente
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La mayor parte de los estudios de patogénesis y eficacia vacunal del FeLV se
desarrollaron antes de que se establecieran métodos de diagndstico moleculares
especificos y sensibles para la deteccion del virus, en este estudio se ha
demostrado que la PCR punto final funciono y que el uso de PCR tiempo real
para la cuantificacién del provirus de FelLV y de las cargas de ARN viral %737
mejoraria el diagndstico, en comparacion con la deteccion de aislamiento en
cultivo celular, antigeno viral, e inmunofluorescencia ** ** 24,

Existen diversos factores involucrados en la eficacia de la técnica de PCR como
son la especificidad de los iniciadores, la calidad del ADN, la etapa de la infeccion
en la que se encuentren los animales infectados y ademas la fuente de ADN
proviral. En el presente trabajo se realizo la obtencion de ADN proviral a partir de
células mononucleares de sangre periférica debido a que en este grupo celular se
puede encontrar una alta cantidad de linfocitos que son una de las células blanco
especificas para la infeccién por el virus de Leucemia viral felina **. Tal como se
ha demostrado en estudios en los que determinando la carga viral de ADN/ARN,
encontrando que los linfocitos fueron infectados predominantemente, no asi los

262885 | as  células

monocitos y granulocitos en los gatos avirémicos
mononucleares de gatos infectados con provirus no siempre se encuentran con la
carga viral disponible para el diagnéstico, esto depende de la patogenia de la
enfermedad. 3.

El grupo de gatos en el estudio fue una poblacion totalmente heterogénea: las
caracteristicas del grupo dividieron a los animales respecto a: a) region geogréfica
b) género c) edad d) poblacién de vacunados y no vacunados €) acceso al exterior
f) nUmero de gatos en convivencia. Todas estas variables han sido evaluadas en

otros estudios 192931858691

en los cuales determinan que son factores de riesgo
en la infeccion por el FeLV. Considerando la region geografica se encontré que el
namero de gatos infectados en el Distrito Federal (70%) fue mayor que en el
Estado de México (30%), esta diferencia puede radicar en el nUmero de animales
muestreados procedentes de la region 58% y 42% respectivamente, el tipo de
vivienda en base al estilo de vida de la poblacion del Distrito Federal, puede ser

determinante en la densidad de poblacion de gatos, sin embargo, no es posible
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corroborar esta informaciéon dado que no existen censos disponibles de la
poblacion de gatos en ambas entidades.

El andlisis estadistico generado a partir del registro de datos en la poblacion de
estudio y su correlacién con los factores de riesgo muestra que las hembras (88%
infectadas) tienen un mayor porcentaje de infeccion al FeLV (p<0.0010) respecto
los machos (85% infectados), lo cual concuerda con estudios similares ***° que
muestran datos relevantes respecto al género como factor relevante en la
frecuencia de infeccion por el FeLV. En el analisis estadistico realizado por
intervalo etario no se encontré una diferencia significativa, aunque fue evidente
que la poblacién con un mayor nimero de animales infectados se ubicd en
animales menores a 2 afios, posiblemente esto radique en las vias de transmision,
ya que los animales jovenes se pueden infectar via transplacentaria y ademas la
toma de calostro y leche, saliva (acicalamiento de la madre a la cria), y para el
caso de animales mayores, la via de transmision principal es por la convivencia
con otros gatos, el acicalamiento mutuo y la menor cantidad de receptores que
favorecen la entrada del virus a las células >>°°®®3  Un factor recientemente
descrito presente en gatos adultos es la molecula REFREX-1 la cual esta
involucrada como factor antirretroviral y molécula mimetizadora de los retrovirus

exdgenos y activador transcripcional en los retrovirus endégenos °° 8.

Respecto al estatus de vacunacion el grupo de estudio fue conformado con gatos
que en su mayoria no estaban vacunados contra el FeLV, lo que seguramente fue
lo que permiti6 que un alto porcentaje de estos gatos resultaran infectados. La
falta de vacunacion contra el FeLV puede estar asociada a la alta prevalencia de
dicho retrovirus en el estudio. Se ha descrito que el impacto de la infeccién
retroviral en gatos puede verse reducida drasticamente con adecuados programas

de vacunacion, control, aislamiento y educacién a los duefios "2,

El analisis hecho respecto al nUmero de gatos que conviven entre si en grupos

sociales definidos, demostrdé que la seropositividad (técnicas de ELISAi y WB) e

infeccion (técnica de PCR) al FeLV fue mayor en gatos que conviven en grupos
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que involucran a mas de 6 individuos, mostrando una significancia estadistica;
este factor no se encontr6 en otros ensayos hechos en México ni en América
Latina. Respecto a los hallazgos serologicos y de deteccion de provirus del FelLV,
fue relevante que en la poblacién de estudio, tanto en las hembras como en los
machos con una mayor frecuencia de acceso al exterior por semana, se
incremento la frecuencia de deteccion de individuos seropositivos e infectados con
el FeLV. Ademas del acceso al exterior y la conviviencia entre poblaciones de
gatos, es importante también considerar la densidad de poblacion y el
hacinamiento lo cual resulta en estrés, mala higiene y un mayor contacto directo

