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RESUMEN

ESTRADA GIL YERONICA, ™ Evaluacién de la técnica de I difwsién para el
diagndstico serolégico de Leucemia Viral Felina ",

El virus de la leucemia felina ( FeLV ), es un Retrovirus transmisible y contagioso en gatos
domésticos, el cual se originé hace millones de afios por medio de la transmisién de un Retrovirus
eddgeno de Ia rata hacia los ancestros de los gatos actusles. Excluyendo los padecimientos
trauméticos, las enfermedades asociadas con FeLV sc han convertide en la causa principal de
muerte en los gatos domésticos da México y Estados Unidos.

La infeccién persistente de FeLV da como resultado tres sindromes clinicos diferentes, que
pueden ocwrir solos 0 en wmbmmén, (O] prohferacxéu incontrolada do célulay transformadas por
el virus, lands en 1i ""‘o" '(2)"
de lag células progenitoras dando como resultado i tiva, ia ylo
trombocitopenia, y (3) inmunosupresién generalizada que pmdxspane 8 inficciones upummsm

Actualmente, existen dos pruebas diagnésticas disponibles pars detectar la infeccién por
l‘eLV ambns dctecum el antigeno de grupo. especifico del virus; p27, La prucba do
(IFA), d el antigeno en 1 y plaguetas en frotis de sangre, y un
resultado positivo indica que las célulag de médula dsea estdn produciendo activamento el virus. La
prueba de Ensayo de Inmunoabsorcién Ligado a Eazimas (ELISA), utiliza un anticuerpo ligado a
tma enzima que cambia do color al detoctar el antigeno p27. Comparado con la pruebe de IFA, la
prucba de ELISA es mis apropiada para detectar una infeccién débil, temprana o transitoria, cuando
los antfgenos virales muchas veces no estdn presenies en leucocitos.

El presente trabajo fsé elaborado con cl fin de evaluar otra opcidn pasa ¢l diagnéstico de la
enfermedad producida por FeLV, tratdndose do la técnica de doble Inmunodifusién en agar. En
general, las thenicas de i deteccién deben ser sensibles, rapidas, ientes y especificas.
En estudios anteriores sc ha indicado que Iz prucba de JFA es Ia mas especifica y sensible , seguida
por sensibilidad pero menos especifica ELISA y despuds por alin menos sensible, pero altamente
especifica; nmunoedifosién (D).

Se utilizaron 25 gatos provenientes de distintas ubicaciones en le zona de Satélite, Edo. de
Mex., & los cuales se les realizé exploracién y anamnesis a los propietarios pars obtener una historia
clinica completa de cada gato. Todos los animales fueron muestreados para obtener resultados
mediante las técnicas de ELISA e ID. A 16 do éstos gatos se les tomaron muestras para biometria
hemética (B.H.) y citologfa de médula dsea (M.O.), con el fin de comparar las relaciones celulares
en ]a médula ésea de animales normales y seroldgicamente poaitivos a FeLV y ademids relacionarlas
con los resultados obtenidos en 1a biometria hemética. Finalmente se realizd una comrelacion de
todos estos pardmetros en conjunto: M.O., B.H., ELISA ¢ ID. Estos futron do gran ayuda pama

ubicarnos en qué fase de la enft dad se encontraben los les en ese » ( no virémicos,
virémicos transitorios, latencin o viremia persistente ).
Mas del 50% del total de los gatos Itaron positivos a antigeno de FeLV mediante la

técnica de ELISA, y el 47.6% tambidn fucron positivos a antigeno por medio de ID.



Los resultados de mayor inlerés duranic la elaboracidn do este trabajo. se refieren 8 las

entre los liedos de ELISA e [D. Al tratasse ID de una prucba con poca

smslb\hdwd cra de esperarse que s obtuvicran cierto porcentaje de resultados ) (-), ELISA (),
ya que ésta 1iltima requicre de cantidades extremadamente bajas de antigeno para dar un resultado

positivo,

Utilizendo este mismo principio de sensibilidad, es paraddjico pensar en un resulado ID
(+), ELISA (-). Sin embergo, éste resultado se obtuvo en casi uns cuarta parte del total de mucstras
probadas pera 1D, Enltre las causas posibles que desencadenan I apericion del resultado ID [N
ELISA (-), podemos citar la deteccién por medio de ID de:

1.- Antfgenos de tipo no vimsles.

2.~ Antfgenos diferentes a p27, pero que también son componentes estructurales del
visus de FeLV.

3.~ Virus diferentes a FeL.V con los cuales se produzea cruce antigénico,

4.- Subgrupo viral de FeLV diferentea A, B 6 C.

Se sugiern realizar estudios posteriores con respecto 8 estos puntos pam mejorar la calidad
de la técnica de ID y de esta mancera permitir su utilizacién en la prictica clinica como método
diagnéstico para la cafermedad producida por FeLV.
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INTRODUCCION

DEFINICION Y ANTECEDENTES

El virus de la Jeucemia felina ( FeLV ), ¢s el agento causal del complejo do enfermedad
infmciosafxmlmhimponmledelosytosdcﬁ.méﬁeahaymdla Este virus puede ocasionar muy

diversas enfermedades en gatos domésticos; dﬁdcmstmkmamhrdSD)Afehm lmmdmer
M:cmummhosylossoucapwcsdemuurh i6n, o mostrar mini efecios darios
cerca de un tercio de los gatos § dos enfe y ( Siegal, 1991; Childs, 1992).

En 1964, Jarret y sus colaboradores demostraron que vm virus similar a aquel causants deo 1a
Seucemia murina, estabe presente e células de linfosamoma felino. Eate descubrimiento fue pronto
oonfirmado por otros ( Kawakami et al 1967, Rickard et al 1967, Theilon et al 1969 X Hagan, 1988 )

El rango de animales ( hospederos ) susceptibles a la infoccidn por FeLV esta restringido a
los miembros de 1a familia de los felinos. Son susceptibles las razas domésticas, y también ciertos
gatos exdticos poquefios como pato silvestre curopeo, gatos de sclvay posiblamente Leopardos
(Childs, 1992 ).

Loa gatos infectados por FeLV pemsistentemente, son. susceptibles a enfermedades que son

dlmomduudnmmcuusaduporelnm Aq\nllummadnsdnedannﬂn mhxyenlmfomns
liferativas, diversos tipos de i dep

yutmﬁndolumo dmenosunnfnrmdomfsnwdndmLcjeﬂosdowrdammvdwhwayom

diversas condiciones. Las enfermodades i

qmsedmanoﬂmsemmdammbahmmmupnsxénm&mdamecLV(}hmlm)

CARACTERISTICAS VIRALES

Elvmuusr.lchFeLV pettencce a la familia de los Retrovires, géncro Oncornavirus, Este
srupo, Tuye a Jos virus resp bles del SIDA felino y Ancania infoociosa oquina. Como todos low
virus, FeLV, ump-dsnoobhgado mwdemymﬂuphwseséloencéluhswvu ElFeLVy
otros Retrovirus usan un método p lar para infectan una cdlula; realizan uoa
aopmdesupmpumformaméngmémylomsmmmbsaumoamudel:scéh:hsdelgnm
Desde entonces, el virus es ahore parie del material genético celular, las cuales empiezan
pmducxmdomwvosmus.mmmquevmnmfecmomdlulu La presencia del virus puede
suprimir clsi i y/o conducir 8 la formncién de tumores ( Childs, 1992 ).

FeLV prescnis una estructurs muy simple, dividida en tres partes ( Suyder, 1993 ):

NUCLEQCAPSIDE: Situada cn ¢} centro de 1a particula viral, esta mucloockpaide protege
el material genético virel, constituido por una cadena simple do RNA y transcriptesa inverss, ia
enzima que o haoo capaz de replicarss. Ambos forman el nicleo. La nucleocspside estd formada
por tres proteinas nombradas p10, plS (¢ ) y p27, unidas entre ellas. Los nimevos 10, 15 y 27, sc

fi a} peso molecular de estas protef das en miles de Daltons. El térmmino (¢ ) que
sngmﬁcap!mc(mnuclw,ausadoplndxsungmrhplsmumcbmmdnaPIS(E),
tiene cl mismo peso molocular pero csth situsda en la
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La p p27 b ha sido 1g degrupoespeclﬂco(ﬂ&)p\woqw
cxiste de manems idéntica en todas las cepas de FeLV. Esta proteina es producida en exceso d
hmduphmténwnLypmdemmuadamnlg\mmosmclmdmmhﬂu cuando el
virus sale de las células. Actualmento el diagndstico esté basado en la deteccion del antigeno p27,
utilizando la prueba do ELISA. En con 1a mayoril delas b ptmoms
eafermedades virales en 1as que g \ 80 detect ), ungatoquecs positivo " a
FeLVﬁpotlohnm\mgslomclunlelvmmwwﬁmﬁuphmdomfomnuuv:.ywmmm
cn la mucstra usada pam ol diagnéstico. La proteina p27 es tambié; ponsable do la ft ion do
complejos inmunes, lo cual conduce & glomerulonefritis.

~CUBIERTA INTERNA: Esta rodes & 1a nucleockpside y estd itu{da por una prolef
simple; p12.

ENVOL'IURAAdemisdesetln funcional ext dnlvnmsdcl-‘eLVh
eavoltura juega un papel ial en i de tmient lar y permito la
mfeccxénupeclﬁeanhseéluhsbllnoodchLV Estzes el i incipal en 1a actividad
patogena del virus, y es por ésto también el instr to en Ia estimul H
defensa del huésped.

I‘envolnneadmvudadehmbnmmophamlmdoheﬂhﬂnmfwudlm
i b de glio fnas ( Gp70 ) apoyndas sobre una protena do transporte
llnmadaplS(E)u0p70mwnoeocmnomﬂgmomnyordnmwltmomﬁgmodoupo,
poqL var en m hacen & 3 subgnuy danLV'A.ByCEno
f el imni ewedﬁwyhﬁ]nménahoélulablmo
Mmm)wwéﬂoqnwnﬁmhhblhdndmmmﬁaupuzdemuhmbnb
noutralizantes.

anticuerpos

Sélo In gp70 del subgrupo A induce & la apericién de anticuerpos protoctores. S4lo esto
subgrupo es infeccioso. Se encuentra en el 100% do los gatos con leucemia y es considerado ol
pmmmdelossubguposByC utosulumosuonmhdosmelso%yl%delmum
iacién con el subgrupo A. E! subgrupo A esté relacionado con 1as
fmmudemmmmupxesxénqweamelw%dehsmwﬂu El subgrupo B nunca se encucntra
solo y siguc a la infeccién provocada por FeLV-A. Esto es el dmico implicado en la formacién de
tumores, que causan el 20% de las muertes. ElsubgupoC,nm&suem\mmwlo siguo a la
infeccién provocada por FeLV-A. Es capaz de i lincas en particular do la sorio
eritroide y causa aplasia eritrobléstica y ancmia no regenerativa.

Ltpls(E),enconmt«:emOWO s nombrada antigeno menor de envoltura. Se cree que

P15 tieno propied p q\»hsmnmaﬁnmmdoelvmamw Sogim
parece, cuando entra en m‘t' risticas quimi iten alterar do
mamsigﬂﬁmﬁvnln-, bilidad de 1a t duciéndolos a su disfimei6
El antf, dela t celular asociado a irus felino ( FOCMA ) es codificado

por virus exprosados on In suporfisio do Lw linficitow transformados La significancia reai de
FOCMA todavia no ha sido explicada. Parece ser que un constituyente importante en la
qpocxﬁcldndchOCMAseeodxﬁmcnmusmdbgmqmmstcnmiodoslougdosqu
son 8 aquellos del subgrupo C do FeLV.
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EPIDEMIOLOGIA

El virus dc la leucemia felina cs excretado principalmente en la saliva y también puede
presenlarse en secreciones respiratorias, heces y orina de los gatos. Los hébitos do acicalamiento
socisl de los gatos, Asicomolam:dos mordidas, estornudos, y la prictica do compartir cajas de
desechos y tazas de ali 1te rep los métodos do mayor expansién de FeLV
mymdomémms TlmblénptwdcommhunnsmmlbndeFeLVmutuml,lmvésdeh

yls ién en cal y leche. Es por ésto que los gatitos pueden cstar infoctados ya
mpormcdwdehmdm o por contacto directo con otros gatos persistentemente infectados por
FeLV. El cercano prolongado ( do dias a semanas ) con un gato infoctado, pareco ser
mqmdopamlmuunnsmmbnefecuvndclwrus Este también puedo ser diseminado por
------- fncas de gatos infectados ( Childs, 1992 ).

)

Los gatitos monores de ocho scmanas de edad, ptuando aquellos nacidog de mad:
inmunizadas, son los mAs acasibles a la infeccidn. De hecho, los gatitos infectados in Utero o
expmswsdwmmmdeampluodmmmdeednd.umpndwmﬂmwmmmwy
mucren poco tiempo dospuds. Después deo Ia odad do dos mieses, los gatitos adquicren
inmunol6gica y el nimero de sujetos virémicos disminuye. En el gato joven, el fndico de infoccitn
disminuye, pero sc cleva otrs vez & la odad do 4 afios. Los adultos mayores de 7 afios son mis
susocplibles y puoden preacatar viremia persistento si soa expuostos a FeLV ( Sayder, 1993 ).

Las consocuencias de la infeccién por FeLV en las poblacioncs de gatos dependen en gran
perts en como son mantenidos los animales, Existen dos modelos epidemiolégicos que deben ser
distinguidos, los cuales se muestran en Ia tabla No. 1.

Gatos callejeros.- El primer patrén incluye los gatos que estdn en constante contscto con
otros gatos por salir a la calle, depopmanosqmum\mownosmimnles.ﬂciclode
tnsmisién més probable de FeLV en estos gatos implica la i6n do pequefs idades del
mupupaio&»swtmdemmﬂuwnwhmkm&&e&ummhydmmm
extendida del virus por toda Ia comiunidad con la mayorda de los gatos expuestos, determinado por la
prevalencia de anticuerpos anti-FOCMA, pero 1a dosis del virus es pequofia y muchos gatos so
mupqunscgtmdo&qumahmhsoonmmmdchmfmén,mqmmﬂmsdebs
gatos en esta Y de 16 de edad antes de enfrentarse con el virus y

por lo tanto son mhhvmmln resistentes. Algunos de estos gatos desanollan anticuerpos
mxmemnhzanws(VN), sugirendo que pueden ser susceptibles a una reinfeccién subsecuente.
Do cualquier modo, muy pocos llegan a ser virémicos persistentes o a desamollar enfermedades
relacionadas con FeLV.

QGatos do criederos.- En do con los gatos callejeros, los gatos de  criaderos
que son cxpuestos & FelV, ticnen muy alto riesgo de desarrollar infeccién pets:stente y
eafermedades relacionadas con FeLV. La iacié ha de gatos conduce a una
continua de grandes dosis del virus, y frecuentemente son expuestos los gatos més j6venes.
prmmndnmtc30:40%deylosmcasasdondel-‘eLVu Stico, son p
virémicos. Los gatos no viré tienen anticuerpos VN y son resistentes a la
infeccién. Una grmdmnbuméndclasmfetmcdadm mlamonaduconFcLVmsehanmmdo
bnsldomgnlosdcu d ¥ do cn razas de pedigrod. No existe
evidencia real de si alguna raza es mAs o menos susoepublauFeLqucunlqmu-m aunquo so
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ha comprobado que cxistc una alts provalencia de viremia por FeLV en gatos do pelo corlo
comparado con las razas de pelo lergo ( Chaudler, Gaskell, Hillbery, 1990 ).

PATOGENESIS

La patogénesis describe lo que sucede al vinis en el cuerpo infectedo y sus wias. Es
il hablar primerto del earso de 1a infeccitn, y después de la respuesta inmune,

CURSO DE LA INFECCION: La secuencis de los eventos que ocuren despuds de la
infeccién por FeLV, ha sido estudiada por Rojko, utilizando 1ma prucba de inmunofiuorescencia
splicada a sccciones de d1ganos ¥ a vanios intervalos después de 1a infeccién ( Soyder, 1993 ).

Primers otape: Seguido a la instilacién oral u oronasal, el virus se replica primero <o el tejido
linfoide regional de la ovofaringe { Pedersen, 1988 ).

Segunda ctapa: El virus pucde ser detectedo dentro de varios dias en algunas célulss
mmnmlwesmuhndomsmge Eﬂaupuodemfuummnmmhrlmlmfuqhs
y macodfigos i ¢l virus a otros sitios de multipli 1, g tmente ol bazo y
ustann!mfoxdc.

