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ABREVIATURAS.

FeLV: Por su nombre en inglés, Virus de Leucemia Viral Felina.
RNA: Acido RiboNucléico.

p10: Nucleoproteina de 10 kilodaltones de peso.

p12: Proteina de matriz de 12 kilodaltones de peso.

pl5c: Proteina de nucleo de 15 kilodaltones de peso.

p15E: Proteina de transmembrana de 15 kilodaltones de peso
p27: Proteina de capside de 27 kilodaltones de peso.

agp70: Glicoproteina de superficie de 70 kilodaltones de peso.
ADN: Acido DesoxiRiboNucléico.

ARNmM: Acido RiboNucléico mensajero.

AVN: Anticuerpos Virus Neutralizantes.

Anticuerpos anti-FOCMA: células de membrana antigénica asociadas a oncornavirus.

FOCMA: Feline oncornavirus cell membrane antigen o antigeno de membrana de células
infectadas por oncornavirus feline.

IMC: Inmunidad mediada por células.

IEN-a: Interferdn alfa.

IEN-y: Interferén gamma.

FeLIX: FeLV infectivity X-essory protein 6 proteina accesoria de infectividad del FeLV.
IL-1: Interleucina 1.

1L-2: Interleucina 2.

1gM: Inmunoglobulina M.

1gG: Inmunoglobulina G.

ELISA: Ensayo Inmunoenzimatico.

PCR: Reaccidn en cadena de la polimerasa.

RT-PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real.

PAGE-SDS: Gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes.

WB: Western blot

LC: Linea de corte.




1. INTRODUCCION

La Leucemia Viral Felina es causada por un retrovirus que se transmite de forma
horizontal, y menos frecuente de forma vertical. Fue descrito por vez primera por Jarrett y
cols. en 1964 cuando se buscaba la causa de la aparicién de linfomas multiples en gatos
caseros. Hoy en dia es conocido como el causante de una enfermedad fatal en gatos, es de
importancia veterinaria y sirve como modelo animal para determinados aspectos de
enfermedades humanas como el cancer, anemia, e inmunodeficiencias (Lutz, 1990;
Sparkes, 1997; Gomes-Keller et al., 2005; Jarret, 1999).

1.1. Agente etiologico.

El virus de Leucemia Viral Felina (FeLV) pertenece a la familia Retroviridae, subfamilia
Orthoretrovirinae y género Gammaretrovirus, el cual representa un grupo de retrovirus
oncogénico de mamiferos, tipicamente caracterizados por un largo estado de latencia e
induccion de leucemia y linfoma en sus huéspedes naturales (Rojko, et al, 1984; ICTV,
2009; Hartmann, 2006; Levy, 2008). Tiene una sola banda de RNA de polaridad positiva,
protegida por una capside icosaédrica. FeLV es un agente exdgeno y se replica en diversos
tejidos del huésped (Hartmann, 2006).

Fig. 1. Estructura de FeLV.
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El genoma tiene 3 genes principales identificados como gag 0 “antigeno especifico de
grupo” el cual codifica las proteinas pl0, pl2, pl5, p27, el gen pol que codifica la
transcriptasa reversa y otras enzimas virales y el gen env que codifica los componentes de
la envoltura. Los lipidos contenidos en la envoltura componen a la transmembrana la cual
es altamente hidrofoébica (p15E) y a la que estd unida por puentes de disulfuro la
glicoproteina gp70 (Lutz, 1990; Jarret, 1999).

1.2. Replicacién.
Es llevada a cabo en varios pasos, primero comienza en la mucosa orofaringea,
especificamente en linfocitos y macréfagos. Entonces la propagacion del virus ocurre en
nodulos linfaticos y sangre tras el desarrollo de la viremia, el FeLV es capaz de propagarse
rapidamente en los tejidos blanco como son: el mieloide, linfoide y células epiteliales; una
vez que el provirus se ha integrado en las células madre hematopoyéticas, como las células
de la progenie también llevan el ADN proviral, la eliminacién total de la infeccion es muy
improbable (Dunham, et al, 2008). Posteriormente ocurre la fijacion del virus y la entrada
en la célula en donde la transcriptasa inversa cataliza la primera sintesis de ADN a una
molécula de cadena sencilla y posteriormente da lugar a una molécula de ADN de doble
cadena, para todo esto utiliza el ARN viral. EI ADN viral se transfiere al nucleo donde es
integrado en el ADN cromosomico. Después de la transcripcion, el ARNm se traduce en
grandes poli-proteinas que se rompen en proteinas virales maduras antes del ensamble del
virus (Rojko, et al, 1984; Haffer et al., 1987). Después el ARN viral se incorpora en el
nucleo, se ensambla el virion y sale de la célula por gemacion. Por lo general las células

infectadas no son destruidas durante la replicacion viral (Lutz, 1990).

1.3. Subgrupos.
El FeLV es un retrovirus oncogénico que puede producir en los gatos enfermedades de tipo
proliferativo o de tipo degenerativo. Segun la estructura de la proteina gp70 los virus que
infectan a los gatos de forma natural se clasifican en 3 subgrupos. El FeLV-A es el
subgrupo predominante y esta presente en todos los gatos infectados por FeLV. Los virus
de los otros 2 subgrupos solo se aislan en asociacion con FeLV-A. FeLV-B se forma

cuando FeLV-A se combina, por recombinacion o mutacion del ADN proviral, con




secuencias retrovirales enddgenas (secuencias que estan integradas establemente en el
genoma felino y que generalmente no se expresan pero se transmiten genéticamente) y se
aisla en alrededor del 50% de los gatos virémicos, se relaciona con el desarrollo de
tumores. FeLV-C se aisla en el 1-2% de los gatos infectados y surge de una mutacion del
gen de la envoltura de FeLV-A y tiene un caracter mucho mas supresor de la médula 6sea
que el virus del que procede, puede causar degeneracion, proliferacion o cambios
neoplasicos en células hematopoyéticas (Osterhaus et al., 1989; Sparkes, 1997; Tique, et al,
2009; Tizard, 2009).