entre los gatos®®®?,

A partir de los resultados del presente estudio, se demuestra que la prevalencia
del FeLV es elevada entre los gatos de la Ciudad de México y esta influenciada
significativamente por factores de riesgo relacionados con la demografia, el estado
de salud del gato, edad, el género, el comportamiento y tipo de hogar, los cuales
son elementos importantes para determinar la condicion de salud de los felinos. La
elevada prevalencia de FelLV sugiere la necesidad de un mayor uso de medidas
de control especificas, tales como la deteccién temprana de la infecciéon y la
practica de vacunar contra Leucemia Viral Felina en México. Como la mayoria de
los factores de riesgos identificados en el presente estudio, son similares a los

73, 94,95

descritos en otras partes del mundo , €s posible entonces, adoptar y poner

en practica las actuales directivas recomendadas por las asociaciones
internacionales (Leucemia viral felina: ABCD Lineamientos para la prevencion,

control y manejo de las enfermedades infecciosas en felinos) para lograr una

mejor estrategia de control y prevencién contra el FeLV. %

A pesar de que los gatos de la poblacién de estudio fueron aparentemente sanos
al momento del muestreo, cerca del 90% de ellos, resultaron infectados, aunque
esto podria resultar contrastante respecto al hecho de que no mostraban signos
clinicos, estos hallazgos fueron también descritos por Jarret a finales de los 60°s,
aislando retrovirus obtenidos de animales con linfosarcoma y aparentemente
sanos ¥.
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El genotipo A del FeLV es el genotipo més abundante y el responsable de la

transmision del virus entre los animales ’"7%%

. Ademas, se ha descrito y
comprobado que la vacunacidn contra este genotipo es la Unica opcion para
inducir inmunidad que prevenga la infeccién. Por otro lado, los genotipos de FeLV,
B y C son generados a partir de la recombinacion entre el genotipo FeLV-A y
enddgenos envFeLV °®’. Para el andlisis filogenético de las secuencias
nucleotidicas obtenidas en la region env, en el presente trabajo se utilizaron las
secuencias descritas por Watanabe 2013, las cuales son clasificadas en 3 clases
[, II'y Il (incluyo secuencias de FelLV-A, B y C) y fuera de estos grupos se
ubicaron secuencias de retrovirus enddgenos (enFelLV GGAG y enFeLVAGTT).
Todas las secuencias nucleotidicas obtenidas para la region env del presente
estudio se asociaron con el grupo de retrovirus enddégenos enFeLVGGAG,
enFeLVAGTT y Cat FeLV-P, los tres genotipos se han asociados con enfermedad

en gatos 6,7, 52,53,69,70.

El andlisis filogenético de las secuencias nucleotidicas obtenidas a partir de la
regién pol en la poblacion de gatos de estudio, se asociaron dentro del grupo y-8
de retrovirus enddgenos y el subgrupo exdgeno recombinante B/C, el cual fue
reportado en 1991 por Pandey. Mas adelante Lynn en 1993 describe una
poblacién de 100 gatos con linfosarcoma y ausencia de antigenemia en un 68% de
la poblacion, verificando la presencia del retrovirus exdgeno recombinante B/C
495059 " F| analisis filogenético hecho a partir de las secuencias nucleotidicas
provirales obtenidas de la poblaciéon de gatos en este estudio, revela que existe un
alto porcentaje de virus de FelLV presentes en gatos con elevada homologia con
los retrovirus endégenos, también el tipo de virus enddégeno encontrado en este
estudio constituye un grupo Unico y particular presente en felinos domésticos del
pais y que tiene una alta divergencia con otros retrovirus endégenos descritos en
la literatura o de los cuales se disponen de secuencias en la base de datos
(GenBank). No obstante, no se pudo determinar la asociacién que existe entre la
presencia de este genotipo enddégeno de FelLV y su asociacién con patologias o
cuadros clinicos especificos en los gatos infectados, lo que hace necesario
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realizar estudios para determinar su verdadero impacto como agente etiolégico de
enfermedad. Adicionalmente es necesario un estudio que involucre la
secuenciacion completa del retrovirus endogeno identificado en este trabajo para
identificar las regiones genéticas y las proteinas asociadas a la expresion de las
mismas. Aunque, en este trabajo se demostrd que en los gatos infectados existié
la expresion de antigenos asociados a la proteina de envoltura, ya que se
demostré su presencia al identificar anticuerpos contra estos antigenos en la

mayor parte de la poblacion de estudio.