Teroers etspa: Esta s¢ refiere a uon mmbtiplicacién viral masiva en el bezo y sistema Linfoide.
En ésta etapa, algunas gatos son capaces de sintetizar anticuerpos para eliminar al virus, antes de
que éste sea capaz de afectar la médula dsea y opitelios.

Cuarts etaps: Son scloctivemente afectados dos 6rganos:

- La médula dsca: Las células hematopoyéticas no linfoides son infoctadas. La infoccion de
las plaquetas es observada a través do efoctos en los megacariocitos; los procursores do la serie
mieloide monocitica también son afectados, asf como la seric eritroide.

- El intestino: Son producidos focos focalizados de infeccion por efoctos on Ias céiulas
mitéticay situadas al fondo do las criptas intestinales.

Quinta elapa: E] virs ey liberado de la médula éseq; la viremia de origen modular es
entonces observada, con la aparicién del mt(gmo vzml p27 en las plaquetas, los neutrbfilos
polimorfonucieares y el sucto. La viremi te 52 desarrolla en virernia persistente.
Esto ocurre casi a los 21 dias ds 1a infeccién.

Sexta etapa: Cuando ln respuesta inmme del huésped es insuficients, 1a infeccibn
disemina al epitelio glandular y da las mucosas ( gldndula salivel y lagrimal, pdncress, sistema
Tespiratorio, vejigh y rifiones ). Las secreciones ( leche, ldggimas, saliva, heces y orina ) son
contaminadas y ol animal ac vuelve contagioso. Ef 83% de los gatos que alcanzan las etapes 5 6 6,
mucren a los 3 afios después de 1a infeccion vira!  Soyder, 1993 ).

El cpitelio glandular proveé Ia fuente mds probable de transmisién borizowntal. Los datos
sugicren que Ja progresion de la enformedad ¢s determinada en alguna ctape temprana del curso de
ls infocci6n, posiblemente en ls linfoide, 0 1a etapa medular temprana de le infoccién. Se ha
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posmh&bqwmvaqucsehadc&mdomaapa.elgmm“nlsennbgmenelDNAcel\ﬂnr
de 1a médula dsea y todas las células linfoides origir de estos stankn infectadas

con FeLV. A pecsar de la p ia del g vin!*‘,‘un v do gatos que fueron
positivos a la prucba an esta etapa, son capwesdemsuingirhmplicacibnvimlmnﬁdmnéscay
serkn negativos en una segunds prueba. Estos gatos con viremia transitorisa son considerados
inmunes a FeLV. De cualquier manera, cstos gatos "i * a FeLV, refugian el virus latente ea
su médula 6sea por meses o aftos ( Tompkins, Ogilvie, 1988 ).

RESPUESTAINMUNE Afortunadamente, hmayodadelosguwaquesoncxpuestoel

FeL.V sc recuperan y no conti do el virus. La resolucién do una i itoria da
Fel.V, es debida a ismos inmuoold que se aee quoe incluyon tanto aaticuerpos como
oélulasmedmdoﬂsdcmmumdad(Chnudlm 1990)

Los tipos de anlicucrpos que se pueden en gatos infoctados son ( Smyder, 1993;
Chaudler, 1990 ):

-Anhcmposdmg;dosmnﬂnehnﬂgmowmldemeapodﬁw,pﬂ el cual es comtn en
todos los tipos de FeLV. Estos snfi funcifn p oontrs el
Woaulmmmhfménnmﬂqwéswpuedl- i Estos inch fre Ia
inconvenicncia de inducir 1a f de comple) que provocan glomerulonefxitis en
gatos con viramia crénica

- Anticuerpos dirigidos contra o] anti] mayor de tum Gp70: Ests antigeno ostd

implicado en los fendmenos de reconocimiento molecular entre el virus y Ia céhila blanco. Los
saticverpos dirigidos contra Gp70, protegen a las células do una infeccién viral. Sélo el Gp70 det
virus A es capez de inducir 1a apariencia de anticuerpos neutralizantes . Estos son reaponsables de
matar al virus y posiblemente las células infectadas en el gato. Consocuentemente, los gatos con
anticucrpos VN casi nunca son virémicos y son resi a 1a reinfoccion por FeLV.

- Anticuerpos dirigidos contra ¢} antigeno viral inducido FOCMA. Estos son dirigidos contra

nmb!muneumugémusq\nsmmlmemcmdlmdnsmhxeéhﬂu infectadas. Los
enticuerpos para FOCMA, no p iar en el blocini de unma infeoci
permanenie, ya quo se encueninan a memudo ¢n gatos virdmicos pervisienies, paro sf tienen cierto
vn]mpmnésucodcsde quelos gnmseonmvelesnndcradosonhmdomucmpos anti FOCMA,
n!desmoﬂodc' fe Mi ostos
temer cfoctos anuh_" no 8 wntmommamfummmuuudupm
FeLV.Tanto los aaticuerpos VN, oomo los unnFOCMA, son transferidos a 1o gatitos en el calostyo,
¥ los protege de una infeccién tetnprana de FeLV.

CONSECUENCIAS DE LA INFECCION, La infoccién por FELV puedo conducir & tres
diferentes situaciones ( Snyder, 1993 ):

-Rechlzodclvims:EstoocmmomcldO%deloscasos.hmpueouimmmestipidn,
masiva y neutralizante. Esto permite prevenir una viremia y los animales son resistentes a cualquier
mmfmbnEsmaloqucmmdeumblénentmmdnvmquwmmmnmu:wpm
protectores ¥ p 1a rey ién viral,




- Latencia: n el 30% de los casos, ¢l virus persisto fnacttvo en {as células do 12 médula Osea.
Seguido s esta etapa de portador latente, hay 3 posibles tipos de evolucién:
" + 40% de log postad: 1 progresi liminan el virus si i o adqui
1 188 -

(3

+ 50% de los portadores latentes permanccen como tales.

+10%de los portadores L se convi irémicos como resultado del estrés,
tmtamx:moconoomcoslcmxdmocualqmermdueméndesusdcfemu Es por ésto que
algunas gituaciones que condy a la disminucién de la sta i del huésgped

tales como peleas, gestacitn, lactacién o un cambio en su Mbﬂat, pucden scr la uxplma-
cién do la viremin, aunque ¢l animal tenga una larga historia do ser seronegativo y no
tenga contacto con otros gatos infectados.

- La enfermedad: En el 30% de los casos, el virus contimia multiplicind i La
viremia conduce al comienzo de la enfermedad despuds de un perfodo catre 3 meses a 3 afios. Estos
enimales son de curse gioso para sus D Més del 80% de Jos gatos enfermos muere
dentro do 3 afios.

SIGNOS CLINJCOS

Los gatos persi infectad porFeLVp\wdmdesmllarmlovnm

fermedades que son das ya sca directa o indirectamente por el virus.

La inmunosupresién, que es I8 pr ién de 1a formacién de la respuesta inmmme, os el
resultado més comiim de la infeccién pochLV Y la causa fundamental do muchas condicicnes
relacionadas, Las enfermedades ¢ ite por FeLV son el resultsdo do la

inmunosupresién inducida por este misma y representan algunas de las manifestaciones més
frecuentes de 1a infeccién por FeLV,

Entre estas enfertnodades darias se pueden citar las sigui ( Childs, 1992 ):
- Enfermedades virales:

+ Peritonitis infecciosa felina: 50% de los cesos de esta enfermedad aparccs
correlacionada con la infeccién por FeL V.

» Rinotraqueftis
+ Panleucopenia.
- Enfermedades bacterismas:

+ Estomatitis crénica ulc&uiva, gingivitis crénica, Glceras en Ia boca: 50% de los gatos
fectados por cstas eofermedades cstan infectados por FeLV,

« Pioderma.
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* Neumonia.

Hemobarionelosis: 40% de los gatos que presentan hemobartonelosis, estdn infectados por
FeLV.

-Enfermedades parasitarias:
- Toxoplasmosis.

Las enfermedades di ionadas pos FeLV incluyen ( Siegal, 1991 ):

Y

- Linfosarcomas ( LSA ). Los linfosarcomas cstdn cutre las cufermedades malignas mas
comunes de los gatos domésticos en América. Estos tumores consisten primariamente do masas
sélidas de linfocitos proliferantes y comprenden la mayoria de las enfermedades malignas causadas
por FeLV. Han sido identificadas diversas formas de LSA, su clasificacién estd basada en su
distribucién anatdmica,

hfozmnnhmenmmdaLSA,estAcmlmudnporla infiltracién de células tumorales

en ¢l tracto digestivo y otroa & por,ﬁ 2 lios linfiticos, higado rifiones y

BALE
by B

bam[.osslgnosm&scommquese y P ia, pérdida do peso,
vomito, diarmea, melena e ictericia.
+Laforma timica o mediastinica estd izada por la p is do una gran masa

tumoral infiltrante dentro del térax con propegacién hacia tejido linfitico y algunas veces
otras estructuras. Los signos clfnicos son dificultad respiratoris, tos, sonidos cardiacos
silenciosos y severa ecumulacién de Hquidos en el tdrax que frecuentemente acompafian
al tumor.

+ La forma multicéntrica de LSA estA caracterizada por implicacién primaria de muchos
tejidos linfiiticos en ¢l cuerpo, con adicional implicacién de otras tales como el
higado, médula sea, rifiones, bazo y pulmones, Los signos que se presentan son variables,
dependiendo de 1a distribucién anatémica precisa dol tumor, pﬂogcmmlmenla inchuyen
de fi de lios linfaticos periféricos, eapl liaya

P s
1, 15

B

+ También ocurren formas atipicas de LSA 'y consi \i en masas tumorales
solitarias, implicando sitios primarios de origen no tmesunalynolmﬁueo Estos incluyen
rifiones, SNC, ojos y ram vez la picl y los hnesos. Los signos presentes varian dependiendo

do la localizacion del tumor.

- Leucernia linfocitica, Estd izada por la p in de linfocitos cancerosos
circulantes en la sangre y ln médula 6sea. La leucemia linfocftica puede preceder el desarrollo de
LSA o puede estar asociads secundariamente con LSA. Los signos que se prescatan generalmente
oomm:ncnmnpetcncmnoﬁpecﬂ'\u.dcpmténypéldxdadepeso Otmssxgnoe especificos que se
pueden observar incluyen anemia, fiebre, ictericia, b 8 p galia y ganglios
linféticos.
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La leucemia es una proliferacidn mallg ¥ neoplisica que se origina en el
tejido  hematopoyético. ul:uoanmnou\maenfmnedadmu-insecadelam ya quo
aimplemento es una corricnts que s¢ interpone catre los tejidos formadores ds sangre anonmales y los

tejidos en los cuales se depositan las células proliferantes.

De acuerdo con la cuenta leucocitica y ¢l estadio do madurez celular, las leucemias se
clasifican en: ( Benjamin, 1984 ).

* Leucémica: Cuentas leucociticas clovadas.
» Subleucémica: Cuentas leucociticas les pero con diferencial
les que células primiti
* Aleucémica: Cuentas Jeucociticas totales normales, sin oélulas anormales o
mmaduras en el frotis sanguineo, por lo goneral se observa en ol
periodo do remisién o du cl iento do uno de los otros
tipos o se diagnostica por aspiracién do la médula dsca.
ja: Disminucién del némero do los leucocitos circulantes por debajo del promedio
mmal.hxdcmethbmda(dmnwéndetodnshsoélmu)ohmmmnmwlohpode
céhula, En éste Gltimo caso se denomina con el nombre especifi poadiente: P
linfopenia o eosinopenia ( Coles, 1986 ).
1 itosis: A to en e} ni de | itos circul por encima del promedio

pormal ( Benjaciin, 1984 ).

- Destrdenes mieloproliferativos. Estos desérdenes primarios do la médula 6sea, estédn
mctmdospormpmhfmmﬁnanmmaldcmnomésﬂmsoehﬂmhmmpoyéum
(fe i6n de cétulas sanguineas). Los signos clinicos son inap ién, pérdida do peso,
anemia progresiva, ficbre, ictaricia, agrandamiento de ganglios linfticos pmféncos hepatomegalia,
esplecnomegalia secundario a la masiva infiltracién de células proliferantes anormales.

- Ancmia no regenerativa (ANR ). Esmmpmbablcmcnicxmndolnsmanifwmmommﬂs
ocomunes de la mfoocxbn por FelLV. Este upo de anemis, también conocida como hipoplasica,
14 esth izada por una scvera reduccién en el mimero de
;xecmsomsdeglbbqﬂosmjosenlaméd\ﬂnésea,mﬂmndoenmafnnapmapmdmumadecuado
nimero de glébulos rojos circulantes, Algunas veces puede presentarse pancitopenis, en donde los
procursores  de  los  glébulos rojos, glébulos blancos y plaquetas estdn  afectados.

Desafortunad los signos clinicos por 1o g 1, no son d dos hasta que la ancmin estd
lv:nudaLossngnos incluyen inag ia, d i6n, pérdida de peso, dificutad
P ia, palidez de las t eil do ritmo cardi

- Sindrome de panleucopenia. Como su nombre lo implica, ésto es un sindrome perecido a 1a
panieucopenia ( moquillo fehno ) que ha sido observado en nlg\mos gatos infectados por FeLV, los

cuales fueron debi izados contra panleucopenia. Los signos que se presentsn a
do son inap d i6n, deshid in, “‘dopwoﬁcbmvénmodxm(qm
ser i -'--m-\yunn, funda reduccién en el nt de gldbulos bl La

lncminlambiénpmdemupzmtc.Apcsudcqmlosgnlm fectados pueden respond
transitoriamente a una terapia de soporte, la enfermedad es progresiva y siempre fatal.




Los gatitos nacidos de hemb i a do de: lan un sind de
luaxga mnpﬂemu,debmdad.rmmmeluecmwmayamﬁsdclumyommwms
y In ptibilidad de i ién con otros dc

- Glomerulonefiitis. Esteupodeenfamedadmnlhaudocb-mtomgatosmuwwén
con LSA, 1 ia linfocftica y 3 ftica. Ademds, Ia enfermedad glomerular ha sido
xcponadaenausencudemnhgn:dldmgatosmfmdoaporFeLV

- Desérd producti Las gatas i das por FeLV, pueden preseniar uno o mis
desdrd reproductivos, inch do reabsorcidn fetal, aborto, infertilidad y endometritis.

DIAGNOSTICO

Existen dos tipos de pricbas sanguf para el diagndstico de FeLV, que son de uso comin,
El ensayo i bsorbente ligado a enzil ( ELISA, quo puode ser realizado en clinicas
weterinarias ), y el ensayo de inmunofluorescencia ( IFA, que debe ser realizado en un laboratorio de
diagnéstico ). Ambas prucbas detectan la protefna p27 quo estd circulante en ¢l tarrente sanguineo,
tanto libre en sangre ( ELISA ), o dentro de glébulos blancos infectados ( IFA ).

FeLV cstd presento en Ia sangre durante dos diferentes ctapas do infeccién. La prucba de
ELISA pueds detectar la ctapa de viremia peimaria ( transitoria ), antes que la médula ésea haya
sido infectada, cuando la resp inmune del gato tienc Ja oportunidad de rechazar al virus. Los
gatos virémicos transitorios son ELISA positivos (+) , y despuds vuelven a un eatado negativo
dentro de ocho semanas, Es fmportante que un resultado positivo a FeLV sea repetido en 8 a 12
semanas, para determinar si I8 viremia s transitoria o persistente. La prusba de ELISA también
puede detectar el virus en la viremia persistente, después de que el virus, en un cierto porcentsje do
gatos, invade la méduls 6sea y sc estableco por siempre. Las  prucbas de ELISA también son
disponibles para detectar FeL'V en saliva y Ligrimas ( Siegal, 1991).

ELISA es en la actualidad Ia prueba mds usada para la deteccion de FeLV, ya que es simple
dexeahwqummnmosde 100 m! de suero o plasma. Es muy sensible y especifica si se realiza
Los hados falsos ncgativos son my raros y niveles extremadamento bajos de
antigenos ( 7.8 ng/ml ) producen resultado positivo. Sin embargo, si los pasos de lavado no son
mhudoscmdadosaydebndmmwouumﬂmmoungmmplcmhmohmdos pueden
ocum: fnlsos posmvos Este es probablemente el tinico punto débil del procedimiento, pero puede
por técnicas de lavado apropiadss y evitar el uso de sangre completa o

memhcmohudo (Pedersen, 1988, Nettifee, 1991)

La prucba de IFA detecta el virus circul ipal durante la segunda etapa. Si la
mfecclénpmgresaenmaclapa,ualcanmmpunwmmible Es por ésto que Ia mayoria de los
gatos que son IFA positivos, permanecen positivos por siempre. Estos gatos, asf como la mayoria
{ 70-100% ) do aquellos quo son ELISA positivos, estén excretando FeLV en la saliva y son
infecciosos para otros gatos ( Siegal, 1991 ).