Es importante destacar que esto significa que la proteina gp70 del FeLV-A muestra
estabilidad antigénica, y por lo tanto, no hay reaccion cruzada de anticuerpos neutralizantes

entre los diferentes subgrupos (Sparkes, 1997).

Los diferentes subgrupos también varian en su patogenicidad. FeLV-A sélo, es el menos
patogeno, siendo el méas lento para causar enfermedad en comparacion con FeLV-B y C,
pero es el subgrupo mas comldnmente asociado con infecciones latentes.
Aungue més patogenos, los virus de los subgrupos B y C tienen una replicacion defectuosa.
En los virus aislados se ha descrito que la alteracion de la estructura de la molécula de gp70
en FeLV-B y C restringe su tropismo celular y por tanto, evita que se replique en titulos
altos. FeLV-A se mezcla fenotipicamente con FeLV-B o C, permitiendo la infeccion
productiva en células que normalmente no son permisivas para éstos. Estudios
experimentales han demostrado que inevitablemente FeLV-B o C requieren la transmision

simultanea de FeLV-A para que estos virus puedan replicarse (Sparkes, 1997).

1.4. TRANSMISION.

El FeLV se elimina por secreciones, especialmente de saliva y nasales, por lo tanto se
transmite entre gatos por el acicalamiento mutuo, mordidas derivadas de peleas y el
intercambio de platos para comer y beber representando la principal fuente de transmision
de FeLV. Se han contabilizado hasta 10° particulas infecciosas de FeLV por mililitro de
saliva (Rojko, et al, 1984; Jarret, 1999; Arjona et al., 2000; Gomes-Keller et al., 2005;
Dunham, et al, 2008; Tizard, 2009).

Cuando los gatos se exponen naturalmente, tan solo el 70% de ellos se infectan, de los

cuales alrededor del 60% desencadenan una respuesta inmune y el 40% presentan viremia;




de estos gatos virémicos el 10% se curan espontdneamente, mientras que el 90%
permanecen infectados de por vida. De los gatos virémicos persistentes, solo alrededor del

15% desarrollan vida normal asintomatica (Tizard, 2009).

1.5.PATOGENESIS.
Dependiendo del modo de transmision se reconocen 4 formas de infeccion:
A. Infeccion aguda.
B. Viremia persistente.
C. Inmunidad (infeccion latente o fin de la infeccidn).
D

. Infeccion atipica (localizada, restringida). (Lutz, et al, 1980; Sparkes, 1997).

1.5.1. Infeccion aguda.

En la mayoria de los gatos, la infeccion aguda se debe a la exposicidn oro-nasal. El virus se
replica inicialmente en células mononucleares (linfocitos, macrdéfagos) de las tonsilas
faringeas y otros tejidos linfoides regionales (Haffer, et al., 1987). Alrededor de los 14 dias
post-infeccion en las células blanco (linfocitos y monocitos) se replica el virus
abundantemente y se desarrolla la viremia que permite la propagacion viral a tejidos
linforreticulares distantes, células de division rapida del epitelio intestinal y sobre todo a la
médula 6sea (Lutz, et al., 1987; Sparkes, 1997).

1.5.2. Viremia persistente.
La infeccion hemolinfatica (médula Osea), se establece generalmente entre 2 y 6 semanas
después de la exposicion. En esta etapa si no hay una respuesta inmune adecuada no se
puede contener la infeccion y existe la posibilidad de una produccion masiva de virus que
abruma al sistema y de esta manera se establece la viremia persistente. Hay difusion de la
infeccion a multiples tejidos glandulares y epiteliales, incluyendo las glandulas salivales y
la mucosa de la faringe y nariz, en este estado se da la eliminacién oronasal del virus y, por

tanto, aumenta la posibilidad de transmision (Lutz, 1990; Sparkes, 1997).




1.5.3. Inmunidad (infeccion latente o fin de la infeccion).
Si se presenta la infeccion con FeLV y hay una respuesta inmune adecuada generalmente se
restringe la replicacion y expresion del virus en un plazo de 4 a 8 semanas posterior a la
infeccion. Algunos autores sugieren que esta forma de infeccion es la mas frecuente por el
FeLV (Suntz et al., 2010).
En la mayoria de los gatos se desarrolla inmunidad antes o durante la infeccion de médula
6sea y no desarrollan viremia asociada a este tejido linfoide. Por otro lado, en una pequefia
proporcion de gatos la inmunidad protectora no se desarrolla hasta poco después de que la
viremia se establece en la médula y se presenta un periodo de viremia transitoria que por lo
general dura sé6lo unos dias o semanas. Las células de la médula dsea, los linfocitos T y los
macrofagos fueron identificadas como células blanco para las infecciones latentes. (Lutz, et
al, 1980; Ogilvie, et al, 1988; Sparkes, 1997; Suntz, et al., 2010).
Los gatos inmunes son los que han eliminado por completo todas las células infectadas por
el virus, pero en una proporcion sustancial de gatos inmunes (tal vez 30 a 70 %) la
infeccion latente persiste en forma de provirus integrado en el genoma de ciertas células.
Estas células (por lo general en la médula ésea) no expresan FeLV, pero adn tienen el
potencial para reactivar una infeccién activa si el gato es inmunodeprimido (Haffer, et al.,
1987; Suntz, et al., 2010). El periodo de latencia varia entre los individuos, puede durar de
semanas a meses, pero a veces esta presente por afios o incluso toda la vida del gato
(Sparkes, 1997).

1.5.4. Infeccion atipica.
Una pequefia proporcion (menos del 5 al 10%) de los gatos infectados por FeLV presentan
una infeccion restringida parcialmente en varios tejidos, por una respuesta inmune
protectora. Estos gatos pueden presentar intermitente viremia y con el tiempo es probable
que se presente una viremia persistente o que el progreso infeccioso sea extinguido
totalmente (Sparkes, 1997).




1.6. RESPUESTA INMUNE.

1.6.1. Inmunidad humoral.
Muchas investigaciones de la respuesta inmune protectora se han centrado en la
importancia de los anticuerpos virus neutralizantes (AVN) y anticuerpos anti-FOCMA
(anticuerpos de células de membrana antigénica asociadas a oncornavirus) (Sparkes, 1997).