A pesar de que inicialmente se pensaba que la patogenicidad relacionada a la
presencia de retrovirus endégenos no estaba asociada a enfermedad, dado a que
generalmente el genoma de estos virus es interrumpido por codones de
terminacion, supresiones 0 mutaciones en el sitio de desplazamiento y marco de
lectura; no obstante, se ha comprobado que es factible que algunos retrovirus
enddgenos sean transcripcionalmente activos y estudios mas recientes revelan
gue es posible encontrar expresion de proteinas o formaciéon de particulas, lo cual

BT27375 también  la

puede estar asociado con los resultados del presente trabajo
mayoria de las pruebas de diagndéstico comerciales que detectan antigeno no son
capaces de evidenciar la presencia de infeccién con virus endégenos del FelLV,
por lo que se hace necesario realizar pruebas mas sensibles y especificas para
identificar animales que estén expresando retrovirus enddgenos relacionados con
enfermedad en los gatos. Hay que destacar, que la poblacién de gatos positiva al
provirus y negativa al antigeno, probablemente no coincidan en el nimero de
gatos infectados de forma latente, por lo tanto, la identificacion de provirus y la
deteccién de antigeno son dos métodos que no son equiparables. Mientras, que el
estado de infeccion se puede determinar identificando al provirus por PCR, una
infeccion latente se caracteriza por un virus reactivable en gatos negativos al

antigeno %4953,
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Finalmente se requieren trabajos que involucren el estudio del virus de Leucemia
viral felina como modelo de estudio para generar informacion basica de la

oncogeénesis retroviral.
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17. CONCLUSIONES

Se detecto el provirus de FeLV en células mononucleares de sangre periférica en

gatos utilizando la técnica de PCR en el presente estudio....

La sensibilidad, especificidad y el valor kappa de la técnica de PCR fueron

superiores con respecto a las técnicas seroldgicas.

El andlisis filogenético realizado identificd principalmente secuencias de retrovirus

enddgenos prevalentes en la poblacién de gatos del pais.

.La técnica de PCR estandarizada en este trabajo es una buena opcion de
diagnéstico para la deteccidon de la infeccion del virus de Leucemia viral felina de

gatos en México.
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18. PERSPECTIVAS

Basado en los hallazgos de este trabajo es necesario profundizar en la
participacion real que estan teniendo los retrovirus enddgenos presentes en la

poblacion de felinos domeésticos del pais

Realizar un estudio epidemiolégico mas amplio para la deteccion de la infeccion

real por el FeLV en las principales regiones del pais.

Caracterizacion de los retrovirus enddgenos.
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19. GLOSARIOY ABREVIATURA!

ADN: Acido desoxirribonucléico

Ac: Anticuerpo

Ag: Antigeno

Amplicon: Conjunto de moléculas de ADN idénticas, producto de una PCR

Anticuerpos anti-FOCMA: Anticuerpo contra un antigeno de membrana celular

asociado a un oncornavirus felino

Arbol filogenético: Es un diagrama que muestra las relaciones evolutivas entre

varias especies u otras entidades que se cree que tienen una ascendencia comun.
ARN: Acido ribonucleico

Bioedit: programa para edicion de alineamientos y analisis de secuencias
Bootstrap: Es un método estadistico que permite estimar las distribuciones por
creacion repetida y andlisis de conjuntos de datos artificiales simula esto pero en
lugar de muestrear, de una poblacion “remuestrea” los datos originando
pseudorréplicas

CD4+: Linfocito TCD4+

CD8+: Linfocito TCD8+

Cebador o primer: Oligonucleétido de 18-30 nucleétidos de longitud que sirve

como punto de partida para la replicacion del ADN
69


Servicio S. 6
Texto escrito a máquina

Servicio S. 6
Texto escrito a máquina

Servicio S. 6
Texto escrito a máquina

Servicio S. 6
Texto escrito a máquina

Servicio S. 6
Texto escrito a máquina

Servicio S. 6
Texto escrito a máquina

Servicio S. 6
Texto escrito a máquina

Servicio S. 6
Texto escrito a máquina

Servicio S. 6
Texto escrito a máquina

Servicio S. 6
Texto escrito a máquina

Servicio S. 6
Texto escrito a máquina

Servicio S. 6
Texto escrito a máquina

Servicio S. 6
Texto escrito a máquina

Servicio S. 6
Texto escrito a máquina

Servicio S. 6
Texto escrito a máquina

Servicio S. 6
Texto escrito a máquina

Servicio S. 6
Texto escrito a máquina

Servicio S. 6
Texto escrito a máquina
19. GLOSARIO Y ABREVIATURAS



Linfocito NK: Linfocito asesino natural

Clustal X: Herramienta informética para el analisis estructural de acidos nucleicos

y el alineamiento global de mudltiples secuencias y la construccion de arboles

filogenéticos

CMH-I: Complejo mayor de histocompatibilidad tipo 1

CMH-II: Complejo mayor de histocompatibilidad tipo 2

CPA: Célula Presentadora de Antigeno

ELISA: Ensayo inmunoenzimético ligado a enzimas

env: Gen de la envoltura

ERV: Retrovirus endégeno

Fc: Fraccion constante

FeLV: Virus de Leucemia viral felina

Filogenia: Es la ciencia de estimar el pasado evolutivo basada en comparacién de
secuencias de proteinas o de ADN

Filograma: Diagrama que contiene informacion adicional del arbol filogenético

construido dada por la longitud de las ramas.