Una infeccién latente de FcLV no puede ser detectads por ELISA ni por IFA. Para detectar
una infeccién latente, debe realizarse un cultivo in vitro do las células dc médula ésca por més do
6 semanas ( Pedersen, 1988 ).
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La prevalencia y modo do isié dchLVenhpoblnméndcytosdcméﬂmen
- geoeral no pudo ser estudiada hasta que se & 116 un método répido, ible y p de
datooméndclwnmqunomqmﬁngnndmcanudadmdcthdo lamammls(hreﬂapnm
estudiar el virus fud desarrollando un ensayo de inmunodifusién.

En 1969 fué producido un suero de conejo anti FeLV especifico que contenia altos titulos de
anticuerpos; ésto penmitis el desarrollo de técnicas inmunolégicas para la detoocién del virus.
Usando esto suero, la primera prucba d llada para la d ién do FeLV en tojidos do folinos
ﬁnéhpnnbadcdoblclnmxmdxﬁmbn(ID) Poco despuds fisé desarrollada una prucbe do fijacion

l para la d i6n de FeLV, utilizando e} mismo sucro de concjo pero results dificil
domhwymmpicumﬁugmﬂ 1a técnica de ID es capaz do resolver mezclas complejas do

tigeno y tiene i{ P EluuuodeoonqomnFeLVﬁléuudomlnmxebadem
¥ con ésto emp dios iniciales de las f: jolégicas de FeLV y algi do
las enfermedades inducidas por ésta ( Hardy, Zunkamnn,l”l)

Entre las di modificaci de la § ipitacién en gel quo se han desarrollado,
el método mas i Toed escldeldnotorOmhta-luuyh‘émxuthOnhtﬂ'lmyes

lmadiﬁuiéndobledc ig po solubles en geol do agar. Donde el anticuerpo y el

[ despué dehdxﬁmbn,melpmﬂodaeq\uvnlmn,uolmrvnhfamén

do una linea de pm:xpntlcnén insoluble on la matnz del gcl. AdemAs cada sistema diferente
lm.lgcm-mlmxetpo forma su propia linea do p di do otrus i

po. Por cjempl !manmladcmandgmospwdcmmmrconm

mucuapos difercntes para formar tres lineas de precipitacién diferentes en el gel.

Debido & que en cada si ! po se fooma una linca de precipitacién
independiente de otros si nnl(gem—annmpo la:mmmodxﬁméncngeluhaunpludowmo
mpodemaomsmnnenlopamclmﬂumde ! P°f,_.. 5, cada proteina de un virus o una

o tubles en el p lmmnl."‘ todri una
sola linea do p ',' 60 con un anti po bomélogo apropiado. Ademas, la localizacién de los

pozos de ant{genos en posici préxi permite el andlisis de antigenos comunes (Olsen, 1983 ).

P

Por uhtimo, podemos considerar al examen do médula ésea como un recurso muy valioso
para ¢l dingnéstico de las cafermedad izadas por msang\:pmfénum
md:mdosobmtodncnlu fe dades que so fian de dismi o do las células
o aparicién de células les. Hay que consid laposxbdldaddcmcucaﬂocuandoel andlisis
de sangre periférica revela Ia p in do I in, 0 51
aparooen oflulas anormales. Espméﬂoqndebendemhmwmwn;m!oelm&hsudenﬁdtﬂa
6sea con la biometria hemética ( Coles, 1986 ). Los valores normales de biometria hemdtica y
nﬂdulaéseoenfehnmdumbsuws,sedctalhnenhublaNoZﬁmmﬁnmnextmidosdelibm

SchalmsVotmnaxyHumlology (Jmn.l936),ynq\mwusxdcmmosaém,\mnﬁmtn

esp izada para la interprot de dichos p 08

PREVENCION Y CONTROL

Existe una considerable demanda para el control de las infecciones por FelV, especialmente
rhlosdmﬂosdclosgxmseonpod:gmé El método de control es la deteccion y la oliminacion do la
fuente de i i6n, el gato viré persi En !a tabla No. 3 se ilustra un tipico programa de
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control. Las razones pars muestrear de nuevo despuds de (as 12 semanas son: a) Para cstablecer 81
un gato positivo es todavia positivo y es por ésto que presenta una infoccion permanente y b) Para
asegurarse de que un gato negativo continia siéndolo y no cstuvo incubando una infeccitn cn la
primera prucba.

Una vez que haya sido eliminado FeL'V de una casa, las futuras fi ibles de infeccié
pnnungmommwvasmnnd\mmdegntosdcnuodehusaymnmclomoumgawsm
axpoummﬁyenhmmdm Lasmdemmptucnm que las exposici no son la mayor
fuente de infoccidn. Es amp lo a intervalos de 6 & 12 meacs para
gnbsnpmdmmqmménmwnmmmbmbmsomuhmdeouwpmpmnos Se ha
reportado el uso exitoso de los programas de control,

Diversas son disponibles comercial para ayudar en Ia provencién de FeLV. A
p&uxdequsmvuamuhnnndopmb-dupamscrefwumenlabaﬂmoysﬂﬂwscﬂmnos
ninguna ofrece 100% do protecciém. Es por ésto que no hay que confiar en las vacunas como nico
método de reducir Ia infeccién por FeLV. Los programas de muestreo y eliminacién, as{ como otros
pasos para reducir 1a exposicién, dobe ser continuado ( Childs, 1992).

La decisién pam vacunar a un gato coatra FeLV debe ser basada en diversos factores, como
son:

1.- La prevalencia de FeLV en ¢l drea de préctica, y el nivel de morbilidad y mortalidad obsarvado
causado por el virus.

2.. El nivel do confianza del MVZ cn 1a eficacia y scguridad de 1as vacunas disponibles.

3.- El riesgo de exposicion del gato en cuestion.

4.- Prictica zootécnica acerca de las indicaciones biolégicas y econdmicas del uso do las vacunas
contra FeLV, en la rutina preventiva de cuidado de salud de los pacientes felinos (August, 1993).

TRATAMIENTO

Los objetivos terapéuticos del médico veterinario que estd tratando muchas de las
enfermedades asociadas con FeLV son provoer alivio paliativo de los signos clinicos y prolongar la
vida. Do cualquier manera, la terapia debe ser recomendada sélo si hay 1a posibilidad de mantener
una buena calidad de vida para el paciente. Ademés las cuestiones éuusconmpectonl
tratamiento prolongado de gatos virémi que un virus oncogénico en su
medio ambiente debe ser comentado por nmbo- el clinico y el duefio del gato.

Ha sido desamrollada uoa varicdad de regimenes quimiocterapéuticos pers los tumores
inducidos por FeLV, y en ciertos casos, ésto pucde producir una remisién temporal. Los gatos en
remisién pueden continuar en un razonable estado de salud, por un perfodo de semanas a meses (
algunos més tiempo ). De todos modos, debo ser entendido que cstas som sélo remisiones, y e
muchos casos, incurables do por vida. Las drogas que se usan, son muy potentes y sus sfectos deben
ser monitoreados cuidadosamente para no sobeedosificar al paciente ( Sicgal, 1991).
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‘Tabla No.1,- PATRONES EPIDEMIOLOGICOS EN INFECCIONES POR FeLV

GATOS CALLEJEROS

Alto indice da exposicion 50% de los gatos tisnen anticuerpos anti-FOCMA
Baja prevalencia de inmunidad 4% de los gatos ticnen anticuerpos visusncutralizantes
Bajo indice vidmico 1% virémico

Baja incidencia de eafermedades

relacionadas a FeLV

GATOS DE CRIADEROS

Alto Indice de exposicién WdclosgltostmnnucuaposmhFOCMA
Alta prevalencia de inmunidad  70% de los patos no viré tizoen anticuerpos VN
Alto indice virémico 40% de los gatos son persi te virdmi

Aha incidencia de enfermedades  En gatos virémicos ( Chaudler, 1990 ).

relacionadas con FeLV.

Abreviaturas:

FelLV: Virus de Leucemia Felina
FOCMA: Anﬂgemdehmunhmcdulunmado & oncomavirus folino.

VN: Anticuerpos vi
Tabia No. 2.- VALORES SANGUINEQS Y COMPOSICION CELULAR EN LA MEDULA
OSEA DE GATOS NORMALES
SERIE ERTTROCITICA RANGO FROMEDIO
Glébulos rojos ( will/ mm3 ) 5.0-10-0 75
Hematocrito (% ) 240450 370
Votumen globular medio ( fl } 35.0-55.0 45,0
SERIE RANGO PROMEDIO VALOR PROMEDIO
LEUCOCITICA / o’ { mm3 PORCENTUAL %
Gidbulos blancos 5,500-19,500 12,500
Liefocitos 1,500-7,000 4,000 22-55 32
Notréfilos ( mackzros ) | 2,500-12,500 7.500 35-75 59
Neutrifilos ( bandes ) 0-300 100 0-3 0.5
Monocitos 0-850 350 1-4 3
Eowindfilos 0-1,500 650 2-12 55
Basdfilos Raros 0 Raros [{]
IMEDULA OSEA PROMEDIO % §MEDULA OSEA PROMEDIO %
Mieloblastos 1.06 Linfoblastos 15.88
Mielocitos 6.32 No clasificadas 3.91
Metamicelocitos 11.21 Eritroide 28.07
Bandes 2t.12 Relacion MEE 2.3
Total mieloida 52.37

Valores extraidos de: Schalm's Veterinery H logy ( Jain, 1986).
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Tabia No. 3.- PROGRAMA PARA EL CONTROL DE LAS INFECCIONES POR FeLV
UTILIZANDO LA TECNICA DE ELISA

1.- Mucstrear todos loa gatos pera FeLV.

2.- Scparur gatos FeL.V (+) de FeLV (-) . Cuarentenar la casa, no climinar ni introducir gatos, Lavar
y desinfectar todos los betes de alimento, cajas de excramento, canastos, etc.

3. Mmuurymuhwhnlosglwsdwpuésdcumm

4.- Los gatos FeLV (+) son considerados i y deben ser eliminados o
mantenidos en aislamiento permanente, lmgnmchLV()wnmsduidoslibtu(bh
infeccidn por FeLV. Si alguno de los gatos ncgativos son ahora positivos, volver al paso No. 2

5.- Correr prucbas a todos en intervalos de 6 a 12 meses y remuestrear para ascgurar & fos FoLV
(-) antes do juntarlos o mezclarlos con los gatos anteriores.

(Chaudler, 1990 )
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OBJETIVOS

1.- Evaluar ¢l uso de la técaica de Inmunodifusin para ¢l diagndstico de Leucemia Viral Felina
(FeLV).

2.- Comparar las relaci fulares en 1a médula 6sea do animales normales y serolégicamente
positivos a FeLLV.

3.- Relacionar las alteraciones en médula ésea con las alteraciones de la biometria hemdtica,

4.- Correlacionar los perimctros de Ia biometria hemitica, médula dsea, Inmunodifusién y prucba
do ELISA.
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MATERIAL Y METODOS

1.- MATERIAL BIOLOGICO

M § bienidas de 25 gatos de diferentes razas, odades y sexo

2.- MATERIAL DE VIDRIO

Tubos de ensaye
Portaobjetos

Cubreobjetos

Cémara de Newbaver

Pipeta do Thoma para gldbulos rojos
Pipeta de Thoma pam globulos blancos
Matraz do 1 litro

Matraz do 50 ml.

Pipetas do 10 ml.

Pipetas do 1 ml,

Pipetas do .2 ml.

Cajas do Petri

Tubos capilares

3.-REACTIVOS
Sohucitn salina fisiokgica (NaC10.85%, J.T. Baker)
destilada

Agua

Ta 11: 1000 ( thiolate blanco )

Liquido Trk

Liquido Hayem

Agar sgar (DIFCO )

Agar noble (SIGMA )

Agarosa { SIGMA )

Fosfato de potasio ( J. T. Baker)
Hidrdxido do sodio ( J. T. Baker)

Tiras reactivas do pH ( Whatman }

Eter (J. T. Baker)

Tinturs do benzal ( Dermo )

Inodine ( Kation )

Rompin (Bayer)

Imalgen 1000 ( Rhone Méricux )

Tincién répida ( Diff Quick Stain, American Scientific Products )
MUmemSAmmmdgmdoFd,V(CWFeLV&Dm
Corp,USA)
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4.- ANTIGENOS Y SUEROS

Vacuna Leukooell 2 (Smithkline)
Vacuna Leucogen (Virbec)
Vacuna VacSYN (Bio trends)
Vacuna Fevaxyn (Solvay)

Suero hiperinmune

S- VARIOS

eigas

Pinzas pars matraz

Algodén

Caja rectangular con tape de plistico

Perforador para agsr

Refrigersdor

Estufa

METODOLOGIA

SELECCION

So scloccionaron al azar 25 gatos do diferentes mazss, odades y sexo quo provenien de
distintas ubicaciones an 1a zona de Satélite, Estado de México.

HISTORIA CLINICA

hhmm-cunmdeudammdnmhmmmdnfemnmmﬂodmpupedhmm.
tales como observacién, palpecié Itacién y 1a al propietario de cada gato.
TOMA DE MUESTRAS

La tona do las muestras sanguineas se obtuvo, en e mayoria de los casos, ( 19 gatos ) de 1a
vena yugular, y en los restantes do la vena cefiltica como se explica a continuacién:

Primeso so rasurd pexfectamento In zona, se reatizs 1a antisepsia con wn algodén humedocido

on una sotucitn desinf (benzal, isodino ) y la toma so hizo con una aguja estéril No. 22 6 21,
ilizando como anticowgulante uns gota pequefia de heparing, la cual ya estaba contenida en la
jexinga. El vol fnimo de fud do 2 ml.

Las de médula 6soa s obtuvieron do los mi animalcs & los cusles 30 kos

realizd la  biometria hemética. Estos gatos fueron tranquilizados prevismente a la toma do la
mm:mﬂlmdomdmcbnmdenhmmdz%(m&ya),amdomdelmg/kgde
peso binacién .con § ( Imalgen 1000, Rhine Mérioux ) empleada a uns
dmmdeﬂmg/kgdcpesocmwal ambas por via intranuscular.

1.- Obtencidn de muestras.
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Fara obtencr la mucstra. sc moditico 1a técaica deacrits por: { Beyamin, M. 1984 ),

) Se colood al gato de lado y se msurd la picl de 1a rogidn del extremo proximal del fémur,
posicriomnente sc lawé con una solucién desinf ( benzal, isodine ), para realizar la antiscpaia,

) Se introdujo uns sgujs para sspirscién ( 3/4 a | 1/2 pulg., calibre 20-21 ) en el hueso
oaualdchfauknuﬁmmenelandfmnihuumpmﬁmdmdndmmd-delin
2 cm., haciend ién firme y un movinaiento de

¥

c) Después de haber calocado 1a aguja en el canal famoral, se spiré ls mddula y la sangre
sinusoida] hacia 1a jeringa de 3 ml.

2.- Elaboracidn de! frotia do médula dsca

Sa realizaron 6 frotis por cada animal, siguieado los pesos guo se describen a continuscién:

Se spliod vma poquess idad de stra an tres p bictos limpios, y con cada 1mo de
los tres portachietos sob 80 hizo pregidn sobro la at Jock ‘Jmmhmmponmbn.
Después se desprendi6 wno del otro de manena que la oestra hayn quedado extendida en forma do
PoqueBios grUKINS.

Todos los frotis fueron fijados con metanol, 2 de cads 6 se tificron con tincidn rhpida o * Diff
Quick ", y los otrow 4 quedaron do reserva.

3.~ Counteo diferencial de células

Una vez tefiidos los frotis, se utilizd el microscopio pass el conteo diferencial do células .
Primero se revisé el frotis con ¢l objetivo seco débil ( 10 x ), para encontrar las zonas mejor teflidas
a ¢l frotis, Ynlom!mdu&ﬂnzonu.nmhédob;etlvomﬁmte(%x)punmhmel
conteo, Para aclsmar cuslquicr duda con resp alas teristicas 1 50 uss e} objetivo
lmx:phnnndomngundcmtcdeummwnenel&ohs

Se contaron 100 cdlules poe frotis, y s diferenciscién  se hizo tsl como se describe on el
stlas do Citologia Hewmatologica { Hayhoe, 1980 ). Se hizo tna conparscién extre ol conteo
difevencial de Ias muestras obtenidas de gatos sanos y galos sntigénicamente positivos a FeLV.

ELISA

El procedimiento para realizar la técnica de ELISA, pars el diagndstico de FeLV en sangre,
estd descrito en ef instructivo de la prucba comercial ( CTTE/ FeLV kit., Idexx Corp., U.S.A.) tal y
como se indica & continuacion:

Previo s 1a realizacion de cada prucbe, se deben dejar 1os reactivos & temperatura ambiente.