1.6.1.1. Anticuerpos Virus Neutralizantes
El FeLV infecta a las células a través de la union de la glicoproteina de envoltura (gp70) a
receptores especificos de células y a p15E. Los AVN son dirigidos contra epitopes de esta
glicoproteina que cuando se unen al virus evitan la fijacion de éste y la entrada a la célula
blanco, ademas de ayudar a eliminar el virus de la sangre (Sparkes, 1997; Porras, et al.,
2007; Dunham, et al, 2008). También se producen anticuerpos frente a otros antigenos, como
la proteina de la capside p27 (Porras et al., 2007).
En los gatos que de forma natural y experimentalmente han sido expuestos al virus, la
viremia persistente es casi siempre asociada con muy bajos o nulos titulos de AVN,
mientras que un titulo alto de anticuerpos han sido encontrados en gatos expuestos y que
lograron resistir a la infeccion o a la viremia transitoria (Lutz, et al, 1980).
Por otra parte es importante para la vacunacion la transferencia pasiva de AVN (ya sea
artificial o natural a través de calostro a los gatitos). También se ha demostrado que
funcionan para proteger contra la viremia tras posteriores desafios con FeLV (Sparkes,
1997; Dunham, et al, 2008) ya que la infeccion prenatal o temprana de los gatitos con FeLV

también puede provocar viremia persistente (Tizard, 2009).

1.6.1.2. FOCMAy los anticuerpos anti-FOCMA.
Los genes de retrovirus endogenos del genoma felino codifican FOCMA (Feline
oncornavirus cell membrane antigen o antigeno de membrana de células infectadas por
oncornavirus felino) que destruye las células neopléasicas mediante la lisis dependiente del
complemento (Porras et al., 2007). Pero no se expresa en las células normales ya que es un
antigeno expresado solo en la superficie de las células transformadas por el FeLV (Sparkes,
1997; Tizard, 2009).




Hay una cierta reactividad cruzada entre los anticuerpos anti-FOCMA y anticuerpos contra
la proteina gp70 del FeLV subgrupo C. El desarrollo de anticuerpos anti-FOCMA confiere
una proteccion contra el desarrollo de la enfermedad neoplasica relacionada con FeLV.
Gatos que desarrollan linfoma o leucemia tienen un bajo o nulo titulo de anticuerpos anti-
FOCMA, mientras que titulos elevados se asocian con la proteccién contra el desarrollo de
estas neoplasias. La administracion pasiva de anticuerpos anti FOCMA puede resultar en la
regresion de los linfomas establecidos (Sparkes, 1997). Por desgracia, los anticuerpos frente
a FOCMA no confieren proteccion frente a las enfermedades degenerativas inducidas por el
FeLV, y los gatos virémicos que no sintetizan anticuerpos anti-FOCMA son totalmente
susceptibles a todos los sindromes de FeLV, incluyendo linfosarcoma. Algunas células de
linfosarcoma pueden expresar FOCMA en ausencia de infeccion por FeLV detectable
(Tizard, 2009).

Un analisis mas detallado de la respuesta de anticuerpos revela que practicamente la
totalidad de la actividad esta dirigida a las proteinas de envoltura del virus. No hay
respuesta a las proteinas codificadas por el gen gag por lo que los gatos que se recuperan de
la infeccion por FeLV forman una fuerte respuesta inmunoldgica a anticuerpos contra gp70,
p15E y pl2, las proteinas de transmembrana codificadas por el gen env y en menor medida

hacia las codificadas por gag (Jarret, 1999).

1.6.2. Inmunidad celular.
1.6.2.1. Anticuerpos contra otros antigenos virales e inmunidad mediada por células
(IMC).

Investigadores han encontrado que los gatos infectados por el FeLV pueden desarrollar
anticuerpos para una amplia gama de proteinas del FeLV como las de envoltura (p15E,
gp70), antigenos de ndcleo (pl10, p12, pl5, p27) y la transcriptasa inversa del FeLV (Lutz,
1990). La respuesta de anticuerpos a estas proteinas tienden a ser mayores en los gatos que
se resisten a la evolucion de la viremia persistente, pero el patron (rango) de los anticuerpos
producido es similar tanto en viremia persistente como en gatos inmunes (recuperados)
(Sparkes, 1997).




El papel potencial de la IMC a la infeccion por el FeLV ha sido en gran parte inexplorado.
Los estudios han documentado respuestas con células asesinas naturales hacia células
transformadas por FeLV. Se ha especulado del papel potencial que puede tener la IMC en
las respuestas de proteccion a la infeccién. Aunque el desarrollo de AVN en un gato
infectado puede evitar la propagacion de la infeccion a las células susceptibles, la
eliminaciéon de las células ya infectadas con el virus ocurre por otros medios como la lisis
mediada por complemento dependiente de anticuerpos o, muy probablemente, la misma
respuesta de la IMC (Sparkes, 1997).

Se ha descrito que aparecen linfocitos T CD8+ citotoxicos una o dos semanas después de
que se produzca la infeccidn, y previo a la aparicion de anticuerpos neutralizantes. En los
gatos infectados por FeLV la presencia de anticuerpos, y sobre todo, el desarrollo eficaz de
la respuesta inmune celular son capaces de eliminar totalmente el virus en muchos animales

al comienzo de la exposicién (Porras et al., 2007).

1.6.2.2. Citocinas.
El IFN-a (glicoproteina con efecto antiviral) y el IFN-y (activador de macréfagos e
inmunomodulador) tiene una accién directa aumentando la respuesta inmune e impide la
replicacion viral de células ya infectadas. El IFN-o también puede tener efectos directos

sobre la expresion viral (Linenberger, et al, 1999; Porras et al, 2007).