FOCMA: Antigeno de membrana de celular infectada por un oncornavirus felino
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LSA: Linfosarcoma

LB: Linfocito B

LTh: Linfocito T helper o cooperador

LTR: region terminal larga

MO: Medula 6sea

Nodo: El punto donde cada rama del &rbol construido se bifurca o termina.

Mega 5: Es una herramienta bioinformética integrada para la alineacién de
secuencias, inferencia de arboles filogenéticos, bases de datos basadas en la red,
tasas de estimacion de evolucion molecular, inferencia de secuencias ancestrales
y las pruebas de hipotesis evolutivas

MLE (Método maximum likelihood): Método preferido para estimacion de
parametros en estadistica ,indispensable para muchas técnicas de modelado
estadistico como el modelado no-lineal con datos que no siguen una distribucion
normal, la meta es deducir la forma de un proceso al probar la viabilidad del
modelo.

pL: Microlitros

pb: Pares de bases

pol: gen de la polimerasa

RI: Respuesta inmune
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Secuencia nucleotidica: Secuencia de ADN o secuencia genéticaes una
sucesion de letras representando la estructura primaria de una molécula real o
hipotética de ADN o banda

TCR: Receptor de células T

TLR: Receptor de linfocito T

TNF-a: Factor de necrosis tumoral alfa

SI: sistema inmune
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ANEXO 1.

MATERIAL BIOLOGICO

Muestras sanguineas: suero y plasma
MATERIAL DE LABORATORIO

Tubos con y sin anticoagulante

Tubos al vacio

Adaptador de plastico para tubo al vacio
Jeringas de 3 mL y agujas de calibre 22G
Torundas con alcohol y benzal

Maquina rasuradora
Centrifuga marca Rolco®

Micropipetas y pipetas tipo Pasteur
Tubos Eppendorf y tubos cénicos de 20 mL
Puntas para micropipetas de diferente volumen (10, 20,100,200,500,1000 pL).
Hisopos estériles
Portaobjetos
Vortex
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Autoclave

Campana de flujo laminar

Termociclador

Transiluminador de luz UV con fotodocumentador

Camaras de electroforesis horizontal y vertical

Camaras de transferencia para Western blot hUmeda y semihiumeda
Fuente de poder

REACTIVOS

1. Solucion de Lisis para extraccion de células mononucleares (Lisis | y
Lisis Il; Solucion lisis | (MgCl, 5Mm) y solucién de lisis 1l (MgCl, 5mM + 0.1%
NONIDET ND-40)

2. PBS Estéril y Agua Bidestilada

3.  Solucién de Hanks

4. Metanol y acetona
MATERIAL PARA SEROLOGIA
Muestras de suero y plasma

Se trabajé con un lote de 100 muestras de suero y plasma de gato previamente

obtenidos y mantenidos a -20° C.

Antigeno vacunal. Se utilizd la proteina de la vacuna recombinante Leucogen®
(Virbac) que contiene el antigeno de envoltura del FeLV responsable de la
respuesta protectora inmune (p45 parte proteica de la glucoproteina gp70) del

subtipo viral A.
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EQUIPO DE LABORATORIO

Serologia

Equipo para electroforesis y electrotransferencia vertical Marca Biorad: Kit que

incluye camaras, vidrios, membranas, fuente de poder.
Membrana de nitrocelulosa marca Gibco

Papel filtro 3 mm

Fibra Scotch bride

Multicarril plastico para evaluacion de membranas
Agitador

Parafilm

BIOLOGIA MOLECULAR

Termociclador

Campana de Flujo Laminar

Microcentrifuga

Micropipeta

Céamara de electroforesis horizontal Marca Life Technologies

Fuente de Poder

Transiluminador Luz UV

Camara fotogréafica Nikon.
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REACTIVOS.

GEL SEPARADOR 12%:

Para 1 gel

1.675 ml Agua destilada

1.25 ml Tris base 1.5 M pH 8.8

50 (1l SDS stock 10%

2 ml Acrilamida-Bis (stock 30%)

25 [l Persulfato de amonio 10% (100mg/ml)

2.5 Ul TEMED

GEL CONCENTRADOR 4%:

Para 1 gel

1.5 ml Agua destilada

0.625 ml Tris-HCI 0.5 M pH 6.8

25 [11 SDS stock 10%

0.325 ml Acrilamida-Bis (stock 30%)

12.5 0l Persulfato de amonio 10% (100mg/ml)

2.5 Ul TEMED

BUFFER DE LISIS (10001) (conservar a 4°C):
DMSO 1.25 ml

PMSF 0.21775

Deoxycholic acid (DOC) 0.1 g
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RIPA 9.8 ml

BUFFER DE MUESTRA 2x:

Tris HCI pH 6.8 (0.08 M) 3.5 ml 0.5 M
SDS (2%) 4ml 10%

glycerol (10%) 2mi

DTT (Dithiothreitol) (0.1 M) 0.308 gr
Azul de bromofenol

Llevar a 10 ml con agua bidestilada.