- Lavedo.- Ascguranse de que el prefiliro ¢s1é bien colocado en ¢l dispositivo. Agregar 10 2
20 gotas de solucidn de lavado y esperar a que ac absorban. Presionsr con Ia esponja pam asegurar
el contacto de el prefiltro con Ia membrana biosctiva.
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- Combinacién de 1a solucidn 1y la mucstra.- En ¢l tubo agregar 4 gotas do la solucion 1
- ( conjugado contrs FeLV ) y 4 gotas de 1a muestra ( suero, plasma o sangre completa ). Se
recomiends utilizar suero o plasma. Invertir el tubo 5 a 6 veces. Esperar de 5 & 10 minutos.

- Vaciado al dispositivo.- E:elmsodehaberumdounyempldn,w-lmbodnSl
6 gotas do solucitn de lavado ¢ invertirlo de 5 a 6 veces para p vaciarlo al disp
Esperar de 5 a 10 minutos.

- Lavado.- Remover ] prefiltro. Agrogar de 10 a 15 gotas de sotucidn do lavedo y esperar a
que 3¢ sbsorban. Llenar el dispositivo hasta la linca con solucién de lavado. Esporar su sbsorcitn,

- Agrogar el substrato.- Agregar 4 gotas de la solucién 2 ( substrato ) procurando cubsir Jos 3
compartimentos, Esporgr 1 mimito.

- Lectura do la ién.- Para d inar ¢l resultsdo de la prucbe, sc lee la reaccidn en los
compartimentos del dispogitivo:

FeLV positivo: Se colorea de azul e} control positivo y el compartimento do FeLV.
FeLV negativo: Se colorea do azul 8610 el coutrol positivo,

La resccién oa ostable por aproximad: te 10 mi {Idexx Laborstories).
BIOMETRIA HEMATICA

Una vez conchuido cada diagnédstico mediants ELISA, se roslizéd la biometris hemética a 16
de las nmestray, do acuerdo a la técnica descrita en: ( Manual do Labomatorio Clinico FES-
Cuautitlin, 1993 ).

Para la evaluacién de glébulos rojos y glébulos bl 8o utilizaron liquidos do Hayam y
Turk 3 f uicomo de Thoma para cada tipo de células y el conteo se realizd
medunlelaobuervménmelmxamwpmyheﬁnmdoNewhw

Se utilizaron tubos capilarcs pars Ia evaluacién de les microhematocritos. Estos so 1i
dam\mtnung\ﬂnammal%%domcupamdnd,uuﬂummmdubumydﬁndw
centrifugaron durante 3 min. & 11,000 rpm. E1 htado so 1a lacién entre o}

paqueto oelular y ol vohmnen total do muestra.

Pars ¢ conteo difercncial de oélulss, se fijaron con metano! dos frotis por muestra y uno de
cllos se tifi mediante la técnica do tincidn rhpida o * Diff Quick *. El otro fiotis se conservd como
rescrva. El conteo se evalud mediante 1a observacién en el microscopio.

Posteri di6 a centrifugar todas las muestms sanguincas para conserver ol
hmn,bsunleswmdmmpunhehbawlbndehwcmcadelnnnmd:ﬁm
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INMUNODIFUSION
L- Oblencién del suero hiperinmune

Se obtuvo suero hiperinmuns de uns gata persa do un afio do odad, la cual fué vacumada
coutrs FeLV a intervalos de 6 meses, 1 mes y después cada 15 dias, utilizando 1a vacuna VacSYN
de labomatorios Bio-Trends. La extraccién de omstra sanguinea se realizb & los 15 dias después de
cada revacunacion. Este suero fisé utilizado como testigo poaitivo para la técnics de inmunodifusién.

11.- Preparacién del material
Se utilizaron 80 portaobjetos, mi 1avindolos primero con detargente

especial { Extran, Merck ), se dejeron secar on una gadzlh.ydupoésncodnmypoumbmhdou
sc lirnpiaron con un algodén humedecido en éter para descngrasar)

Todas las pipetas, matraces y cajes de Petri, sc laveron con detergente y se dejaron socar
totahments antes de ser utilizadas con cuslquier tipo de sohucién o resctivo.

1IL.- Elaboracidn do agares y variables do pH

1.- Preparscidn do agar noblo y agar agar al 1% eq SSF.

Ea cada uno de dos matraces de 50 ml. so propard una meerls que contonia lo siguionte:
-22.5 ml de Sofucién salina fisioldgica { SSF)

- 2.5 mlL de mexthiolate blanco { Timorozal, concentracion final: 1: 10000 )

-0.5 g de sgar noble en \m matraz. y 0.5 g. do agar sgar en ¢l otro.

Sc calk ambes 1as hasta su disolucid )!

Los p by se tuvi )! pera cada tipo do egar
al2%. Senphndmpolhxhdees!ommlomhdelgadnposﬂﬂn Al fina] ae midié el vohmwen
de sgar sobrants, pars agrogar Ia misma cantidad de SSF y diluir a una conoentracion al 1%.

2

Cau esta Gltima proparacién so aplics una sogunda capa més gruesa a los portachjetos y so
dejaron solidificar en una superficie horizontal.

2.- Proparacién de sgar agar al 1% on 3 diferentes pH (6, 7Y 8)

Se prepar un litro de KHoPO4 a1 0.1M y 200 m). de NeOH IM.
Posteriormante 8o elaboraron 22.5 ml. do cada pH de In siguicutc mancra:
pH 6: 11.25 ml. KHpPOy 0.1 M

11.06 mt. HpO dest.
0.18 ml NaGHM
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pHT: 11.25 mL KHoPO4 0.1 M
10.6 ml. HO dest.
0.65 mL NaOHM

pHS: 11.25 ml. KHzPO4 0.1 M
10.21 ml. HpO dest
1.03 ml, NeOH M ( Gordon, 1975).

Con las tiras reactivas de pH, se verificaron las soluciones y después so sgrogaron 2.5 mt. do
merthiolate blanco y 0.25 g. de agar agar a cada matraz, Se utilizaron 10 partacbjetos por cada tipo

de pH, mil a Jos que provil se les aplico la primers pelicula de agar agar al 2% on SSF.
3.- Elaboracién do agt al 1% en portacbjetos y cajas de Petri.
So prep tuci de agy al % eny bictos con pH de 6, 7y 8. En 6 cajas de
Petri, se afiadieron 3.5 ml. de 1a suspensié bién a di pH.

4.- Técnica de inmumodifusién oon tubo capilar en cajas de Petri.

Esta técnica es una variante do la anterior, todo ¢l procedimiento en las cajas do Petri fu
igual, & exoepcidn de colocar en lugar del orificio central, un tubo capilar, el cusl so Hend
previamente con la sohucién de antigeno.

Distribucién de las perforach

En la primera preparacién do sgares al 2% en SSF, se hicieron 5 perforaciones con un
sacabocado alrededor de una ceatral, dejando catre cllas una distancia do 4mm. El espesor y
dikmetro de cada orificio fué de 3 mm., tal y como lo muestrs ¢l esquema No. 1

Eaquema No. 1.- Distribucién do perforacioncs en agar sgar y sgar noblo al 2% en Solucién salina
fisiologica (SSF)

L/
O

o
© o
o O

Los orificios en la prepammcién de sgar agar al 1% en diferentes pH y agarosa al 1% en cajas
de Petri, se hicieron mis pequefios ( 2 mm. diam. ) y a diferentes distancias con respocto al central
(2,4,6,8y 10 mm). En cada extramo de los portaobjetos s¢ perforaron 6 orificios ( Ver csquemas
Nos.2y3).
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Es No. 2.-Distnibucién de perforaci en E No. 3.- Distrib do

g q

agar agary sgarosa al 1% ¢a pufmmmenqpmull%
diferentes pH. on cajas de Petri.
-
o o
o o°
o o o o o ©
] o ©

. Se identificé con una marca cada portachjeto para no confundir tipos de sgar, pll, antigeno

¥y snticuerpo.
Aplicacién y distribucién de antigencs y sueros.

1.- thwllmmbndelosfw(mu(hposdelyr pH y distancia } en Ia tdenica de
Inmunodifusién, 80 colocd en el pozo central el suero hiper yenlos los 4 diforentes
tipos de vacunas, tal oo Jo muestra el esquema No. 4,

Esquema No. 4.- Evahuacién de di fi utilizando suero hiperinmune.

[} °
o AA AC o
ho" } { t’aog\

\O{,“o }AB, A.D.{ : V

Ac +: Suero hiperinmune.

A.A: Antigeno "A" (Leukooell )
A.B: Antigeno "B" (Leocogen )
A.C: Antigeno "C" ( VacSYN)

A.D: Antigeno *D" ( Fevaxyn )

2.- Evaluacién del suero hiperi I‘helpomacmnlsecphoéhvnmoonhqwu

il melpasamuzwt'r bién se 6 1a di Optima
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{4 mm. ) entre ¢l pozo central y 108 pozos periltricos; en 1os cuales 5 aplicd ¢} suero hipermmmme
.del gato usado como testigo positivo. Este sucro fud tomado a diferentes tiempos posteriores a la
vacunacidn inteasive, wtilizendo 1a vacuna VacSYN, de laboratorios Bio-Trends, con el fin de
determinar con cusl de éstos se obtendria mejor resultado. La primems inmunizacion se realizt el dia
9 sept 1993 . So hizo una sogunda inmunizacién el 23 sopt 93. Posteriomuents so obtuvo la primors
muestra sanguinea o} 7 oct 93, ¢s decir, & los 28 dias después do Is primera inmumnizacién. La
seg\mdnymlwmadcnnmu umhmmuhs32y466ﬁsmpwumepmt
izacion. El 29 do bre se por torcora ocasidn, y Ia ltima toma do muostra so
mhzbllou“dhlpoummu-éﬂafmhl(lisq No. 5).

Eaq No. 5.- Evaluacisn del suero hip
28dlas  Sovay  32dias
\‘ | ‘7/
OIO
o]
©
&
+
46 dlas
3.- Evaluacién do antigenos y/o anticuerpos en las stras. Se colood en ¢l pozo central 1a

vacuna de Solvay, y en la periferia, los sucros do los gatos problema, alternando en dos pozos el
sucro hiperinmune con el cual se obtuvo mayor titulo de anticuerpos { Esq. No. 6).

E: No. 6.- Evaluecién de

4 ¥

y/o antig en los sucros problema,

4.- Segunda evaluacion do antigenos y/o anticuerpos en los sueros problema. Dependiondo
do los resultados en ¢l paso anterior, so evaluaron los sucros que reaccionaron ya see con presoucis
de.nugenay/omummpos-meclumhqumumy/ohmm&vuyn(&h-y),mhnam
otro suero prot &ndolos contra sueros distinios y en este caso, ¢l suero
h:pmmnum.nmlocbenelpozoommlymdoepomsdtamahmmnﬁvnxynm
evaluaciones se realizaron en forma repetida usando los difersates pH ( Esq. No. 7).
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Esquemma No. 7.~ Segunda cvaluacion de antig y/o anticucrpos en los sueros problema.

Sotyay &m&mhluzml Solvay
0o 0
o110
DN
Suerc problema 3 | Suero problema 2
Suerp Biperinmune

Incubacién de las placas

En un recipiente rectangular con tape, 56 preperaron unos soposies para colocar jas placas en
forma horizonial. Las cajas de Petri se coxmron con sus respectivas tapes. Se humedecieron pedazos
dedgodéneonngmpmmmrhmoquodaddehguyuupélauja So intubaron durante 48
horas & temgp de refrig

Lectura de las placas.

Habiendo tr ido Ia incubecién, sa sacaron las placas y la lectura se realizé sosteniendo
éslas sabxelmnsupuﬁmewgm,yseuhhzb!mmdxmu

CALCULOS DE SENSIBILIDAD Y ESPECIFJCIDAD ENTRE ID Y ELISA
Se elabord una tabls binaria " 2 por 2 * pam las pruebas de doteccién de FelLV, y
posteriommenle se obtuvieron célculos de sensibilidad y especificidad de la prucba de ID, con
respecto a ELISA, por medio de los siguientes métodos:
Prucba ELISA

Positivo Negativo Total

Positivo | a b at+bd
Prucba

Negativo] ¢ d c+d

Total atc b+d

Total do resultados =a +b+c+d
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8) Positivo verdadero= Proporcion do gatos ELISA positivos, en donde el resultado de IDD serd
positivo.
b) Falso positivo= Proporcién de gatos ELISA negativos, en donde ¢l resultado de 1D serd p

€) Falso negativo= Proporcién de gatos ELISA positivos, en donde ¢l resultado de ID es negati

d) Negativo verdadero= Proporcién de gatos ELISA negativos, en donde el resultado de ID serd
negativo.

Resultados positivos vardsderos [y
Sensibilidad= = e x 100 =%
Total do gatos infoctados con FBLV ~ a+o

Resultados negativos verdaderos d
Especificidad= = — x 100~ %
Total de gatos no infectados con FeLV b +d

Resultado de FeLV falso negativo [
Indice de fialsos negativos ( LFN. )= -—-
Total de gatos infoctados con FeLV &+ o

Resultado de FeL'V falso positivo b
Indice de falsos positivos ( LFP. )= -_————=%
Total do gatos no infoctados con FeLV b +d

[ ]
Valor predictivo positivo ( V.P.P. )= —— x 100
a+b

d
Valor predictivo negativo ( V.PN., )= -—— x 100
c+d

Datos extraldos de JAVMA, vol. 199, No, 10, Nov. 15, (Hardy, 1991).

ANALISIS ESTADISTICO
Seobtuvo\ma laci6n cntre los park btenidos cn Ia B.H, M.O., ELISA ¢ ID do las
diecil trabejad: mxhzmdohpmobamdisnmdemﬂuudomgmnénhnml,

modunmelpugmldeeémpmosmmm En las prucbas de hipétesis se utilizd la
distribucién T de student ( Steel, 1985; Wayne, 1988 ).
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RESULTADOS

Historla elinica

En los resultados obienidos durente la exploracién de los 25 getos mucstreados para
determinar los diferentes signos clinicos, se pudo observar que sélo dos gatos se encoatraban
completamento sanos, ya que 0o presentaron ninglin tipo de signologia que nos hiciera pensar en
alguna clase de enfesmedad. En los gatos restantes, Jos cuales representan el 92% de Jos animales
mucstreados, sc observd una  variada signologia clinica, entre los que destacaron signos como
depresidn (73%), anorexia (53%), pérdida de peso y caquexia (47%6), ontre otros. Los signos clinicos
més importantes que mostraron los 25 gatos se calistan en la tabla No. 4

Debido a 1a indisponibilidad de alg; propietarios de los gatos pers permitimos extraer
m\m'msungulnmsydcmédulaéwn,ulwmohtnmnuwadcmummdeouosgalosacansa
do su dificil manejo, se realizaron bic dticas y oonteo diferencial do células de médula
6aea 86lo en 16 de los 25 gatos ( Tablas Now. 5y 6).

Biometria hemiética

A pgrandes rasgos podemos obscrver, una disminucién en la cantidad de glébulos rojos con
respecto a los valores normales ( Tebla No. 2 ) en los gatos Nos. 7, 12, 14, 19, 20 y 23, as{ como un
ligero aumento de los mismos en el gato No. 10. También encoutramos una disminucién en el
hematocrito de los gatos Nos. 14, 19 y 20, as{ como la variacion en ¢l tamafo do los eritrocitos,
expresado por el volumen globular medio ( V.G.M. ) en log gatos Nos. 7, 20y 23.

En Jo que respecta a la formula blanca, se registraron 4 gatos con valores do gldbulos
blencos por debajo de 1o que reporta 1 bibliografis, asf como tn aumento de los mismos en 2 gatos,
Los valores absolutos estuvieron disminufdos para las células linfociticas en 5 casos, asi como el
aumento en los mismos en otros 2. Los neutrdfilos ieron en su totalidad en los gatog
Nos. 7 y 14. La presencia do cdlulas inmadurag en sangre periférica para Ia serie granulocitica se
hizo aparents en 3 casos, uno do cllos ( gato No. 20 ) con 8% do células precursoras de eritrocitos
también ( rubricitos ).

Méduln dsea

En los Hados del do médula ésea ( Tabla No. 6 ), se calcularon los promedios
obtenidos para los diferentes tipos celulares, asi como de las relaciones M:E on gatos positivos y
negativos mediante ELISA, para obtener una comparacifn global. Los casos particulares de mayor
interés y su relacién con 1a biometris bemética, se describen en 1a discusidn de este trabajo.