1.6.2.3. Consecuencias en linfocitos T.
Como resultado de las mutaciones en los genes que codifican las proteinas de la envoltura
del virus, el FeLV puede evolucionar hacia variantes con tropismo por los linfocitos T. Las
variantes virales que inducen inmunodeficiencia pueden replicarse en los linfocitos T hasta
alcanzar numeros elevados de particulas virales; penetran en ellos al unirse a 2 receptores,
uno de los cuales es una proteina trasportadora de fosfato (Pitl) y el otro es una proteina
nueva de la superficie celular denominada FeLIX (FeLV infectivity X-essory protein;
proteina accesoria de infectividad del FeLV). La linfopenia en los gatos infectados por
FeLV es debida a la perdida de linfocitos T CD4" aunque los recuentos de linfocitos T
CD8" también pueden disminuir en las etapas iniciales de la enfermedad, de forma que el

cociente CD4/CD8 puede permanecer en un rango normal (el cociente CD4/CD8 en los




gatos normales oscila entre 0.4 y 3.5, con una media de 1.9) (Dunham, et al, 2008). No
obstante, a medida que los recuentos de linfocitos T CD8" se recuperan, el cociente
CD4/CD8 puede disminuir. Los recuentos de linfocitos B también pueden estar deprimidos,
pero esto depende de la gravedad de las infecciones secundarias. Los gatitos infectados por
FeLV desarrollan un sindrome de desgaste cuya consecuencia es atrofia timica e
infecciones recurrentes. Dependiendo de la gravedad de las infecciones secundarias, puede
estar asociado bien a atrofia linfoide o hiperplasia linfoide. En los gatos sin infeccién
secundaria, la atrofia linfoide se asocia con la perdida de células de las areas paracorticales
de los nddulos linfaticos. Los cambios que se observan en los bazos de estos animales son
menos marcados, pero pueden derivar en la reduccion total de la pulpa blanca. Como
resultado de la pérdida de linfocitos T en los gatos infectados por FeLV, la inmunidad
mediada por células esta deprimida, posiblemente por los efectos de la proteina
inmunosupresora de la envoltura virica p15e que se produce en cantidades muy elevadas en
las células moribundas ya que ésta proteina suprime la respuesta de los gatos a FOCMA, asi
como a los mitdgenos (inductores de la proliferacion de linfocitos B/T) de los linfocitos y
bloquea la respuesta de los linfocitos T a la IL-1 y a la IL-2 (Rojko, et al, 1984). Los
leucocitos de los gatos infectados por FeLV producen cantidades de IL-2
significativamente inferiores que los gatos normales, un efecto especialmente marcado en
gatos con leucemia o linfosarcoma en el timo. Esta inmunosupresion predispone también a
los gatos virémicos a enfermedades secundarias, como la peritonitis infecciosa felina,
micoplasmosis, toxoplasmosis, septicemia e infecciones fungicas. Las células madre de la
médula 6sea también se inhiben por p15e, lo que impide la produccion de celulas eritroides

y origina una anemia no regenerativa (Ogilvie, et al, 1988; Tizard, 2009).

1.6.2.4. Consecuencias en linfocitos B.
A diferencia de la disfuncion grave de los linfocitos T, la actividad de los linfocitos B en
gatos infectados por FeLV apenas se ve afectada. Puede haber disminucion de la respuesta
inmune a dosis bajas de antigeno, asi como sintesis reducida de IgM, pero las
concentraciones normales de IgG permanecen normales. Dado que la funcion de los
linfocitos B y la sintesis de anticuerpos son relativamente normales en los gatos

crénicamente infectados, se producen grandes cantidades de anticuerpos contra el virus, los




cuales se combinan con los viriones circulantes o con las proteinas solubles para formar
complejos inmunes, estos se depositan en los glomérulos renales y provocan
glomerulonefritis membranoproliferativa grave por accion mecanica que finalmente causa
la hipoproteinemia, el edema, la uremia y la muerte que se observan en la infeccion por
FeLV. Los antigenos viricos unidos a los eritrocitos también pueden originar anemia
hemolitica positiva a la antiglobulina. Los complejos inmunes también activan al
complemento por la via clasica, que puede consumirse en grandes cantidades, por lo que los
gatos infectados por FeLV pueden tener niveles de complemento extraordinariamente
bajos. Esta pérdida puede reducir la resistencia a tumores, ya que el suero de los gatos
normales infundido a gatos leucémicos puede producir la regresion del tumor (Tizard,
2009).

1.7. SIGNOS CLINICOS.

Los signos clinicos asociados al FeLV incluyen una variedad de enfermedades neoplésicas
como linfoma, leucemia y trastornos mieloproliferativos; y no neoplasicas como anemia,
leucopenia, trombocitopenia, alteraciones neuroldgicas, fallas en la reproduccién en gatas
como son infertilidad, reabsorcion fetal, abortos y gatitos virémicos que mueren dentro de
las dos primeras semanas de vida y una variedad de infecciones secundarias causadas por
inmunosupresion (Lutz, et al., 1987; Lineneberg, et al, 1999; Tique, et al, 2009; Suntz, et
al., 2010).

La signologia de la enfermedad raramente es detectada durante la primera fase de la
infeccion, cuando la viremia comienza. En los gatos persistentemente infectados son mas
evidentes las enfermedades oportunistas asociadas con el FeLV como son los diferentes
tipos de linfosarcomas (timico o mediastinico, multicéntrico, alimentario, cutaneo, ocular,
renal y de sistema nervioso), leucemia mieloide, anemia no regenerativa, inmunosupresion,
desordenes neuroldgicos. También puede presentarse el sindrome mielodisplasico o
preleucemia que cursa con una anemia no regenerativa que puede asociarse a
trombocitopenia 6 a falta de granulocitos ya que la médula presenta una falta de
maduracion de una o varias lineas celulares por lo que el gato muere por la anemia ¢ por
infecciones asociadas a ésta y finalmente evoluciona a leucemia verdadera. (Egberink, et al,
1992; Lutz, 1990; Dunham, et al, 2008).
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Los fendmenos inmunopatolégicos como la glomerulonefritis o poliartritis se presentan en
las infecciones por el FeLV exdgeno, como también algunas enfermedades poco frecuentes
pero especificamente definidas como es un sindrome parecido a panleucopenia, enteritis,

dermatosis, osteopetrosis y exostosis (Suntz, et al., 2010).