BUFFER DE CORRIDA 5x p.H 8.3 (Usar a 1x):
Trisbase 1.5Mp.H8875¢g

Glicina 36 g

SDS25¢g

Agua bidestilada Aforar a 500 ml

BUFFER DE TRANSFERENCIA:
Metanol 150 ml

Electrodo buffer 10x 150 ml
Agua bidestilada 450 ml

SDS 0.075 gr
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BUFFER DE BLOQUEO:
PBS 20 ml

Leche (5%) 1 gr

BUFFER DE LAVADO:
PBS 500ml

Tween 20 (0.2%) 1 ml

PBS TWEEN (0.1%):
PBS 500 ml

Tween 0.5 ml

BUFFER DE DILUCION:
Buffer de lavado 20 ml

Leche (5%) 1 gr

REVELADOR:
Diaminobencidina (0.05%) 0.010 gr
Peréxido de hidrogeno (H.0;) (0.05%) 10 ml

PBS 15 ml
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BUFFER DEL ANTIGENO pH 9.6:
Na2 CO3 (0.015 M) 1.59 g
NaHCo3 (0.0033 M) 2.93 g

Agua bidestilada Aforar a 50 ml

Ajustar pH a 9.6

SUSTRATO:

Solucién A 5ml

Solucién B 5 ml

Peréxido de hidrogeno (H.0;) 4 Ul

OPD 4 mg

SOLUCION DE PARO:
Acido sulfarico (H2SO4) 55.17 ml

Agua destilada 994.83 ml
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ANEXO 2.

PROTOCOLO DE EXTRACCION DE CELULAS MONONUCLEARES. Método
descrito por Clara Gorodezky 1991.

Obtencion de DNA a partir de sangre periférica: Lisis y obtencién de nucleos

1.Vaciar 20 mL de sangre a un tubo marcado de 50 mL.

2.Centrifugar a 3,000 rpm/ 4800g(durante 15 minutos a 4°C y separar el
plasma

3.Con una pipeta pasteur desechable transferir cuidadosamente la capa de
células blancas a otro tubo (no importa pasar también algunos eritrocitos).

4.Agregar solucion de lisis 1 hasta llenar el tubo, agitar suavemente.

5.Centrifugar a 4,800,000 (ponerlo en g) durante 15 minutos a 4°C y desechar
cuidadosamente el sobrenadante.

6.Repetir los pasos 3 y 4 hasta que queden las células blancas libres de
eritrocitos (generalmente con 2 lisis es suficiente)

7.Al paquete de células blancas se les agrega solucién de lisis I, se agita para
desprender el paquete. Se completa el volumen del tubo con la solucion de
lisis I1.

8.Centrifugar a 4800grpm durante 15 minutos a 4°C. Desechar
cuidadosamente el sobrenadante. En el fondo del tubo se encuentra el
pellet de nucleos. Después de este paso, pueden congelarse los ndcleos a -
20°C o -80°C o continuar la extracciéon por cualquiera de los métodos
descritos. En el caso de congelar, se puede hacer directamente en los
mismos tubos en los que se ha trabajado. No se debe descongelar hasta el
momento en que se realice la extraccion del DNA. También es importante
sefalar que la extraccion se puede hacer a partir de sangre total o de

medula 6sea.
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REACTIVOS

Solucién de LISIS |

MgCl, 5Mm
Solucion de LISIS I
MgCl, 5Mm

NONIDET (NP-40) 0.1%
DETERMINACION DE PROTEINA.

Para determinar la proteina se utiliz6 el micrométodo Bradford. Para lo cual se
prepar6 una solucion estandar de proteina de 10 mg/mL de gammaglobulina
(yGB) para realizar una dilucién 1:10 30 uL/270 pL de Con la solucion de trabajo
se hicieron las siguientes diluciones mostradas en la tabla 6 las cuales se

trabajaron por pares.

Cuadro 10. Diluciones realizadas para determinar la proteina.

MO | I YGB de 1mL/mL | HE SS
0 0 80
0 80
1 4 76
4 76
2 8 72
8 72
4 16 64
16 64
8 32 48
32 48
16 64 16
64 16




Se realizé una dilucién de 1:25 de la vacuna en SS (4 yL vacuna en 96 pL SS)
realizando al mismo tiempo una dilucidon de la solucién Bradford 1:5 (1.2 mL sol.
Bradford en 4.8 mL SS). Posteriormente se hicieron diluciones 1:10, 1:50y 1:70 de
la vacuna con SS. Se utiliz6 una placa de 96 pozos para colocar 20 uL de muestra
problema y 180 pL de solucion Bradford; posteriormente, se realizé la lectura de la
curva de proteina a 570 nm de densidad Optica. Se guardaron a 4°C las alicuotas

para utilizarlas posteriormente.

De esta curva se realizaron los calculos y se determind que el antigeno vacunal

tiene 6.6 ug/20 pL de proteina.

Método de Electroforesis de antigeno vacunal y transferencia de proteinas
(Western blot).

Para la extraccion de proteinas. Extraccion de proteinas: 1. Afiadir la muestra del
antigeno vacunal a partes iguales (400 pL de buffer de lisis mas buffer de muestra
(200+200) y 400 pL de antigeno vacunal de FeLV.