Los valores totales de célull lociticas del 1 do médula G3ca en gatos positivos,
as{ como en los myhvos,oscﬂnmdcmmdelos limites nommales, descritos en la tabla No. 2,
e hubo una reduccién notoria de cstas mismas ( mds de 15 células ) en los gatos positives con
respecto a los negativos. Los valores de células linfoides se encontraron muy aumentados en relacién
& los que sc reportan en la bibliografla ( Jain, 1986 ), tanto en galos positivos como en los negativos,
siendo mayor el awinento en los positivos. La cuenta eritroids en los gatos negativos se encontrd muy
pot debajo cn relacion a lo que reporta 1a bibliografia, Sin cmbargo, ¢l valor relativo de células
eritroides en gatos positivos es casi el doble que el de los gatos negativos, ¥ cae dentro de lo que se
considera como normal,
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Resuitados de Ias varisbles en La téenica de Inmunodifusién

8) Tipos de sgares: Durante la elaboracién de lag placas para 1a inmunodifusitn, se utilizaron
3 tipos dc agarcs: Agar noble, agar agar y aganosa; todos preparsdos & una concentracién final do
1%. El tipo de agar en ¢l que se¢ obtuvieron bandas de precipitacién més intensas y delimitadas, fué
el agarosa 1%%, por o cual, fué cl agar que utilizamos durante las posteriores prucbas de ID.

b) Preparacién en SSF y diversos pH: Se obtuvicron bandas de precipitacidn sdlo en las
preparacioncs do agarosa a diversos pH (6, 7y8)Enhsplepammmdc|gumnmSSFmse
obtuvo ningin resultado. Algunas lineas do identidad parcial en las bandas de precipitacién se
hicieron més aparentes en pH 6, y otras en pH 8, por lo que las preparaciones posteriores en agarosa,
sieapre so claboraron en los 3 tipos de pH.

) Diferentes distancias; La di ia que estandari s pam la spericién do bandas de
ipitacién entre sutigenos y anticuerpos fué do 4 mm. catre cada pozo, y ésta fid Is que se utilizd
panpmbaxlos

d) Tipos de placas: La apericién de bendas de pec:pxtncxén sélo fué observablo en
portaobjetos, no asi en las cajas de Petri, ademds do 1a imp i6n de estas Gltimas, pam
qucqucdnmﬁpumpanodelexﬁmwdclcapﬂnmnndumdodmﬂodollgn ¥ posteriormento
descendiera ¢l sntigeno a través de éste. Es por ésto que so continud la técnica do ID en
portachietos.

Resultados de I técnica de I difusién

a) Tipos de antigenos: De las 4 vacunas contra FeLV que se probaron junto con el suero
hiperinmune en 1a técnica de Inmumodifusién, s6lo la reaccién do la vacuna Fevaxyn de laboratorios
Solvay fué observable mediante la aparicién de una banda de precipitacién, por o tanto se utilizd
dicha vacuna para la cvaluacin de los sueros problema e hiperinmune.

b) Evaluacitn del suero hiperinmune: El suero hiperinmume oxtratdo del gato testigo a los 32
dias posteriores al inicio do la vacunacién intensiva contra FelV, results ser con el quo se
obtuvieron bandas de precipitacién més i que reaccionaron contra ¢l antigeno ( Fevaxyn,
Solvay ), por Io quo esta oxtraccitn fué la quo se usé posteriormente,

©) Sueros problema: Los resultados obtenidos en los 25 gatos para evaluar la presencia de
ant{genos y/o anticuerpos contra FeL V' medi la técnica de I difusién y 1a presencia de
antigeno p27 mediante ELISA se represcntan cn la tabla No. 7. En ésta se puode apreciar que de 25
mucstras, 13 foeron positivas a antigeno mediante ELISA. Al analizar los resultados obtonidos
mediante La téenica de ID encontramos que ¢l 47.6% fueron positivos & la presencia de antigenos en
sucro, Las primeras 4 muestras solo se pudicron analizar por ELISA, por lo quo so cbtuvieron
resultados para ID de los 21 gatos rectantes. Dentro de esto porcentsje de gatos, la mitad fueron
positivos tanto a antigenos como & anticuerpos contra FeLV. El total de gatos que presentaron
antigenos, anticuerpos, o ambos, suman 14, lo que representa un 66.6%5 de animales que do alguna
maners estén o estuvieron en contacto con FeLV ( Tabla No. 8 ).

Comparaciin estadistica
Posterionmente, sc los ltados dc ELISA contra los de ID en cuanto s
presencia de antigenos (TablnNo 9), en donde se observa quo hay e! mizmo porcentaje do
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muestras (23.8%) positivas 8 ambas prucbas, s6lo positivas a EL[SA y s6lo posilivas a ID , y un

porcentaje un poco mayor (28.6%) en las que fueron negat a ambas

Andlisis estadfstico

Purmcd:odcpmbasdehxpém(’l‘nblaNo 10) se determind que tanto ¢n la comparacién
de los resultados diante ELISA contra glébulos rojos y la relacién M:E, se rechazs la

hip6tesis nula, lo que significa, que se considera camo promedio para gatos negativos por dicha
prucbe, 7.5 millones de glébulos rojos/mm3, y 5.2 como valor para la relacién M:E, en otras
palabras, estos resultados sl fueron significativos, lo que no sucedid con ninguna de las otras
comperaciones.

Tabla No. 4.- SIGNOLOGIA CLINICA PRINCIPAL EN LOS 25 ANIMALES

MUESTREADOS
No. de gato SIGNOLOGIA
1 Depresié pélidas.
2 Depresitn, caquexi plidas.
3 Deprosic TR
4 Diarrea, v6mitos, anorexia.
5 Depresién, pérdida de peso.
6 Anorexia,
7 Dopresién, caq das, pioderma, gingivitis.
8 Deprosi6 pélidas, pérdida do peso.
9 Depresis pérdida de peso,
10 Depresi q diarrea, vomil
11 Depresidn, diarrea, wimitos.
12 Depresién, pérdida de peso, mucosas pélidas, pioderma.
13 Absceso en miembro posterior izquierdo.
14 Depresién, anorexia.
15 Convulsiones esporidicas, rigidez de miembros.
16 Depresién, anorexia, gingivitis.
17 Anorexia, gingivitis, conjuntivitis,
18 Depresién, pérdida de peso.
19 Depresidn, anorexia, pérdida de peso, mucosas palidas,
20 Anorexia, pérdida de peso, mucosas pélidas, pioderma.
21 Depﬂsx(m,mexm
2 -
23 Dcp!uléu, quoxi palidas, anisocoria
24 No presentd signologia clinica de enfermedad
25 Nop 6 signologia clinica de enfermedad

Los datos se obtuvieron mediante la exploracién de los animales, asi como la anamnesis
realizada al duefio de cada gato.
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TABLA N°* 8- RESULTADOS DE LA BIOMETRIA HEMATICA EN LOS GATOS TRABAJADOS

NTIF. Ve
DENTE. 0, FTO VoM Sooho Mo M R Bl Lo Bl
7 20 193 9650 7 17 0 [} [ [ [} [ 0
10 103 483 4030 101 27 [ 73 0 [} [} o 13
12 47 20 5309 108 19 o 87 08 0 0 0 r7
13 62 268 4339 112 60 12 48 24 © 0 J12 47
14 30 171 $7.16 28 28 [] [ [ [] [ 0 [
13 74 N7 o0 S8 04 O 53 ¢ 0 [ [ 53
16 62 296 4774 10.7 40 0 6.6 0 0 0 24 64
17 59 16 4678 61 35 [ 22 24 0 ° 0 22
13 76 343 4513 7 10 228 42 A4 O [ 285 39
19 32 140 4.75 2y 139 29 W7 [] [} 0 687 80
0 11 100 9091 49 14 0 32 us o s 049 28
2 .7 470 S402 103 13 [} 86 309 0 103 309 82
2 51 290 5685 14 22 o ot © 0 [) [ 9.1
B 36 11 6417 23 93 [ 129 0 ° - 0 124
p1) 16 N || 54 L1 054 39 216 0 [} 0 3%
2 63 3o 4 72 21 072 48 a4 O 0 288 458
L M N E B J B 8
- » - - - - » -
100 © [} 0 [ [} [ 0
27 [} 3 0 0 [} [} n
1 [ 13 i [ [} 0 n
34 1 43 2 0 0 1 2
190 ¢ 0 ° 0 [} 0 [
7 [ 93 ] [ [ 0 93
k. 0 62 0 0 [} 2 60
59 [ 37 4 0 [} [ 37
19 4 75 2 0 [ 3 n
61 1 38 [} 0 [} 3 38
29 [ 66 s ° [ 1 53
13 0 84 3 0 12 3 30
20 [} 20 [ [ 1 0 20
2 0 38 [} 0 [} 0 56
21 1 7% 4 ° 2 2 n”
30 1 67 2 0 0 4 63
Abyovisturas:
G.R: Gl6bulos rojos G.B: Glébulos blancos N: Neutrdfilos J: Juveniles
Hto: Hematocrito L: Linfocitos E: Eosinéfilos Bda: Bandas
VGM: Valumen globular medio  M: Monocitos B: Basfilos S: Segmentados

Se utilizaron las técnicas descritas en: ( Manual de Iaboratorio clinico, FES-Cuautitlén, 1993 )
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Tabla No. 6.- RESULTADOS DE LA CITOLOGIA EN MEDULA OSEA PARA LOS

GATOS ESTUDIADOS
IDENTIF. RESULT. Mb Mc MMcBda Lb Le¢ Noclssif. TOT.miel FEritn. RELME
ELISA % % % % % % % Y% %
7 + 1 17 14 1 31 23 1] 33 13 25
10 - 4 18 19 13 15 20 0 54 11 49
12 + 100 18 3 4 13 12 2 45 28 1.6
13 - 4 22 10 31 6 13 3 67 11 6.0
14 + 5 20 4 21 4 30 5 50 1 4.5
15 - 2 24 22 5 12 25 0 53 10 53
16 + 7 23 3 12 5 27 0 45 23 19
17 + 2 11 6 12 12 30 3 k3t 24 1.2
18 - 8 29 11 23 3 12 4 n 10 71
19 + 2 & 9 12 7 35 5 31 22 14
20 + 10 14 7 7 8 37 1} 38 17 22
21 - 9 4 5 48 7 14 4 66 10 6.6
22 - 4 15 T 26 7 23 6 52 12 43
23 + g “u 10 7 5 10 1 69 15 46
24 - 12 25 5 16 19 5 4 58 14 4.1
25 - 4 16 8 19 24 15 2 47 12 39
Prom. + 56 193 7 10.7 106 255 2 27 19 24
Prom. - 58 19.1 108 226 116 158 2.8 58.5 11.2 52
Abreviaturas:
Mb: Mieloblasto Lb: Linfoblasto
Me: Mistocito Le: Linfocito
Mmc: Metamiclocito Erit: Eritroide
Bda: Banda Rel ME: Relacién

Micloide: Esitroida

Prom +: Promedio del tipo celular encontrado en gatos ELISA positivos,
Prom -: Promedio det tipo celular encontrado en gatos ELISA nogativos,

Se contaron 100 células per frolis, y 1a diferenciaciém morfologica se realizd conforme se describe
cn: ( Benjamin, 1984, Hayhoe, 1980 )
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Tabla No, 7.- RESULTADOS OBTENIDOS MEDIANTE LAS TECNICAS DE ELISA E
INMUNODIFUSION EN LOS 25 GATOS

No. de gato ELISA (Ag) ID {Ac) ID (Ag)
1 4 NP NP
2 + NP NP
3 + NP NP
4 - NP NP
5 - - + BIP
6 - - .

7 + +BIP, Db ( pH8) -
8 + - +
9 + + -
10 - - + BIP
11 - + -
12 + - -
13 - - +BIP
14 + +Db (pHB ) +
15 - - + BIP
16 + + +
17 + +Db (pHT) -
13 - - .
19 + + +
20 + + +
21 - - -
22 - - -
23 - -
24 - + +
25 - - -
Abrevisturas:

ELISA: Easayo do | bsorcién Ligado a E:

ID: Inmunodifusién

Ag: Prucba positiva para antigeno ( 1a reaccién se did contra ¢l suero hiperinmune )

Ac: Prucba positiva para anticuerpo ( 1a resccién s¢ dié contra 1a vacuna Fevaxyn, Solwy )
NP:No

BIP: Banda de identidad parcial

Db: Doble banda al pH indicado

Para 1a obtencién de los Hados en 1a técnica de ELISA se siguié ¢l procedimicento
descrito en el instructivo de 1a prucba ( CITE/ FeLV kit, IDEXX Corp., U.S.A.)

Los resultados de 1a técnica de ID, se obtuvieron en agarosa 1%, con una distancia de 4 mm.
entre cada pozo, a los pH6, 7y 8.
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. Tabia No. 8.- FRECUENCIA DE ANTIGENOS Y ANTICUERPOS CONTRA EL VIRUS
DE LEUCEMIA FELINA MEDIANTE INMUNODIFUSION

Resultado No. de %
Ag 3 B8
Ac 4 19.0

Ag/Ac H 238

_Negativo 7 334

Total - 21 100

Ag: Resultado positivo para antigeno
Ac: Regultado positivo par asticuerpo

Tabta No, 9.- NUMERO DE MUESTRAS POSITIVAS Y NEGATIVAS A ANTIGENO

MEDIANTE ELISA EID.
ELISA (No. de muestras )
+{%) (%)
D+ 5(238) 5(238)
ID- 5(238) 6(286)

Valores encontrados para Inmunodifusién con respecto a ELISA:
Scnsibilided = 50%
Especificidsd = 54.5%
Indico do falsos negativos = 50%
Indice do falsos posilivo; =454%
Valor predictivo positivo = 50%
Valor predictivo negativo = 54.5%
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Tabla No. 10.- PRUEBAS DE HIPOTESIS PARA LAS TECNICAS DE ELISA E
INMUNODIFUSION EN RELACION CON BIOMETRIA HEMATICA Y MEDULA OSEA

a-ELISA/ GLOBULOS ROJOS ( mil/mm? )

ELISA POSITIVOS ELISA NEGATIVOS TOTALES
PRUEBAS NUMERO DE ' 8 8 16
ESTADISTICAS: MUESTRAS N
PROMEDIO 37 15 56
VARIANZA 32 24 28
DESV. 18 16 17
STANDARD
MEDIANA 34 7.6 690
HO:u=175 Se rechaza HO,
Hiip=7.5
a=001
b ELISA/ GLOBULOS BLANCOS ( mil/mem? )
ELISA POSITIVOS ELISANEGATIVOS TOTALES
PRUEBAS NUMERO DE 8 16
ESTADISTICAS: MUESTRAS
PROMEDIO 103 84 93
VARIANZA 68.6 68 317
DESV. 3 26 6.14
STANDARD
MEDIANA 84 86 86
HO:p=83 No se rechaza HO.
Hi:p=83
x=003
.- INMUNODIFUSION/ GLOBULCS ROJOS ( m®ymm® )
LD. POSTIIVOS LD. NEGATIVOS TOTALES
PRUEBAS NUMERO DE 3 8 16
ESTADISTICAS: MUESTRAS
PROMEDIO 56 55 56
VARIANZA 9.1 43 . 6.9
DESV. 30 22 2.6
STANDARD
MEDIANA 62 35 6.0
HO:p=35.35 No se rechaza HO.
Hi:p=5.5
a=005
HO: Hipbtesis nula
Hi: Hipdtesis altema
a: Nivel de significancia continua...
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Tabla No. 10.- PRUEBAS DE HIPOTESIS PARA LAS TECNICAS DE ELISA E
INMUNODIFUSION EN RELACION CON BIOMETRIA HEMATICA Y MEDULA OSEA
(CONTINUACION )

d.- INMUNODIFUSION/ GLOBULOS BLANCOS ( mil/imm3 )

LD. POSITIVOS LD. NEGATIVOS TOTALES
PRUEBAS NUMERO DE 8 8 16
ESTADISTICAS: MUESTRAS
PROMEDIO 92 94 93
VARIANZA 40.0 374 387
DESV. 63 6.1 62
STANDARD
MEDIANA 7.9 87 86
HO:p=94 No se rechaza HO.
Hi:p=94
a=0.05

¢~ ELISA MEDULA OSEA (RELACION MEE )

ELISA POSITIVOS ELISA NEGATIVOS TOTALES
PRUEBAS NUMERODE 8 8 16
ESTADISTICAS: MUESTRAS
PROMEDIO 25 52 .. 39
VARIANZA 18 14 16
DESV. 13 12 13
STANDARD
MEDIANA 20 5.1 42
HO:p=52 Se rechaza HO,
Hip~52
a=0.01

f- INMUNODIFUSION/ MEDULA OSEA ( RELACION M:E)

LD. POSITIVOS 1D. NEGATIVOS TOTALES
PRUEBAS NUMERO DE 8 8 16
ESTADISTICAS: MUESTRAS
PROMEDIO 38 39 39
VARIANZA 29 4.6 338
DESV. 1.7 2.1 19
STANDARD
MEDIANA 43 4.1 42
HO: p=39 No se rechaza HO,
Hi:p=39
a=005

( Steel, 1985; Wayne, 1988 )
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DISCUSION

Despuds de haber realizado examen clinico a los 25 gatos, s¢ pudo observar gue destacaron
los siguientes signos: depresidn, anorexia, pérdida de peso y caquexia principalmente. Estos signos
fueron observadog lamnmgnmsposiﬁvos a FelLV mediante I pruebe comercial de ELISA, como en
los que resultaron ser negativos a la misma. Cabe mencionar que estos signos son poco especificos,
ya que independientemente de que sean nmmsles positivos o negahvos a FeLV , suelen indicar el
inicio de slguna enfermedad, o son de algin Sni (“‘ les, 1993 ).