Se ha determinado que una tercera parte de las muertes por cancer en gatos estan asociadas
al FeLV y un gran nimero de animales infectados mueren por anemia y enfermedades
infecciosas oportunistas por los efectos inmunosupresivos del virus en la médula 6sea como
se muestra en la Tabla 1 (Ogilvie, et al, 1988; Hartman, 2006).

Tabla 1. Enfermedades y condiciones reportadas en gatos con infeccion latente o
activa de FelLV.

Referencia Enfermedad o condicion

Pacitti y Jarret (1885) Piometra

Swenson et al. (1990) Alta incidencia de enfermedad en tracto respiratorio alto.
Swenson et al. (1987) Neutropenia

Jackson et al. (1996)

Francis et al. (1980) Linfosarcoma/ leucemia

Hardy et al. (1980)

Francis et al. (1981)

Jackson et al. (1993)

Tobey et al. (1994)

McClellan et al. (1980)  Alto rango de mortalidad.

Pedersen et al. (1984) Variedad de enfermedades/condiciones.

Uthmann et al. (1996) Gingivitis crénica.

(Adaptado de Stuntz, et al, 2010)
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1.8. DIAGNOSTICO
La prueba de ELISA usando anticuerpos monoclonales, hasta hace algunos afios, fue
considerada la mas sensitiva para el diagndstico de FeLV. Con esta prueba es posible
detectar la p27 no solo en suero y plasma, sino también en saliva de gatos infectados (Lutz,
1990). En México algunos laboratorios particulares realizan el diagndstico para FeLV pero

se desconocen los datos de sensibilidad y especificidad asi como la prueba que realizan.

La viremia por FeLV actualmente se puede detectar mediante una variante de la prueba de
ELISA o por el uso de un ensayo de inmunofluorescencia indirecta de proteinas FeLV
presente en los leucocitos y plaquetas en frotis hecho de sangre periférica o por
inmunocromatografia rapida usando muestras de sangre. Algunas de éstas pruebas pueden
detectar la infeccion antes del desarrollo de la viremia, ya que la corriente sanguinea
distribuye antigenos solubles del virus originados en la médula dsea. Todos estos
procedimientos requieren una muestra de sangre que normalmente se recoge por puncion
venosa (Lutz, et al., 1987; Dunham, et al, 2008; Tizard, 2009).

En una gran proporcion de gatos, hay una respuesta inmune efectiva inmediatamente
después de la infeccion, y estos gatos no se convertiran en positivos perceptibles en la
prueba de p27 (Gomes-Keller et al., 2005).

La saliva se ha utilizado como sustrato para la deteccion de diversas enfermedades
sistemicas. La toma de muestras de saliva para el diagnostico en el gato es bien aceptado
por el propietario en funcion de su escasa agresividad (Lutz, et al., 1987). Ademas, no se
requiere personal capacitado para la recoleccion de muestras, y la saliva se puede obtener
facilmente de los gatitos muy jovenes y pacientes dificiles con un minimo esfuerzo
(Gomes-Keller et al., 2005).

Existen Kits comerciales cuya base es la prueba de ELISA e Inmunocromatografia como lo

muestra la tabla 2 en la que se muestran algunas especificaciones de éstas. Solo las pruebas
de IDEXX estan de venta en México.
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Tabla 2. Comparacion de sensibilidad y especificidad de diferentes Kits comerciales para la
deteccion de FeLV.

Witness Snap Combo  Fastest Virachek PetChek
Plus FeLV FeLV
Detecta Ag p27 Ag p27 Ag p27 Ag p27 Ag p27 Ag p27 Ag p27 Ag p27
Laboratorio Synbiotics IDEXX MegaCor  Bio Veto Synbiotics IDEXX Biotech EVL
Test

Pais USA USA Alemania  Francia USA USA USA Paises
bajos

Sensibilidad (%) 92.1 92.3 94.7 94.7 94.9 92.1 nd 96.8

95% IC 79.7-97.3 79.7-97.3 82.7-98.5 87.2-98.5 83.1-98.6 79.2-97.3 nd 83.9-100

Especificidad (%)  97.5 97.3 98.8 99.2 98.4 99.8 nd 95.4

95% IC 95.7-98.6 95.5-98.4 97.3-99.4  97.9-99.7 96.8-99.2 97.3-994 nd 93.2-96.8

Valor predictivo 74.5 73.5 85.7 90.0 82.2 85.4 nd 62.0

positivo

Valor predictivo 99.4 99.4 99.6 99.6 99.6 99.4 nd 99.7

negativo

IC=intervalo de confianza. nd=no determinado (Adaptado de Hartmann, 2007)

Para la deteccién de infecciones no activas con técnicas moleculares, debe ser demostrado
el provirus en el genoma del huésped ex6genamente adquirido, en ausencia de produccién

de proteinas virales y/o anticuerpos (Suntz, et al., 2010).

El aislamiento viral y el PCR son consideradas las pruebas de oro para el diagndstico de
FeLV (Dunham, et al, 2008) pero a nivel investigacion se realizan particularmente
Inmunohistoquimica para detectar antigenos virales en un tejido fresco o congelado,
Western blot para la identificacion de las proteinas del virus y pruebas basadas en la
reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (RT-PCR) para la deteccion del acido
nucleico virico o secuencias provirales. (Mastro, et al, 1986; Osterhaus, et al, 1989;
Marion, et al, 1993; Fujino, et al, 2004; Hofmann-Lehmann, et al, 2001; Hofmann-
Lehmann, et al, 2006; Tizard, 2009).

1.9. PREVENCION Y CONTROL.

1.9.1. Vacunacion.
La vacunacion contra el FeLV es un tema controversial, en parte, por las diferencias entre
sus formulaciones, debido a la competencia entre fabricantes por la mejor vacuna

y por otro lado, porque los ensayos experimentales han demostrado que ninguna de las
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vacunas proporciona el 100% de proteccion contra la infeccion (Sparkes, 1997). La
vacunacion ha demostrado reducir la tasa de infecciones activas pero no es eficiente para
prevenir la infeccion latente por el FeLV (Suntz, et al., 2010)

El tipo de vacuna més reciente para el FeLV es un producto recombinante que utiliza como
vector el canarypox. La vacunacion generalizada ha reducido significativamente la
prevalencia de esta enfermedad en Estados Unidos (Hoffmann-Lehmann, et al, 2006;
Dunham, et al, 2008; Tizard, 2009).