2. Homogenizar y guardar en refrigeracion hasta su uso, por lo menos una hora

antes.

3. Preparar el gel de poliacrilamida: Montar los geles. Espesor del gel 1 mm
(estandar, Biorad 461502)

4. Sacar del refrigerador: el TEMED (mantener en hielo), tris Base, la acrilamida al
30% y PSA. Y preparar en un tubo de precipitados la siguiente mezcla.
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PROCEDIMIENTO ELECTROFORESIS

Gel separador (12%) 1 GEL 2 GELES

Agua destilada 1.675 mL 3.350
mL

Tris Base 1.5 M pH 8.8 1.25 mL 2.5 mL

SDS Stock 10% 50 pL 100 pL
Acrilamida-BIS (Stock 30%) 2 mL 4 mL

*PSA 10% (100 mg/mL) 25 pL 50 pL
*TEMED 2.5 pL 5 pL

Se aisla de la presion atmosférica y se agrega inmediatamente isopropanol.

5. Una vez polimerizado, quitar el agua de la parte superior, lavar bien con pipeta y
agua destilada en fregadero y secar bien con papel filtro sin tocar el gel, cuidando

gue no se rompa.

6. En otro tubo de precipitados preparar la siguiente mezcla.

GEL CONCENTRADOR (4%)

Agua destilada 1.5mL 3
mL
Tris HCL 0.5 M pH 6.8 0.625 mL 1.250
mL
SDS Stock 10% 25 pL 50
ML
Acrilamida-BIS (Stock 30%) 0.325 mL 0.650
mL
*PSA 10% (100 mg/mL) 12.5 pL 25
ML
*TEMED 2.5 L 5 pL
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Se coloca el peine de inmediato, evitando que se formen burbujas.

7.- Determinar la concentracion de proteinas para cargar por carril.

8.- Montar el gel en la cAmara y utilizar en la parte interna buffer de corrida nuevo
hasta llenarlo y en la parte externa usado (hasta 2 veces) por arriba del electrodo.

Para geles de 0.75 mm llenar la camara externa con buffer de corrida

5.- Antes de cargar las muestras agregar el volumen a cargar con igual volumen
de buffer desnaturalizante. Si al comenzar la corrida, la muestra se asienta o se

derrama un poco, agregar un poco mas de muestra.

6. Cargar los geles siempre poniendo un marcador de peso molecular. Page Ruler

Fermentas 8 pl

7.- Correr a 100 V por gel durante 2 horas 30 minutos (aumentar el voltaje si es
necesario). Se coloca 160 uL de muestra antigeno vacunal inicial, se corre 10

minutos y se agregan los 320 uL restantes en los pocillos correspondientes.
Transferencia de proteinas a membranas e inmunoblot.

Transferir en frio con mosquita en agitacién y un recipiente helado por 1 hora 'y 20

minutos.

4.- Una vez obtenida la membrana con las proteinas lavado 5 veces con PBS
TWEEN por 5 minutos

5.- Bloquear con leche al 5 % a 37°C en agitacién y/o toda la noche a 4°C.

6.- Al finalizar la incubacién se lavé 5 veces en agitacion con buffer de lavado y se
dejo secar en el agitador.

7.- Una vez seca, se cortd en tiras de 3 mm que se colocaron en carriles para

procesarse por separado
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8.- Preparar las muestras a evaluar (descongelacion previa), colocar el anticuerpo
primario (suero de muestra) en buffer de dilucion 1:50 es decir 980 pL de buffer

dilucion mas 20 pL de muestra de suero en agitacion 1 hora a 37°C.

9.- Lavar 4 veces con PBS-T durante 5 min en cada una y una ultima con PBS
solo.

10.- Agregar el 2° anticuerpo acoplado a HRP (1:1000; 8 uL de Anticuerpo cabra
anti gato y 8 mL de buffer dilucion) e incubar 1 hora a 37°C en agitacion.

11.- Lavar 4 veces con PBS-T durante 5 min. Y 1 sola vez con PBS.

12.- Finalmente, adicionar el reactivo de revelado de diaminobencidina (0.05%)
pesando 0.010 g de DAB mas 10 pL de Pero6xido de hidrogeno y disuelto en 15 mL
de PBS (Homogenizar vy filtrar) .

13.- Poner a secar y determinar la presencia de banda en 70kDa por seropositiva.

Figura 21. Inmunoelectrotransferencia (western blot)
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Figura 22. Transferencia de proteinas (Armado y estructura)
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ELISA INDIRECTA

Para organizar los sueros problema , se sensibilizaron placas Nunc F Maxisorp®
de 96 pozos con 50 pL de antigeno del virus del Leucemia viral felina a una
concentracion de 6.6 ug/20 uL de proteina/pozo, disuelto en buffer del antigeno

(figura 21).