P

Sin embargo, encontramos 4 gatos con signologia clinica y uno de los dos gatos sanos, que
fueron negativos a8 ELISA, pero positivos a algin tipo de antigeno deteclado por la prucba de
i difusién. Este fendmeno se discutird con detalle mds adelanto.

El 24% del total de los gatos dos di a 1a raza siamds, mientras que el
resto fueron Eurepeos doméstices. EY 33% de los gatos siamés dieron resultado positive a 1a pracba
de FeLV-ELISA, asi como el 58% de los gatos Europeos domésticos. Dos de los 25 gatos eran
menores de un afio de edad, 3 mayores de 5 afios y el resto, que representa el 80% del total,
corresponde 2 una edad que oscila entre uno y cinco aflos. Los dos gatos menores de un afio foeron
positivos a la prucba de ELISA, asf como el 55% de los gstos que oscilanentre 1 y 5 afios. Los 3
galos mayores de 5 afios resultaron pegativos a la prucba de ELISA,

La biometria hemética puede considerarse como una técnica de diagnéstico indirecto, que es
de gran utilidad cuando se sospecha ds cualquier tipo de padecimiento, al detectar signos sugestivos
de enfermedad.

Con respecto a la presencia de anemias manifestadas en los galos positivos medmme la
técnica de ELISA, podemos observar que €1 75% de estos  gatos rep 1 cate pad to, y
que ¢l 50% do estas anemias son do uponormociusoyclotmso%sonmcmms mauwium Las
causas posibles quo pueden ocasiomar una apemia do tipo normocftica incluyen: bemormagias
agudas, hemolisis o ausencia de formacién de sangre. Esta iltima, representa una do las alteraciones
producidas por Ia infeccitn de FeL V.

La ia se dingnostica con més fre ia en gatos que en otros animales domdsticos,
Existen diversas causas, la mas importante se debe a la infeccién por Fel.V. Como se ha descrito, la
anemia asociada a FeLV, puede ser consecuencia de leucemia linfoide o mieloide con sus efectos
secundarios en bematopoyesis o, més comvin, puede ser un efecto principal del virus, Los principales
tipos de ummn asocinda a FoLV que 50 conocen son hipoplasia eritroide y anemis hemolitica. La

icada con mayor fi ia es 1a hipoplisica, en 1a cual s6lo son afectadas las
células de 18 setie eritroide, La snemis hemolitica asociada & FelV, puede ser coorim, poto a
mcnudosedmgmucssblocuandolnwnd:clénessavcm Esta ia €3 {tica con evid
de reticul syt payesis dular ( Chaudler, 1990 ).

En el caso de las apcmias de tipo macrocitica, las causas pueden deberse a aumento de la
actividad de 1a médula ésea en ciertos cstados que so asocian por lo genersl con anemia
normocitica comio la hemorragia sguda y hemdlisis, o algunas deficiencias de factores
hematopoyéticos.
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Los cuerpos de Howell Jolly son residuos de material nuclear que permanecen dentro de la
célula despuds de que el micleo ba sido cxpulsado, ¢ indican sumento de la produccidn de
critrocitos, ya sea dcspués de la destruccion o pérdida de sangge o cn [as anemias regenerativas. Los
eritrocitos felines y equinos por lo gencral tienen cucrpos de Howell Jolly hasta del 1% del mtal 4
Benjamin, 1984, Coles, 1986 ). Los gatos No. 7, 20y 23, manifestaron ia de tipo ftica y
con presencia de sbundantes cuerpos de Howell Jolly en sus eritrocitos. Otras mormalid.ndms
eritrociticas s¢ manifestaron ¢n un 81% de los gatos a los que se les realizé biometria hemdtica,
Dentro de este porocataje, 38 excluyeron a log galos sanos.

Los astrocitos son eritrocilos con ™ espinas " o puntas agudas que s¢ presentan cuando hay
dafio en ia membrana del mismo, ya sea por enfermedad sutoinmune o sevem, deficiencia de
pituvato y abetalipoproteinemis, La astrocilosis estuvo prescate en un 46% oo los gatos con
anormalidades.

Los eritrocitos esferoidales de menor didmetro en relacidn al volumen, y que tienen un
aspecto microscdpico de microcitos hipercrométicos se denominan esferocitos. Estos esferocitos
presentes en un 53% de 18s mucstras, sc maaificsian en anemiss bemoliticas inmunomedisdas quo
tawbifn se bau relacionado a Fel.V,

La anisocitosis, que abarcd el 30% dentro de 1as anormalidades eritrociticas, es una variacién
ca ¢l tamafio de las células, la cual se observa comdnmente en 1a mayor parte de las anemiss. Los
eritrocitos grandes rey c£lulas recier liberadas de 1a médula §sea y aumento en su
produccitn.

La formacidén de pilas, también conocida como fendmeno de * Rouleux ” es ug arreglo de los
eritrocitos en un rollo o colurnna con las supetficies planas de frente. Esta formacion de pilas se
considers como pardmetro normal, cuando se g en forma moderada en el gato, la cual se
manifestd en un 38%.

Se presentd un caso de punteado baséfilo, ef cual se observa en encmias de casi todos Jos
tipos ¢ indica erityopoyesis defectuosa ( Benjamin, 1984 ),

En un caso de anemia macrocitica se encontrd un 8% do eritrocitos nucleados, los cuales sélo
aparocen en casos patoldgicos graves en Ia sangre circulante. Su presencia indica demanda excesiva
sobre fos 6rganos hematopoyéticos para la produccion de eritrocitos ( Coles, 1986 ).

Se registr6 un vaso de ligera polici que s¢ consid muypocos@xﬁcatwodeb)doa
que sélo rebasd por 3 décimas el valor méximo considerado dentro del rango normal del nimero de
eritrocitos ( Jain, 1986 ).

Los recuentos total y diferencial de leucocitos, so deben realizar siempre que Ia historin o el
examen fisico revelen anormalidades que pueden alterar In férmula leucocitaria. El conocimiento
preciso de dichas anormalidades es valioso para confirmar un diagndstico, emitir un prondstico y
seleccionar ¢l tatamicnte edecuado. Estos exdmenes son Otiles en enimsles que presentan
enfermedad general, local o localizada a algin sist especifico. El andlisis de leucacitos no
proporciona el dingndstico absoluto o, en todo caso, es muy raro que lo haga. Las tinicas excepeiones
son las enfermedades leucémicas, procesos pidgenos localizados o enfermedades virales durante su
etapa de incubacion.
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En cl gato, es dificil establecer el valor del nimero total de leucocitos en condiciones
nommales, debido 2 que este animal es muy excitable, y Ia excitacién i altera el nimero total de
leucocitos. La leucocitosis fisioldgica se presenta con mayor frecuencia en gatos menores de un aflo
de edad. ( Coles, 1986).

Las enormalidades leucocitarias estuvieron presentes en 7 de los 8 gatos positivos a8 FeLV
medianic ELISA y en 4 de los 8 gatos negativos. Estas ciffas lievadas a porcentaje, representan el
69% del total de los gatos a los qus sc les realizd la biometria hemdtica.

Las leucopenias se presentaron en tres casos positivos, los cuales manifestaron signologfa
clinica de enfermedad severa terminal. Dos de estas leucopenias se caracterizaron por prescatar
linfocitosis relativa y neutropenia absoluta; esta (iltima se explica por una reduecién en s
granulopoyesis en 1a médula dsca que puede ser ocasionada por cualquier tipo do infeccién crénica
(Beajamin, 1984).

La otra lcucopenia, s¢ manifesté con presencia de abundantes células inmaduras, Esta
anormalidad, caracteristica en ciertos casos debido a la infeccién P FelV, s¢ conoce como

reticuloendoteliosis, la cual Iments va acompafinda de anemia snw. pa'sunente. 1o
regenerativa ( Coles, 1986 ). Scregmtnmnmlomldoscasosdcm- \! que
scrin detallados més adelante.

Las leucocitosis con linfocitosis absoluta se hicicron aparentes en dos casos positivos.
Scguramente, estos gatos en etapa terminal de 1a enfermedad manifestaron neoplasias linfoides, las
cuales pusden ser solidas ( linfosarcoma ) o méds difusas con implicacién de sangre ( leucemia
linfocitica ) ( Pedersen, 1988 ).

El 41% de las anormalidades leucocitarias se manifestsd como linfopeniag, presentes en 4
gatos pegativos y uno positivo. Dos de los 4 gatos negativos mediante ELISA , resultaron ser
positivos a algin tipo de entigenc detectado por la pruebe de inmunodifusién, asf como el gato
positivo. Esta condicién nos explica de alguna manera que la linfopenia es producida tanto en FelV,
como en otras enfermedades de tipo viral, que se relacionan antigénicamente con FeLLV. En el estrés,
bay disminucién absoluts de linfocitos, moderada o intenss, que sc debe a la accién de los
glucocorticoides, lo que pudo haber provocado la linfopenia en los 2 gatos negativos tanto para
ELISA, como para inmunodifusién ( Coles, 1986 ).

El examen de médula Ssea es un recurso muy valioso para el disgndstico de las
enfermedades caracterizadas por tn\smmm on ungm periférica. Estd indicado sobre todo en las
cafermedades que se acompailan de dismi o > de las células o aparicién de células
anormales. Hay que considerar la posibilidad de practicarlo cuando el andlisis de sangre periférica
revela la presencia de leucopenia, anemia no regencrativa, trombocitopenia, o si aparecen células
mnormales.

La interpretaciém correcta del examen de médule dsea, s6lo puede hacerse con la ayuda de
los datos obtenidos en el anélisis de sangre periférica. Si no se tiene la informacién de ambos
exdmenes se cometen serios errores de interpretacion.

El anflisis de los resultados del examen de médula dsea, se basa en la evaluacién de lo
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siguiente: 1) cantidad y tipo de oflulas, 2) presencia de todas las series celulares, 3) presencia de
anormalidades morfolégicas, 4) orden de sucesién de d.esaxrollo de cada tipo de célula, 5) relacién
sproximada micloide:eritroide (M:E ) y 6) p i8 0 de células anormales (Coles, 1986).

La hipoplasia medular es una reduccién en 1 cantidad do células do 1a médula 6sea, quo
puede sbarcarlss a todas o ser especifica de un sdlo tipo. La leucernia viral feline y panleucopenia
viral, son enfermedades que producen hipoplasia medular. La médula hipoplésica pueds representar
todos los tipos de células y distribucidn nonnal de Ias diferentes etapas del desarrollo cclular, asf
como de 1a relacion M:E. Para confi 1a reduccién de células, hay que examinar los fragmentos
do la médula 6sea ( Coles, 1986 ).

Cuando cxiste demanda periférica de linfocitos, como ocuire en las leuccmias, prevalece Ia
hiperplasia linfoide. Mas del 15% de linfocitos de Is médula 6sea del gato se consideran por lo
general sufici pera un diagnéstico tentativo de leuoemia linfocitica ( Benjamin, 1984 ).

=

Los valores tomados en la bibliografia, de cualquier linea celular en 1a médula dsea, son
buados en muestreos de cierta cantidad de gatos, quo habitan en los Estados Unidos

Posib} las dioi oliméticas u otros factores ambientales que
pxuvnlecwmnd\mm!clnwmademnsmdeloagpwsu‘J enelp trabejo, son
dclnmmanwspamobwnermulmdos\mpocod:.fmaloa querepoﬂalabibhogmﬂa.[ncl\mo se
han do vari das entre diversos autores.

En las anemias regenerativas, sumentan los eritrocitos i duros en 1a médula 6sea, Io que
disminuye 18 relacién M:E, si c] nitmero total de neutrdfilos estd dentro de los limites normales.

En ! gato con apemiz hemolitica o hemorragia grave, predomi los normoblast
basofilos y 1 en forma notable los normoblastos policromatofilos. Lafnlmdemspuarmdeh
médula dsea es de prondstico desfavorable, & menos quo exé flalen quo la

capacidad para producir eritrocitos se ha recuperado { Coles, 1986 ).

La notoria dxsmmucxén en el porcentaje de células eritroides en los gatos negativos, trae
cotno o do la relacidn MEE, la cual sobrepesa loa valores normales
reportados en la blbhogmﬁa

La relacién M:E promedio de los gatos positivos ( 2.4 ), cae dentro del valor normal, lo cuat
s¢ encuentra no solamente en una médula nonpal, sino también en ciertos estados patoldgicos

(Medway, 1980).

Sc obtuvicron resultados similares en 2 casos positivos ( gatos 7 y 14 ), los cuales
presentaron una disminucion de células eritroides y aumento de linfocitos en médula dsea. Las
células micloides también estuvieron por debajo de lo que so considera nommal. La biometria
hemética reporta anemia, una de tipo macrocitica ( gato 7 ) y ot normocitica. Ambos presentaron
lcucopemn hnfomlosm relativa y ncutropmn absoluta, Las causas generales de neutropenia so

con iones de la médula dvea, y han dado en Hamarse Ias 3 "D ™

1.- Degeneracién ( granulopoyesis defici

)
2.- Depresitn ( reduccitn de la granulopoyesis )
3.- Depleci6n ( reduccién de la supervivencia en sangre )
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Cuando la médula 6sca se ve afectada por cualquiera de estas alteraciones, disminuye el
otimero de neutrdfilos en sangre periférica.

En g 1, los cambios deg ivos se prod como ia de pedecimi que
d 1a eficacia de la médula dsea y prod neutrdfilos mad ( granulopoyesis deficiente )
( Coles, 1986 ).

La clevacién en ¢l ni de linfocitos maduros en médula 6sea e un hallazgo posible
il de la reduccitn de las principales céhulas de 1a médula ésea ( Jain, 1984 ),

3

Debido & la disminucién del nimeso do células eritroides en las médulas de éstos gatos, se
consideran anemias do $ipo no regenerativas.

El gato 12, que resultd positivo & la prucba de ELISA, present6 anemia de tipo nommocitics,
!mfopemayncutmﬁlmmhumynmcmomlac&nudaddefmmasmmadurasdchniocnos(
linfoblastos ) en méduls 6sea, lo cual puede ser suficiente pera un diagndstico tentativo de §
linfocitica ( Benjamin, 1984 ).

El gato No. 15, babia estado traténdose algunos dias antes de realizar la biometria hemética
wnnomooswmdwyndmcwrm Estas condicioncs pueden ser predisponentes para reducir el
i de linfocitos circul en sangye periférica, y por tal razdn se puede explicar la linfopenia
absoluta que s encontrd en este caso,

En la médula dses, se registrs un > en el por \jo de linfock i6n de
oéfulas eritroides. Es posible que debido a 1a demanda dc hnfocx(os en sangro pcnfénca. s¢ haya
mmuudomtzlnpodcmpmlamhmédu!aésea aunque oo 8o descarta la posibilidad de que en

se estd ¢ do alguna enft dad maligna del tejido linfoide. Este gato fué
negauvo aFeLV medmn!c ELISA, pero positivo a antigeno mediante inmunodifusién.

La disminucién del ntmero de las oéluins eritroides, asf como el consecuente sumento en la
relacién ME, son relativay debido al entl pc ije de la scrie linfoide.

La disminucién en el pe je de célulay micloides y aumento de linfocitos en la médula
dsca del gato No. 17, positivo & FelV mediante ELISA, explican la linfocitosis relativa y
necutropenia absoluta que se registraron en s biometria hemética.