1.9.2. Los subgrupos y la vacunacion.

De las 3 vacunas comerciales (Tabla 3), una (Leucogen del laboratorio Virbac) contiene
antigenos derivados del FeLV subgrupo A solamente y el resto contienen mezclas de
FeLV-A con B o con C.

La proteccidn se da principalmente a través de la induccion de AVN contra FeLV-A, por
tanto, es todo lo que se requiere de una vacuna. También se ha confirmado en 2 estudios
diferentes, que los gatos inmunizados con Leucogen o un prototipo de esta vacuna que sélo
contenian el FeLV-A, mostraron ser igualmente protegidos contra el desafio hecho con una
mezcla de los FeLV-A'y B (Sparkes, 1997).

Tabla 3. Vacunas comerciales disponibles en México.

Vacuna Distribuidor | Tipo de vacuna Subgrupos de FeLV incluidos

Leucogen Virbac Producida por ingenieria | Subgrupo A
genética, no glicosilada,
adyuvada con Quil A e
Hidroxido de Aluminio

FEL-O-VAX | Fort Dodge [ Virus de FeL inactivado con un | Subgrupos Ay B
LV-K. sistema de adyuvantes maltiples.

Virus completo

Leukacell 2 Pfizer Cultivo maltiple de antigenos de | Subgrupos A, B y C; antigeno

virus inactivado quimicamente FOCMA.

(Adaptado de Sparkes, 1997).
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1.9.3. Anticuerpos neutralizantes del virus y la vacunacién.
Aunque la IMC y la induccion de anticuerpos contra otras proteinas virales pueden
desempefiar un papel secundario en la proteccion de los gatos, es la induccion de AVN lo
que es necesario para prevenir la viremia por lo que se les considera de primordial

importancia en la vacunacion (Sparkes, 1997).

1.9.4. Importancia del antigeno FOCMA en las vacunas.
Si una vacuna protege contra la infeccion por el FeLV, se entiende que también protegerd al
gato de la aparicion de enfermedades relacionadas con el FeLV y no hay pruebas
que la inclusion de FOCMA tenga algun papel en la proteccién de los gatos contra la
infeccion (Sparkes, 1997).

1.9.5. Gatos infectados.
El riesgo de enfermedad entre gatos caseros infectados y no infectados que conviven, no es
muy alto, porque los gatos que han convivido con los gatos positivos a FeLV ya han sido

infectados y son mas propensos a ser inmunes a nuevas infecciones (Hartman, 2006).

1.9.6. Terapia antiviral.
Se han probado muchos tratamientos antivirales o inmunomoduladores tanto para la
infeccion por FeLV como para cualquier otra enfermedad infecciosa, pero
desafortunadamente estos son caros y dificiles de administrar. Algunos de estos son:
Zidovudina (AZT), Dianosina (ddl), Zalcitabidina (ddC), Ribavirina (RCTA) y Foscarnet
(PFA) (Hartman, 2006).
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2.

OBJETIVO GENERAL

Estandarizar una prueba de ELISA indirecta para el diagnostico de Leucemia Viral Felina.

2.1.0BJETIVOS PARTICULARES

a)

b)

d)

Obtener sueros de gatos de una poblacién heterogénea que incluyan diferentes
procedencias, edades, sexos y estados serologicos contra el virus de la Leucemia
Viral Felina.

Establecer animales clinicamente infectados de Leucemia Viral Felina y animales
clinicamente sanos contra la infeccion para ser usados como controles.

Estandarizar una prueba de ELISA indirecta de tipo cuantitativa.

Estandarizar la prueba de Western blot para comparar los resultados que se

obtengan de la evaluacién de los mismos en el ELISA indirecto.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Coleccion de muestras.
Se colectaron un total de 89 muestras de sangre obtenidas de gatos de diferentes
procedencias, edades y sexos (Apéndice 1, tabla 12); de éstas muestras se escogieron 4
sueros para ser usados como controles (2 muestras control positivo y 2 control negativo)
que fueron evaluados previamente a la enfermedad con las técnicas desarrolladas en éste
trabajo. La sangre se obtuvo por venipuncién de vena cefalica en gatos mayores de 1 afio y
en menores de un afio por vena yugular. El suero fue separado de la sangre por

centrifugacion a 2500 rpm por 15 minutos y fue conservado a -20° C hasta su uso.

3.2. Antigenos vacunales.
El antigeno que se utiliz6 en los diferentes ensayos fue seleccionado a partir de una
evaluacion previa de tres vacunas comerciales disponibles en el mercado en el momento de
desarrollar este trabajo (Tabla 3). Las vacunas se centrifugaron a 2000 rpm por un minuto

para obtener dos fases, sobrenadante y fondo.

3.3. Determinacion del perfil proteico de tres antigenos vacunales.
Se realizo una comparacion del perfil proteico y concentracion de los antigenos contenidos
en las tres vacunas comerciales utilizadas, realizando -electroforesis en geles de
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (PAGE-SDS). Para esto, el antigeno
(12.5ul) se mezclo con 6.25 pl de buffer de lisis (Apéndice 2, D) y 6.25 ul de buffer de
muestra (Apéndice 2, E). El gel de electroforesis inferior se preparé al 12% (gel separador,
Apeéndice 2, 1) y el superior al 4% (gel concentrador, Apéndice 2, H) ambos geles se
dejaron polimerizar y enseguida se preparo la camara de electroforesis la cual contenia
buffer de corrida 1x (Apéndice 2, F). Posteriormente las muestras preparadas con buffer de
lisis y de muestra (25 pl totales) fueron colocadas en los diferentes carriles y las proteinas
fueron separadas con una corriente constante de 100 volts. El gel fue tefiido con Azul de
Coomasie (Biorad®) durante media hora en agitacion y finalmente se cambio la solucion

por una mezcla destefiidora (Apéndice 2, G) por un tiempo de 3 horas en agitacion.
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3.4. Inmunoelectrotransferencia (Western blot).