Figura 23. Placa ELISAI
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Cuadro 11 .Parametros estadisticos de absorbancia del grupo seropositivo
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N 100

MEDIA 1.512
DESVEST 0.997

cv 65.93

EEM 0.10

Sin embargo, al dividir la absorbancia de cada grupo por edades, observamos el
CV menor a 50%, lo cual indica confianza en la prueba y que a pesar de que el CV
de la poblacion total es de 66%, al dividirlo por edades el parametro indica que
dentro de los grupos la variacion es minima. Se observan en las tablas 6-
(Apéndice) los resultados de los parametros estadisticos esenciales de las

absorbancias en los grupos por

Cuadro 12.Densidad éptica del suero y plasma evaluados en gatos de 6-11

meses.
POSITIVOS
GATO ABSORBANCIA
1 3.291
2 3.335
3 2.135
4 2.456
5 2.865
6 1.336
8 1.802
9 2.276
10 3.476
11 1.986
12 3.378
13 1.219
14 1.764
15 3.476
16 1.557
17 2.077
18 1.819
19 1.655
20 3.196
21 1.057
22 3.476
23 2.798
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Cuadro 13 .Densidad éptica del suero y plasma evaluados en gatos de 1-3 afios.

1-3 afios POSITIVOS NEGATIVOS
GATO ABSORBANCIA GATO ABSORBANCIA
2 2.837 9 0.933
6 1.944 10 0.397
8 2.356 31 0.831
21 1.457 45 0.991
23 2.818 47 0.076
26 2.428 67 0.529
28 1.516 64 0.838
29 1.938 68 0.626
30 1.970 69 0.523
43 2.537 70 0.554
46 1.293 71 0.625
48 1.266 72 0.759
49 2.388 73 0.472
50 1.478 84 0.406
51 1.516 86 0.523
52 1.287 87 0.483
53 2.545 96 0.179
55 2.478 97 0.873
56 1.916
57 3.077 N 18
58 1.657 MEDIA 0.590
59 1.800 DESVEST 0.249
60 2.564 coef variac 42.20
61 1.734 ee 0.06
62 3.476
63 2.307
65 3.122
66 1.557
76 1.534
79 1.566
100 1.990
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Cuadro 14.Densidad 6ptica del suero y plasma evaluados en gatos de 4-8 afios.

4-8 aifos POSITIVOS NEGATIVOS

GATO ABSORBANCIA GATO ABSORBANCIA
4 1.635 80 0.532
32 1.596 82 0.759
33 1.876 89 0.023
35 1.179 94 0.458
98 1.307 95 0.542
N 5 N 5
MEDIA 1.519 MEDIA 0.463
DESVEST 0.277 DESVEST 0.270
coef variac 18.25 coef variac 58.40
ee 0.12 ee 0.12

Cuadro 15. Densidad 6ptica del suero y plasma evaluados en gatos de 9-12 afios.

9-12 afios POSITIVOS
GATO ABSORBANCIA

11 1.418

16 1.557

18 1.819

22 3.476
N 4
MEDIA 2.067
DESVEST 0.954
coef variac 46.13
ee 0.48
ic 0.93
Ics 3.002
Ici 1.133
valor max 3.476
valor min 1.418
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Cuadro 16.Densidad éptica del suero y plasma evaluados en gatos >13 afios.

>13 afos POSITIVOS NEGATIVOS

GATO ABSORBANCIA GATO ABSORBANCIA
25 3.091 93 0.867
37 1.088 85 0.141
88 0.234
91 0.138
N 2 N 4
MEDIA 2.090 MEDIA 0.345
DESVEST 1.416  DESVEST 0.351
coef variac 67.78 coef variac 101.76
ee 1.00 ee 0.18
ic 1.96 ic 0.34
Ics 4.052 lcs 0.689
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ANEXO 2.Extraccién de DNA.

Figura 24. Protocolo para extraccién de ADN Invitrogen ®

Sample ——»

centrifuge C
centrifuge C
centrifuge C

Grind the sample
Cell lysis | )
Protein degradation ( )

Cell lysis ( )

Binding
Washf )

Elution { )

Pure genomic DNA

PASO 1. Para células en crecimiento o suspension: transferir el tubo completo con

células a tubo Eppendorf y centrifugue a 4800 g por 15 minutos.

Remueva por completo y cuidadosamente el sobrenadantee.

1.Agregar 200 yL de buffer FATG1 y homogenizar la muestra de tejido y

completar con el micropestillo.

PASO 2: LISIS

1.Agregar 20 uL de Proteinasa K (10 mg/mL) a la mezcla de la muestra

obtenida. Mezcle generosamente por agitacion.
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2.Incubar hasta 60°C hasta que el tejido se lise completamente: en las células

por 15 minutos.

3. Centrifugacion breve del tubo para remover los residuos por dentro de la

tapa

4.Agregar 200 uL de buffer FATG2 a la mezcla de la muestra y mezclar a

fondo con el vortex pulsado e incubar a 70°C por 10 minutos.

5.Centrifugar brevemente el tubo para remover los residuos dentro de la tapa.
Si existe material insoluble presente, centrifugar a maxima velocidad y

transferir el sobrenadante a un tubo nuevo.