Otro caso de inm presién por fi { corti ides ), aunado al estrés provocado
por el jo pars Ia ion de la guinca, se hizo manifiesto en el gato No. 18. Este
galo p 4 linfopenia absoluta, registsd la mAs alta relacién M:E debido & la gran cantidad de
células mlclmdcs as{ comoo la consecuente dismioucion de células eritrojdes en la médula &sea. En el

io crdnico, Ia granulopoyesis y {a hiperplasia de neutrdfilos es mds
m!onsa Este caso fud nogativo 8 ELISA ¥y a antig; inmunodifusién, pero ia d:
pén:hda de peso y de-prwx(m que habis manifestado varins semanas antes, nos hace pensar en
olro jento de tipo infeccioso crénico.

by

El gt No 19 posmvu a ELISA ¢ inmunodifusién, manifesté anemia normocitica,
! con demas do una moderedn cantidad de mieloblastos y
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linfoblastos en sangre periférica. En ta médula Osea, se observé un notable aumento en la cantidad
de linfocitos con su inucion de Ia seric mieloide. El aumento tipico de linfocitos
s6lo se observa en ctapas inales de linf ¥ en pacientes cuya malignidad se origina en la
propia médula 6sea. En esos casos, el aumento de linfocitos en sangre periférica es muy manifiesto,
la enemia gencralmente es intensay hay trombocitopenia ( Coles, 1986 ).

Las enfermedades del complejo de la Leucemin Viral Felina se pueden dividir en dos
categorias:

) Enfermedades neoplasicas.- Que abarca a las enfermedades linfoproliferativas y a las mieloproli-
ferativas.
b) Enfermedades no nooplésicas.- Que incluyen a les enfermedades degenerativas, i diad,
y las que provocan inmunosupresién.

La pnnclpal presentacidn de enfermedad hnfopmhfmuva es ¢l linfoma, en la cual, el 25%

focitos atipicos circull por el desprendimiento de las masas tumorales. La otra

mﬁ:tmcdsd linfoproliferativa es 1a leucemia linfoide, que se manifiesta con anorexis, fiebre, ancmia

y pérdida de peso. En Ia médula 6sea del gato con leucemia linfocitica, que se manifiesta por

aumento do linfocitos anormales en la circulacién periférica, més del 15% de las células son
linfocitos ( Jain, 1986; Coles, 1986 ). Este cuadro fué evidentemente manifestado en el gato No. 19.

Las enfermedades mieloproliferativas son um j de padecimi que causan
proliferacién y diferenciacion incompleta de las células mesenquxmn!osas embrionarias de médula
6sea, bazo, ganglios linféticos e higado ( Coles, 1986 ).

La enfermedad mieloproliferativa puede envolver una o 1a combinacién de 2 o més lineas
celulares difercntes que comprenden la citologia de 1a médula dsea ( Jain, 1986 ).

En ol gato, estas cnfamedadcs mcluyen Reticuloendoteliosis, leucemia granulocitica,
iocitica, policil vera, miclosis eritrémica, eritroleucemia y mielofibrosis,

Dos casos de reticuloendoteliosis se hicieron aparentes en los gatos Nos. 20y 23.

La reticuloendoteliosis estd izada por lineas cclulares primitivas ¢ indiferenciadas en
la sangre y médula 6sca. La forma de estas células varia de un individuo a otro y en cierto grado ain
en diferentes muestras de un mismo individuo. Las caracteristicas morfol6gicas y de tincién son
poco definidas y sugieren que se trata de formas jévenes de eritrocitos, granulocitos o células
plasmiticas. No hay signos de que la maduracién de estas células progrese ( Pedersen, 1988, Coles,
1986).

Ademés de la reticuloendoteliosis, el gato 20 manifesté signos de miclosis eritrémica,
enfermedad mieloproliferativa en la cual, casi no hay granulocitos en la médula ésea, predominan
grupos de células indiferenciadas semejantes a prorrubrocitos y rubrocitos baséfilos. Esta forma de
enfermedad proliferativa, debé ser sospechada en presencia de anemia severa, 1s morfologia de la
sangre periférica estd marcada por anisocitosis y eritrocitos mucleados exhibiendo anisocromia entre
¢! niicleo y citoplasma ( Jain, 1986, Coles, 1986 ).
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Los valores nommales promedio con los cuales s¢ realizaron las comparaciones tanto de la
biometria hematica, como ciologla de médula ésca, fucron exua{dos del libro " Veterinary
Hewatology " ( Jain, 1986 ).

La técnica de precipitacién en agar, consistid en cortar orificios de 2 mm, de didmetro,
separados entre sf por 4 mm., en una capa de ageross al % en portaobjetos. Luego se llen uno de
los orificios con antigeno soluble ( Fevaxyn, Solvay ) y el otro con antisuero, los reactivos
difundieron en forma mdnal Se estableci6 un gradienic de concentracidn circular para cada reactivo
y ¢s0s gradientes ter por sobrey Asf, las proporci Sptis de la aparicién de
precipitacion ss produjeron en una zona de los gradientes superpuestos, y en esa fegidn aparecié una
Iinea opaca de precipitado. Esta técnica se llama de doble difusién o de Ouchterlony, por el nombre
de su inventor.

Si las soluciones contiencn varios antigenos y/o anticucrpos diferentes, cs poco probeble que
cada componenle adquicre las proporciones éptimas exactamente en la misma posicién. En
consecuencia se producird una linea seperada de precipitado para cada grupo interactvante de
entigeno y anticuerpo. Este Itado es extraordinari te Gtil, ya que permite que pueda bacerse
un anflisis de los antigenos. Si dos orificios de antigenos y uno do anticuerpe so disponen segi s¢
muestm en la figura No. 8, entonces se formardn lineas entre cada orificio dcamigcnoyelonﬁcxode
anticucrpo. Si las dos lineas confluyen, se considera que ambos ants| son idénticos
de identidad ). Si las lineas se cruzan, los dos ant{genos son diferentes ( reaccién de no identidad );
en tanto que si las lineas sc fusionan y forman un * espolén *, entonces existe una identidad parcial,
lo que indica que un antigeno tiene epitopos que no existen en el otro.

La técnica de doble difusién puede utilizarse para identificar tanto la presencia de antigenos
como la de anticucrpos soiubles en liquidos corporales ( Tizard, 1989 ).

Fig. No. 8.~ Reaccién de doble difusién del tipo de Quchterlony mostrando reacciones de
identidad, no identidad y formacién de espolones.

Dos lineas indicando que el pocillo
contiene dos ant{genoe distintos.

Reaccitn de identidad

Reaccién de
no identidad
tisuero
Formacién de espuel que ara
indica que log ant{genos AByC
By C coinciden en algu-
nos determinantes antigé-
nicos
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En el presente trabgjo se evaluaron diversas variables para la claboracion de Ia técnica de
Iomunodifusién doble , con el fin de estandarizar las condiciones éptimas para Ia jectura de los
resultados. De esta maners encontramos que ¢l empleo de agarosa prepasada a una
del 1% en los tres tipos de pH ( 6, 7y 8), fué 1a apropiada debido a que 1a consistencia del agar nos
permitié en primera instancia pesforar con facilided los orificios en los que se depositaron las

lubles y sueros problema, asi como 18 correcta difusién de los mismos a través del agar.

La preparacion de agaross en los 3 diferentes pH, nos permitid hacer una diferenciacidn en
cuanto & la intensidad, y cu algunos casos la aparicién o no de bandas de precipitacién eutre los
regclantes, lo que significa que slgunos tipos de antigenos contenidos en los sueros, resccionan
mejor & un pli 4cido y otros reaccionan mejor a un pH alealino,

La difusidn de los reactantes on ¢l agar secorrid una distancia aproxirada de 2 mm., 8 partir
del perfmetro del orificio, por 1o que se estandarizd 1a distancia éptima entre cada orificio do 4 mm.,
para que de este modo se formars una linea de precipitacidn justo a 1a mitad,

Parg 1a realizacién de placas de soporie para Ia inmunodifusitn en agar, preferimos usar
poﬂaobje!oa.ynqueenlsscajas de Petri, se utilizd mayor cantidad tasto de sgaross, como de
gean, sdemés do resultar impricticas.

La tinica vacuna contra FeLV, con 1a que se obtuvi bandas de precipitacidn visibles en el

agar de inmunodifusién, fud la vacuna ® Fovaxyn *, de laboratorios Solvay. Tenemos varias hipdtesis
acerca de este resullado, con respecto & las dernds vacunas contra FellV, que no precipitaron ante

ingim anticuerpo contenido en algim suero:

1.- Que se encuentre cierta particula antigénica del virus en mayores cantidades en Ia vacuna
Fevaxyn, y por tal, ¢s Ia Ymica que da reaccién visible.

2.- Las demis 1o son lo sufici igénicas como para crear una reaccion
visible ante Jos anticuerpos séxicos.

3.« Posibl las otras contengan ady o estan contenidos en sol
que de alguna manera no permiten 1a difusién correcta & través del agar.

4. Qus la reaccitn obtenida entre los sueros y Fevaxyn se deba & un wmplego mﬁgcno—
unucucrpo dr: tipo no viral, que se puede pvcscnmr en ciertas [
que son idos por >3 séricos de felinos.

5.- an 1o contengan 1a panicula viral complcm, smo fracciones de ésta o algin antigeno
purificado, incap de ser idos por

3%

En lo que respecta a la evaluscién del swero hiperinmune, observamos que la primera
movestra, extraids 28 diss después de la fnmunizacin, se hemolizb debido a que Ia centrifugacién
de ésta se realizd a los dos dias después de haberla obtenido. Independientemente de ésto, se obtuvo
banda de precipitacién contre ¢ antigeno contenido en 1a vacuna Fevaxyn.

Cuatro dias después, se tom6 una segunda muestra, con 1a cusl 86 obtuvo uns banda fuerte
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do precipilacién més intensa que 1a que se observd con el suero hemolizado. Esta segund

fué la que se utilizd para la evaluaciéa de antigenos en la téenica de inmunodifusién. Conforme pasé
mas tiempo ( a los 46 dias ), los niveles de anticucrpos séricos iban declinando, y la banda de
precipitacién de esta terccra mucstra, s¢ hizo menos intensa que la anterior. Por esta razén, se
realizé una segunda inmunizacién, y 15 diss después de ésta, se obtuvo una cuarta muestra, con
niveles de anucucrpos muy altos, y que también se utilizb en las 1ltimas evaluaciones de antigenos,
debido que In seg) fda no fué suficiente para prober todos los suctos.

Enlosxvsmmd)sdclnprucbadeELISA,scp\wdeobscwarq\wmAsdclSO%dclosga!os
son portadores del antigeno p27 de Fel.V en su sangre gatos. Este p tajc es b y
sobre todo, comparado con los casos de leucemia registrados en otros pafses.

Seo han realizado estudios anteriores, en donde los poroentajes do gatos positivos a FeLV
mediante I técnica de ELISA, son similares a los que se obtuvicron en el prescate trabajo ( Lépez,
1993; Morales, 1993 ).

Es posxb]e que esta alta mmdcncm de Ia enfermedad se debe a que muchos propictarios no

1i: lendasio de pl a sus gatos, aunado a que ;nvbab]emente, las
disponibles en el d i 1o estén protegicndo debid contra la i i6

pmvocadapochLV ya que en éstas no se observd reaccién visible ante ninglin suero mediante la

téenica de ID.

Podemos observar, que el porcentaje de gatos positivos e antigeno por ID (47.6% ), es muy
parecido al que se obtuvo mediante la técnica de ELISA ( 52% ). Como se ha mencionado, para
obtener un resultado positivo por medio de ELISA, se requiere de wn nive! extremsdamente bajo de
antigeno p27 ( 7 8 ng/ml ), por lo quc sc ha considerado a esta prucba altamente sensible, no asf en
D, que de t para obiener resultados positivos.
( Nettifee, 1991 ). Por esta razbn, registramos un 23.; 8% de muestras que resultaron ser positivas a
FeLV por medio de ELISA, pero negativas en ID. Este mismo porcentaje, se obtuvo en gatos
positivos 8 lnl!gcno tanto en ELISA, como en ID. Esto significa, que este grupo de gatos, tuvieron
idades de antfgeno p27 en sus sangres para haber sido reconocidas por

que
ambas prucbas.

Tanto en el grupo de gatos posilivos a antigeno mediante ELISA e ID, como los gatos que
fueron positivos & antigeno mediante ELISA, pero negetivos por ID, se registrd el mismo porcentaje
en cuanto a manifestacién de anemias ( 75% ), asf como enfermedades mieloproliferativas ( 25% )
por esta razén, no podemos afimar, que sélo se pucden encontrar grandes cantidades de antigeno
circulante en etapas graves de la enfermedad.

El 28.6% del total de gatos evaluados en ID, comrespondié a las muestras que no contenfan
antigeno detectable, ni por ésta técnica ni por ELISA. S6lo en un gato perteneciente a este grupo, se
detectaron lineas de identidad total con el sucro hipert lo que signi que posee ¢} mismo
tipo de aaticuerpos contenidos en este ltimo, y que ambos reconocen al antigeno de la vacuna
Fevaxyn. Este gato no habia sido inmunizado contra leucemia, por lo quo pudu haber csmda en un
periodo de latencia, es decir, que 1o es virémico, pero tiene tna o p
en sumédula ésea ( Pacitti, 1987 ).
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Dos gatos pertenccientes a este grupe también, fucton tratados con corticosteroides y
antibiticos previo & la obtencién de muestra sapguines. Este hecho justifica las dos linfopenias
absolutas que manifestaron ambos, y por ser negativos a las dos prucbas, se descarta la presencia de
antigenos circulantes de FeLV,

En cl resto de los gatos negativos tanto o ELISA, como a ID, s8¢ obtuvieron biometria
hemética y médula dsca normales.

El cuarto grupo de gatos, negativos mediante Ia técnica de ELISA, pero positivos a antigenos
por ID, representd el 23.8% del total de gatos evaluados por esta tltima prueba.

Est4 comprobado que la prucba de ID se caracteriza por su gran especificidad, es decir, quo
tiene alta probabilidad de resultar negativa si el virus mo estd presente en el gato, pero tiene
sensibilidad regular, ésta cs 1a probabilidad de resultar positiva si el virus estd presente en ¢l gato.
Con la prucba de ELISA sucede lo contrario; es altamente sensible, pero con especificidad regular.

Un resultado ELISA (), ID (+), indica gran cantidad de antigeno circulante en saugre,
El resultado ELISA (<), ID (-), indica que no hay por ¢l momento antigeno circulante en
"El resultado ELISA (+), ID (), indica que hay poca centidad de antigeno en sange, es decir,
ac trata de un resultado falso negativo para [D; aunque cabe la posibilidad de ser un resultado falso
positivo para ELISA

Para ¢! resultado ELISA (), ID (4), tenemos varias posibilidades, siendo de mayor a menor
importancia Ias siguientes:

a) Que ID estéd detectando antigenos de tipo no vinles, que reaccionan contra el sucro
hiperinmunizado ( que los anticuerpos del suero hiperinmune, ademés de ser contra FeLV, sean
contra restos celulares del cultivo donde se obtuvo 1a vacuna ),

b) Que no sea p27 cl antigeno que detecta. Como ya sc menciond, podemos encontear varias
prote{nas estructurales que componen a Fel.V, ademds de p27.

¢) Que nos estemos enfrentando hacia un virus enddgeno de la familia de los Retrovirus, con
¢l que se produzce cruce antigénico, como es el caso del Virus de Sarcoma Felino (FeSV ) 6 ¢l virus
RD 114,

d) Que exista en México un subgrupo viml diferentea A, B & C.

Estas 4 posibilidades, pucden ser asignadas a cada caso en pasticuler, dependiendo do la
historia clinica, signologia y datos de biometria hernética y médula 6sea de los gatos en los que se
obtuvieron resultados ELISA negativos, ID positivos.

El gato No. 10, se presentd a consulta con depresidn severa, caquexia, vdmito y diarrea. La
biometria hemidtica reportd ligera policiternia y aumento de linfocitos en la médula ésca.
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Esta policitemia, aungue poco significative, ya que no rebasé por mucho el valor méximo
normal reportado en la b"bhogmﬁa. es relativa, debidoa Ia deshxdmincxén provocada por el vémito y
las di Esta proch i6n como fesultado de una disminucién en el vol del
plasma, sin un cambio considerable en la masa total de eritrocitos (Benjamin, 1984 ).

Comoynscbadesmlo.el de linfocitos en la médula Ssea s6lo se observa en elapas
termi del linfc y ea paci cuya malignidad se origina en la propia médula Ssca
(Coles, 1986 ).

Para esto caso, podriamos deducir que en ID so detectaron antigenos diferentes a p27
(Gp70, p1SE, FOCMA, etc., ) no reconocidos por la prueba de ELISA, o bien, nos enfrentamos
hacia un subgrupo viral diferente.

Qtro caso también interesante, el gato No. 13, presenté como signologfa la formacién de un

h cn el miembro posterior izquierdo. Tanto la bi ia beméAtica, como la citologla
en médula bsea resultaron normales.