Con el analisis efectuado previamente con los antigenos vacunales se selecciond el
proveniente de la vacuna FEL-O-VAX 'y se prepar6 con buffer de lisis y buffer de muestra
como fue descrito anteriormente. Las proteinas virales fueron separadas por PAGE-SDS a
100 volts constantes. Posteriormente el gel fue lavado con buffer de trasferencia (Apéndice
3, B) y se realizo la trasferencia activa. Para ello se preparé un “sandwich” donde cada
componente previamente humedecido en buffer de transferencia se coloco en el siguiente
orden: fibra del casette, 3 hojas de papel filtro, 1 hoja de nitrocelulosa de 0.22 nm de
didmetro y el gel de poliacrilamida. Enseguida se completé el sandwich colocando los
componentes antes citados pero en orden inverso (3 hojas de papel filtro y fibra). La
transferencia se realizo a 0.20 amperes por una hora y 20 minutos. Después de transferidas
las proteinas, la nitrocelulosa se bloqueé con PBS maés leche al 3% (Apéndice 3, E) por 1
hora a 37° C. Al finalizar la incubacion se lavo 3 veces en agitacion por 5 minutos con
buffer de lavado (Apéndice 3, D) y se dej6é secar. Una vez seca se corto en tiras de 3
milimetros que se colocaron en carriles para procesarse por separado. A continuacion se
colocé el primer anticuerpo (suero problema) diluido en buffer de dilucion (Apéndice 3, F)
y se incub6 por una hora a 37° C. Nuevamente se lavd como se describié anteriormente y
luego se adiciono el conjugado (cabra anti 1IgG de gato peroxidado) diluido 1:1000 y se
incubd por una hora a 37° C y posteriormente se realizaron los lavados. Finalmente se
reveld la membrana con diaminobencidina y peréxido de hidrdgeno al 0.5% (Apéndice 3,
G).

3.5. Determinacion de proteina por el método de Bradford (Micrométodo).
Se prepard una solucion estandar de y globulina bovina a una concentracion de 1 mg/ml
para utilizarse como muestra patrén. Las diluciones realizadas en la muestra patron se
describen en la Tabla 4.
En una placa de 96 pozos de fondo plano se depositaron 20 ul de la dilucion de la muestra
patrén correspondiente y se agregaron 180 ul del reactivo Bradford® (diluido 1:5 vy

filtrado) a cada pozo. Se prepararon las muestras por duplicado.

18

——
| —



Para la muestra problema (vacuna) se realizaron 2 diluciones: 1:10 (5 ul de proteina
problema y 45 ul de solucidn salina) y 1:25 (2 ul de proteina problema y 48 ul de solucién
salina) y posteriormente se colocaron 150 pl de reactivo Bradford® diluido y filtrado.

La lectura de la placa se realiz6 a 595 nm, con esta lectura se grafico la curva y se obtuvo el
valor de r por regresion lineal. Se interpold la lectura de la proteina problemay con ello la

concentracion en mg/ml de proteina.

Tabla 4. Preparacion de muestras para la determinacion de proteinas por el método
de Bradford.

ul de agua inyectable ul de y globulina Concentracion en pg/ pl

20.26

3.6. Estandarizacion de la técnica de ELISA indirecta.
Se estandarizo la técnica de ELISA indirecta para la deteccién de anticuerpos contra el
FeLV realizando diferentes aproximaciones, variando la concentracion de antigeno,
anticuerpo primario y conjugado. Se realizaron y valoraron diferentes variables para

determinar las condiciones dptimas de la prueba las cuales se muestran en la tabla 5.

Tabla 5. Estandarizacion de la técnica de ELISA indirecta para el FeLV.

Pardmetro evaluado  pg/ul de Solucioén de Dilucién de Dilucién de
proteina Blogueo suero Conjugado
Valores evaluados 1 PBS T + Alblmina 2% 1:10 1:3,000
3 PBS T + Albimina 5% 1.20 1:5,000
5 PBS + Leche descremada 3% 1:40 1:10,000
10 PBS + Leche descremada 3% + 1:10 Suero de cerdo 1.80 1:40,000
13 PBS + Leche descremada 3% + 1:20 Suero de cerdo
18
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Las condiciones finales del ELISA fueron las siguientes:

Se sensibilizaron placas Nunc F Maxisorp® de 96 pozos con 50 ul de antigeno del virus del
Leucemia Viral Felina a una concentracion de 1ug/ul de proteina/pozo, disuelto en buffer
del antigeno (Apéndice 4, A) y se incub0 a 4° C por 48 horas. Posteriormente se realizaron
4 lavados con buffer de lavado (Apéndice 4, B) utilizando 200 pl/pozo para enseguida
bloquearse con 150 ul/pozo de buffer de bloqueo (Apéndice 4, E) por 1 hora a 37° C. Al
termino de la incubacion se realizaron 4 lavados y posteriormente se colocaron 100 pl/pozo
de suero problema previamente diluido a 1:10, 1:20,1:40 y 1:80 (con la finalidad de
cuantificar el titulo de anticuerpos) en buffer de dilucion (Apéndice 4, D) por duplicado y
se incubaron por 1 hora a 37° C. Se realizaron nuevamente 4 lavados y se coloc6 100
ul/pozo de conjugado (cabra anti IgG de gato peroxidado) diluido 1:10,000 y fue incubado
por una hora a 37° C. Finalmente la placa se lavd 4 veces y se le adicion6 50 pl/pozo de
sustrato (Apéndice 4, 1) y se incubd por 20 minutos a temperatura ambiente en obscuridad.
Para detener la reaccion se utilizaron 50 pl/pozo de solucién de paro (Apéndice 4, H). La
lectura de la densidad Optica se realizé con un espectrofotdmetro a 492 nm. Se usaron como
controles un suero positivo y negativo previamente evaluado en Western blot. La linea de
corte de la prueba se establecid a partir del promedio de la densidad éptica de los sueros
negativos a WB maés dos desviaciones estandar. De manera que el valor de la densidad

Optica de cada suero se dividio entre la linea de corte para determinar su valor final.
3.7. Analisis estadistico.