PASO 3: UNION AL DNA

7. Agregar 200 pL de etanol (96-100%) a la muestra y mezclar a fondo con vortex.

8. Centrifugar brevemente el tubo para remover las gotas por dentro del tubo que

guedan en el interior de la tapa.

9. Colocar una mini columna de FATG en un tubo colector, transferir la mezcla de

la muestra (incluyendo cualquier precipitado) cuidadosamente a la columna.

10. Centrifugar por 1 minuto y desechar el flujo a través de ella, después colocar la

columna de FATG en un tubo nuevo.

PASO 4. LAVADO

11. Lavar la columna de FATG con 500 pL de buffer W1, centrifugar 1 minuto y
desechar el restante. Asegurar que el etanol afiadido al buffer W1 fue afiadido por

primera vez.
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12. Lavar la columna FATG con 750 pL de buffer de lavado y centrifugar 1 minuto,
desechar el restante y centrifugar la columna adicionalmente por 3 minutos para

secarla misma.
PASO 5. ELUCION DEL DNA (HOMOGENIZACION)

13. Colocar la columna de FATG en el tubo de elucion y afadir 50-2 100 uyL de
buffer de elucidon o agua desionizada (pH 7.5-8.5) al centro de la membrana de la
columna FATG, esperar 3 minutos.

14. Centrifugar por 2 minutos para eluir el DNA total en un volumen final de 25 pl.
Repetir el paso 16 por 3 ocasiones.

15. Conserve el DNA total a 4°C o -20°C. Para una elucion efectiva, asegurarse
que la solucién de elucién sea colocada en el centro de la membrana y se absorba
por completo. El volumen estandar de elucion (50-150 pL) es de 200 pL. Si la
muestra de tejido tiene baja cantidad de células, reduzca el volumen de elucion

para incrementar la concentracién de DNA.
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TECNICA DE PCR. Se utilizaron las siguientes condiciones:

Cuadro 17 .Gen pol producto esperado 790 nucleotidos

Concentracion inicial

Reactivos Concentracion final
requerida
Agua desionizada
Buffer
10X 1X
10X
D'NTPS 10 mM 225 uM
Mg Cl, 30 Mm 1.5 mM
Primer Fw pol 10 pm 600 nM
Primer Rv pol 10 pum 600 nM
Taq polimerasa 5 U/uL 0.04 U
DNA 1000 ng
Reaccion Temperatur Tiempo
Desnaturalizacion 94°C 5 minutos
Desnaturalizacion 94°C 1minuto
Alineacion** 55°C 50 segundos
Extensién 72°C 50 segundos
Extension final 72°C 10 minutos

45 ciclos**

94




Cuadro 18.Gen env producto esperado de 508 nucleotidos

Concentracion inicial .
Reactivos Concentracion
requerida final
Agua desionizada
Buffer
10X 1X
10X
D'NTPS 10 mM 225 uM
Mg Cl, 30 Mm 1.5 mM
Primer Fw env 10 pm 600 nM
Primer Rv env 10 pm 600 nM
Tag polimerasa 0.04U
5 U/uL
DNA 1000 ng
Reaccion Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion 94°C 5 minutos
Desnaturalizacion 94°C 1minuto
Alineacion** 54°C 45 segundos
Extension 72°C 50 segegundos
Extension final 72°C 10 minutos
45 ciclos*
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ANEXO 3.

CROMATOGRAMAS. Chromas Version 2.23 LTD®

Figura 25. Cromatograma para region pol

AW NVWABA MY
ASAA ARA
PN AWV A

Figura 26. Cromatograma para region env
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Cuadro 27. Numeros de acceso de las secuencias nucleotidicas obtenidas a partir de la

base de datos del GenBank.

Numero de acceso Nombre de la secuenciay pais
AY364319 En FELV GGAG USA
AY364318 En FELV AGTT USA
M18246 Genotipo T SUIZA
M18247 FELV-FAIDS USA
AB674444 ERVDC-10 JAPON
AB060732 Japon 33 JAPON
AB672612 pJ7E2 SUIZA
AF052723 FelLV Rickard A USA
EU030001 RD114 Sc3c USA
JF957361 2518 Glasgow SUIZA
JF93190 Gamma retrovirus 1 KOREA
JF93191 Gamma retrovirus 2 KOREA
JF93192 Gamma retrovirus 3 KOREA
JF93193 Gamma retrovirus 4 KOREA
JF93194 Gamma retrovirus 5 KOREA
JF93195 Gamma retrovirus 6 KOREA
JF93196 Gamma retrovirus 7 KOREA
JF93198 Gamma retrovirus 9 KOREA
JF93199 Beta retrovirus 1 KOREA
JF93197 Gamma retrovirus 8 KOREA
L06140 Recombinante B/C KOREA
L06140.1 CATFELV P KOREA
JO3448 Subtipo B USA
AF403716 E5.14 SUIZA
JF939197 Gamma 8 No funcional USA
V01172 Gardner-Arnstein FeLV B UK
X00188 Gardner-Arnstein FeLV -B UK
JF957363 4314 USA
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