Existen Retrovirus que hasta lnfechanosehnnuocmdoconalgmp:wesopatelégwo,éste
s ¢l caso de los virus sincitiales que han sido aislados de pecies, el gato en p

Mis alli de lo que a oncornavirus concieme, hasldoposﬂ)lcmwnoccrsemmmas
mspondxmlcsaa)gmoskctmwm“ por ¢ quecllos que son incapaces de
multipl por sf mi en ol g delascélulasdogplosnpmmtmncnwsmos Esto es real
mel Virus de! Sarcoma Felino (FeSV).dc quicn su material genético puede ser do en el

genomas celular de los gatos; FeSV es incapaz de multiplicarse sin Ia ayuda de FeLV, el cual asume
el papel de ® virus auxiliar "

O\monmvmxs que forma parte integral del genoma celular, pero hasta la focha no ha sido

Jaci ©on ning; fermedad, es el virus RD 114, el cual est4 presente en todas las células
de casi todos los gat gatos, y que es transmitido intacto hacia sus descendientes mediante las céhlas
geminales. El virus RD 114, es un verdadero agente ends distinto a FeLV el cual eg un virus
ex6geno, y es capaz do ser transmitido do gato a gato ( Snyder, 1993 ).

Las proteinas p30 enddgenas de RD 114 poseen d i i idos con
el virus de Ia leucemia felins y/o el virus del sarcoma felino, porloqueenestaeasopodemos
considerar la posibilidad de enfi hacia cualquiera de estos virus, que ocasionan cruce
antigénico con FeLV ( Hagan, 1988 ).

La signologia clinica del gato No. 15, se manifestd principel como \

y rigidez de miembros. Los datos de la biomctria hemati linfop bsol

yneutmﬁlm relativa. Enlamédula ésca, hay aumento de la serie linfoide.

A pesar de que la patogénesis y lesiones de los signos de disfuncién neurolégica no han sido
bien determinadas, es probable que la enfermedad neurolégica sea una de las manifestaciones de la
infeccién por FeLV en un ducido de animales { Mullins, 1991 ). A este caso podemos
asignaric 1as posibilidades que mencionamos en el primero; es decir, ID detect$ antigenos diferentes
a p27 o un subgrupo viral aparte de los ya conocidos.
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Con respecto al gato No. 24, podemos observar que se trata de uno de los dos gatos que no
presentaron signologia clinica de enfermedad alguna. La linfopenia absoluta, como se ha descrito,
puede ser consecuencia dc un ecstado de estrés provocado al momento de tomar la muestra
sanguinca,

Este gato fus inmunizado 10 meses antes de la obtencién de la muestra para ELISA, ID y
biometria, utilizando la vacuna Fevaxyn, de Solvay. Por medio de las bandas de precipitacién entrs
¢l suero de este gato y la misma vacuna de Solvay, pudimos observar que adn existen anticuerpos
circulantes contra FelV. Pem as{ como d éstos icuerpos, ¢l suero de este gato,
reacciond contra el suero hiperi Para der esta i6n, d elp que se
di6 entre la utilizacién de la vacuna VacSYN ( Bio- Trmds)pumxmnmmrnlgaloprobodomo
testigo positivo para Ia obtencidn del suero hiperinmune y ¢l gato No. 24, que represcata este caso.

La vacuna VacSYN cstmpmdnc(odcpm‘ﬂc\ﬂaswmlw comp]cfas qu::blnndo

gadas cn lincas L linfoides de felinos, los
subgmposA B y C del Virus de Leucemia Felina. lasuspcnsxénwnlap\mﬁudnpamehnuw
wmponmlesnodcseadosdoculhvos celulares tales como suero bovino y después se concentra para
una masa antigénica efectiva por dosis de vacuna. Como perte del proceso, Ias partfculas

vn'alcs son selectivamente inactivadas wneulannnna,lacnnldwkuyeelémdo mucleico contenido

enlnnucloocépslde sin afectar 0 & lizar las protef igéni ponsables de 1a
de pos vir 1i cnclgatovaclmadoEutonccs 1l ser esta vacuna
elabomdacullneashnfmdcsdcfchnos no se garantiza 100% la climinacién de este tipo de residuos

y posiblemente ésta sea la causa de la mwcx(m positiva entre el suero del gato No. 24 y el suero
hiperinmune.

El diagnéstico de las enfermedades infecciosas ha sido tradicional fiado por el
d.mgnbsuao clinico en cuanto a observacién de signos caracteristicos de la eufm-nndnd y el
lami del agento etiolégico en un cultivo, Pero ol aislami delos gani: es costoso,
lento, requiere de equipo de laboratorio bR i especinlizado, y no es prictico para los

wveterinarios que ejercen.

Un método més préctico y preciso para la identificacién de un microorganismo infectante y,
porlolamu,eldmgnbsuwoumdolaenﬁamedadmfemmwhdum&auﬁcacw?de

ig de los microor o anticuerpos pem los antigs de los especi;

Debldo a que h i gani i proteinas, glucoprotet: °
4ridos como determi: ¢nicos que pueden ser bien distinguidos de los comy
celulmes del huésped, ba sido posxble el desarrollo de i de d i6n légicos o
inmunoensayos capaces de identificar antig de gani infeoc en fluidos del

cuerpo o cétulas,

En general, las prucbas de inmunodeteccién deben ser ibles, répidas, y
suficientemente especificas como para no interferir con constituyentes numm]es del animal, tales

como ﬂufdos o oélul.ns (Tnblas Nos 11 y 12 ). Estudios en la i6n de varios
microc varios de yos, indican que las prucbas més especificas y

ibles son inmunofl ia, radioi Yo ¢ i blot ( Western blot ), seguidas por
scosibilided, pero menos especificas ELISA y aglutinacién, y final por atiin menos seasible,

pero muy especificas aislarmniento y la técnica de doble Inmunodifusién.
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- Tadice de verdaderos positivos: Seasibilidad ( porciento )

- Indioe de falsos positivos: Probabilidsd de que el resultado de 1a prucba retroviral sca positivo
cuando e} virus uo estd peesente en cf gato

- Indice de verdaderos negativos: Especificidad ( porciento )

- Indice de falsos negativos: Probabilidad de que ¢l resultado de 1a prucbe retroviral sea negativo
cuando el virus estd presente en el gato.

- Valor predictivo positivo: Probabilidad de que ef retrovirus esté presente en ¢l gato, cuando el
resultado de 18 prucba es positivo.

- Valor predictivo negativo: Probabilidad de qus el retrovirus no esté presente e ¢l gato, cuando e}
resultado de la prueba es negativo { Hardy, 1991).

En estudios anteriores, se realizd unas Iy i6n entre las prucbes dc IFA, con ID y
aislamiento del virus en 1,549 gatos, con el fin de establecer un estandar pam 1as prucbas de FeLV.
En este estudio, so observ una excelents correlacién entre IFA ¢ ID. La scosibilidad pars ID fué de
96.2% y especificidad de 99.8% con respecto & IFA. Pero debido a 1a facilidad de uso y el tiempo
reducida para realizarls, 1a prucba de IFA es Ia mds préctica de estas tres. mpnmxpdwhmnanm

de ésta s que sc requiere de personal especializado y microscopio fluot para pretara,

Ashmsmo 80 obtivo otro estudio compamtivo entro [FA y ELISA. En esto estudio, el
Alisis do comparacién de las prueh deELlSA lizadas en Hotios veterinarios y ta prucha
de IFA, realizada por un lat orio especiali mdxoéq\nmkeellBy@%delosmuludos
ELISA positivos y ¢l 13% de los Had ELISA gativos fueron i nPorulmouvow
recomienda que todos los resultados ELISA positivos, deben ser i di por
IFA (Hardy, 1991).

En lo que concieme a los resultados obtenidos do sensibilidsd, especificidad, valores
predictivos, falsos posmvos y negativos de 1a prucba do Innmmodifusién con respecto & ELISA, se
hace 12 aclamcién de que se trata de valores muy relativos y poco confiables, debido a 1a beja
especificidad par la prucba de ELISA y ol consiguiente alto indice de falsos positivos que en dsta sa

han reportado. Para ob ftados reales de sensibilidad, nspecxﬁcldad, etc do una prucba, so
mq\nmdchwmpmmbndeésmwn\mapxmbu fiabl Ie y especifice, como
seria In técnica de &

hspntbasdehpd(cswpmwmdumhstécmcudeEUSAolmnmodxﬁménym
mpecumwmhmoneswnbmmeuh Atica y médula dsea que tanto 1as cifras de
glébuloy rojos y Ia relacion M:E do gatos positivos y negativos a FcLV mediante 1 téenica de
ELISA, fueron altamente significativas, wtilizando un nivel o de 0.01 (p < 0.01 ); ésto significa que
cxisto gran diferencia entre medias de glébulos rojos y la relacié MEdelosgnos posmvos con
mpecmalmmgnuvmnmdmnmhtécmeadcm&ACon peidn do estos
otro valor fué considerado como significativo { p < 0.05 ); estando incluida entre éstos la comelacion
de Inmnunodifusién con biometria hemética y rédula 6sea,

-47-



- Indice de verdaderos positivos: Sensibilidad ( porcienio )

- Indice de falsos positivos: Probabilidad de que el resultado de la prucba retroviral sea positivo
cuando el virus no esté presente en ¢l gato

- Indice de verdaderos negativos: Especificidad ( porciento )

- Indice de falsos negativos:; Probabilidad do que ¢l resultado de 1a prucba retrovinal sca negativo
cuando ¢l visus estd presents en ¢l gato.

- Valor predictivo positivo: Probabilidad de que ¢! retrovirus esté presento en el gato, cuando el
resultado de Ia prueba es positivo.

= Valor predictivo negativo: Probabilidad de que ¢l retrovirus no esté presente cn ¢l gato, cuando el
resultado de la prueba es negativo ( Hardy, 1991).

En estudios enteriores, se realizd una comparecién cutre las prucbes do IFA, con ID y
aislamiento del virus en 1,549 gatos, con el fin de establecer un ostindar para las prucbas de FeLV.
En este estudio, se observd una excelents correlacién entre IFA o ID. La sensibilidad para ID fud de
96.2% y especificidad de 99.8% con respecto a IFA. Pero debido & la facilidad do uso y el tiempo
reducido para realizarla, la prucba do IFA s 1a mAs prdctica de estas tres. Las principales limitantes
de ésta es que se requiere de personal especializado y microscopio fluorescente para interpretaria.

Asimismo, se obtuvo otro estudio comparativo catre IFA y ELISA. En este estudio, e}
anélisis do comparacitn de Ias prucbas de ELISA realizadas en consuitorios veterinarios y la prucba
de IFA, realizada por un lnboratorio especializado, indicé que entre el 26 y 69% de los resultados
ELISA positivos y €l 13% dc los resultados ELISA negativos fueron incorrectos. Por tal motive so
recomienda que todos los resultados ELISA positivos, deben ser inmediatamente confirmados por
TFA (Hardy, 1991).

En Io que concicrne a los resultados obtenidos do sensibilidad, especificidad, valores
predictivos, falsos positivos y negativos de 1a prucba de Inmumnodifisién con respecto a ELISA, se
hace la aclaracién de que se trata de valores muy relativos y poco confiables, debido a 1a baja
especificidad para 1a prucba de ELISA y ol consiguients alto {ndice de falsos positives que en ésta so
han reponado Para obtener resultados reales de sensibilidad, especificidad, etc., ds una prucba, se
requiere de 1a comparacién de ésta con una prucba confisble, altamente sensible y especifica, como
serin I técnica de Inmunoflucrescencia,

Las prucbas de hipdtesis practicadas en las técnicas do ELISA ¢ Inmunodifusién y sus
respectivas correlaciones con biometria hemética y médula 6sea reportaron que tanto las cifras de
glébulos rojos y 1a relacion M:E de gatos positivos y negativos a FeLV, modianto In técnica de
ELISA, fucron altamente significativas, utilizando un nivel a de 0.01 { p < 0.01 ); £sto significa que
cxiste gran diferencia entre medias de glébulos rojos y la relacién M:E do los gatos posmvos con
respecto a 10s negativos mediante la técnica de ELISA. Con excepeitn de estos parimetros, ningin
otro valor fué considerads como significativo ( p < 0.05 ); estando incluida entre éstos la comelacién
de Inmunodifusién con biometria hemética y médula ésca.
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CONCLUSIONES

Entre los signos clinicos prodominantes de los gatos estudiados, excluyendo a los dos gatos
sanos, destacaron dopresién, anorexia, pérdida de peso y caquexia. Estos signos se hicieron
aparcnies tanto cu gatos ELISA positivos, como en Jos negativos,

E! porcentaje de gatos que resultaron positivos a antigeno de FeLV por medio de Ia prueba
de ELISA, rebesé ¢l 50%, y por medio do ID, se registrd ¢l 47.6% de gatos positivos a antigeno.

losmxlhdosdchbxmnekiabun&hcamlosgutosEUSA(+),npm.mmlmfahuén
do apamiss en un 75%, tanto jvas como no reg vas. Las enommalidades Jeucocitarias
rq:ummmelﬁm&:losgptosnlosqmsclupuuiném encontrando los tres tipos de
L ins ( louodmica, subleuckmica y aleucdmica ),

En 1a médula 6sca, hubo una notoris disminucién de las oélulas granulociticas en los gatos
positivos mediante ELISA, cmmpectollolnegauvos Comperativamente coa ésto, los valores de
las cflulas linfoides so dos en los gatos positivos. Por Gltimo, el valor
pcmanunldecéluhsmmdesmgatosposmvnsﬁlémsleldobleq\neldclosytmmgphvm

&lsml,” H Toeacd i A ) *h.' e
puuuu:ne' por FcLV uleu como lmeemms linfoides, {culoendoteliosis, i
jones ¢ i ‘mEnulg\mo:usos-edmgnomcépor

pdménhpwndehnfmmmundnd-b&mn] No se realizé nocropsia en ningin
gato, aunque hubieso 2ido do interes en ciertos casos.

En 1o quc respecta a la téenica do i difusién, determinamos que la reaccidn de
mmhc:énmellgumbmlensaydchmxhda.mmlbuhquepmdujohmnmeynde
laboratorios Solvay, 1a cual hubo que importar, ya que no esté disponible en o]

El nimeso de muestras positivas a antigeno por ID, fixron 5, 4 m4s fueron positivas sélo a
anticoerpos; 5 fueron positivas a ambos; antigenos y anticuerpos y ea 7 o se detectd
reaccidm alguna.

Por medio de Ia comperacién de la pruebe de ID, contra la de ELISA, se obtuvieron como
resultados el 23% de muestras ELISA (+), ID (+); ELISA (+), ID (5; ELISA (), ID () y &l 28.6%
de muestras ELISA (=), ID ().

Los resultados de sensibilidad y especificidad para In prucbe de ID en relacién a ELISA,
fueron do 50% y 54.5% respectivamente.

Se recomienda reelizar estudios posteriores, utilizando otras variables para mejorar Ia técnica
de ID, y asf poder ser utilizada por personal especiatizado en laboratorios clinicos como otra opcifén
da diagndstico de FeLLV, ademis de s proeba dz ELISA y/o IFA.

Dcbido a la alta sensibilidad y especificidad para la prucba de IFA, se aconscja realizar
prucbas comperativas con ésta, en caso de obtener resultados ELISA (+) 6 ID ().
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£1 uso preciso y correcto de 1as prucbas do para la detrerrtnacion de las
infecciones por Retrovirus en felinos ( FeLV y Virus de hmumdcﬁcm Felina- FIV ), es
responsabilidad de los médicos veterinarios, Los propictarios de los gatos domésticos dependen del
juicio del clinico pars determinar €] método de d i6n do la infeccién rotroviral felina. Ellos
espersn quesunm&haouseln;Iucbaxnlsexuun)'ennt g del ltado de la pruebe antes de
hacer con resp al mancjo de sus gatos. Pcrsupucsk)lavekxndmddeobﬁ:ur
los resultados y el costo de Is prueba, son factores para el clinico y el propietario. De cuslquier
modnwioahclmmdcbcnsubm.doaenmumchmmquépmohnml.ynuom
recomnendada una prucba xia, esp cuando el resultado de la prucbe es positivo.
Es responsabilidad del médico inario do explicar las limitaci do todas las prucbas
lehvwﬂﬂ:S)rnxmumzka que todos los nunﬂuukm itivos deben ser confimados por Ia prusbe

toria mAs p Es imp -uqmlosgatosnolemclnmnldosdemumomhdos
dooumgmosoonl.ubuedc Mados i ctos do prucbas iral

3
fesis WO QEd
Sg—‘g{?f\ pE 1A B‘.%\.\ﬁ'(iﬂi\
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