El analisis estadistico utilizado para comparar los resultados obtenidos fue con la prueba de

Xi®y la prueba de Fisher’s, utilizando el programa GraphPad InStat®.
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4. RESULTADOS

4.1. Perfil proteico de tres vacunas comerciales.
Los resultados obtenidos del analisis electroforético realizado en tres vacunas comerciales
se muestran en la Figura 2. Se procesaron dos porciones de cada vacuna, obtenidas despues
de centrifugarse, la primera se denomind sobrenadante y la segunda fondo (pellet).

Figura 2. Electroforesis de tres antigenos vacunales.
A B ¢ D E E G

T ™ «—— Miosina 206

R —— B-galactosidasa 117

} Albumina sérica bovina 79

v

Ovoalbumina 48.3
W €——— Anhidrasa carbonica 34.2

<4—Inhibidor de la tripsina 29.3

N~ Lisozima 213

A.- Leukocell fondo, B.- Leukocell sobrenadante, C.- Leucogen fondo, D.- Leucogen sobrenadante,

E.- Fel-O-Vax fondo, F.- Fel-O-Vax sobrenadante y G.- Marcador de peso molecular.

La mayor deteccion de bandas proteicas fueron identificadas en las muestras de los carriles
A, Ey F, sin embargo en la vacuna Leukocell (Carril A) se identificaron muchas proteinas
gue no estaban relacionadas con el FeLV y que ademas no se observaron en la porcion del
sobrenadante (Carril B), por lo cual, es probable que estas proteinas fueran de algln
componente de acompafiamiento de la vacuna. Por otro lado, la vacuna Fel-O-Vax (Carriles
E y F) mostro un patron de proteinas muy similar, tanto en el fondo como en el
sobrenadante, y una adecuada concentracion de las mismas, ademas se identificaron
proteinas coincidentes con las descritas para el FeLV. Con esta informacion se decidio
utilizar el antigeno de la vacuna FEL-O-Vax para la estandarizacion de las pruebas

serologicas utilizadas en este trabajo.
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4.2. Resultados Western blot.
Los resultados obtenidos para los 85 sueros de gatos estudiados por Western blot,
mostraron que contenian anticuerpos especificos para dos proteinas virales principales,
codificadas por dos genes diferentes; la proteina de envoltura gp70 y la proteina de
capside p27 (Figura 3).

Figura 3. Resultados del anélisis de un grupo de sueros representativos de gatos por
WB.

250
130
92
72
- 55

’ 36
28

17

11

Reconocimiento de proteinas virales de Leucemia por sueros de gatos. pENV (precursor de ENV),

Gp70 (glicoproteina de envoltura), p27 (proteina de capside) y marcadores de peso molecular.

4.3. Resultados de la prueba de ELISA indirecta.
La evaluacion de los diferentes parametros evaluados para la estandarizacion de la prueba
de ELISA indirecta determind que los méas adecuados fueron los que estan resaltados en la
Tabla 6. Con respecto a las diluciones de sueros empleadas de 1:10, 1:20, 1:40 y 1:80
mostraron ser adecuadas para determinar la concentracién de anticuerpos, los cuales
disminuian gradualmente en todas las muestras conforme se aumentaba la dilucion de la

misma.
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Tabla 6. Pardmetros evaluados y utilizados en la estandarizacion de la prueba de
ELISA indirecta.

Parametro pg/pl de Solucion de Dilucion de Dilucion de

evaluado proteina Bloqueo Suero Conjugado

Valores evaluados PBS T + Albimina 2% 1:3,000
PBS T + Albimina 5% 1.20 1:5,000

5 PBS + Leche descremada 3% 1:40 1:10,000
10 PBS + Leche descremada 3% + 1:10 Suero de cerdo 1.80 1:40,000

13 PBS + Leche descremada 3% + 1:20 Suero de cerdo

4.4. Resultados seroldgicos totales de la poblacion de gatos estudiada por Western
blot y ELISA.
Los resultados obtenidos de la evaluacién de 85 sueros de gatos en las pruebas de Western
blot y ELISA se muestran en las Tablas 7 y 8 asi como en el Apéndice 5, tabla 13. La
prueba de Western blot mostr6 la mayor deteccion de animales seropositivos a la
enfermedad como se muestra en la Tabla 7.

Tabla 7. Resultados de la deteccion de animales seropositivos y seronegativos en cada
prueba utilizada (ELISA indirecta y Western blot) del total de gatos muestreados.

Prueba Positivos % Positivos  Negativos % Negativos
WB 52 61.1 % 33 38.8 %
ELISA 41 48.2 % 44 51.7 %

Tabla 8. Comparacion de los resultados obtenidos de los sueros de gatos evaluados a
Western blot (WB) y ELISA indirecta.

PRUEBAS NUMERO DE ANIMALES ‘
WB (+) ELISA (+) 39
WB (-) ELISA (-) 31
WB (+) ELISA (-). Cercade LC 4
WB (+) ELISA (-) 9
WB (-) ELISA (+) 2
TOTAL 85

(+) positivo, (-) negativo y LC.- linea de corte
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4.5. Andlisis comparativo de las pruebas.
Los resultados de ambas pruebas se muestran en la Tabla 8 y en la Figura 4 en donde de los
85 animales que se evaluaron se obtuvieron 39 positivos, 31 negativos, 11 discordantes y 4

discordantes cerca de la linea de corte (LC).

Figura 4. Resultados de los sueros de gatos evaluados a Western blot (WB) y ELISA
indirecta.

B Positivos B Negativos Discordantes M Discordantes cerca de LC

Discordantes: sueros con resultados diferentes en Western blot y ELISA y LC.- linea de
corte.

4.6. Analisis de resultados por subgrupos.
Se realizd un analisis pormenorizado de la poblacion de gatos estudiados, solo fueron
considerados los que tuvieron resultados concordantes entre las pruebas de ELISA y
Western blot (70 gatos) o que el valor obtenido en ELISA fue cercano de la LC (4 gatos),

agrupandolos segun el sexo, edad y origen de los animales.

4.6.1. Gatos agrupados por sexo.
El analisis de la poblacién de gatos estudiada y agrupada por sexo (Tabla 9) mostré que de
los 74 gatos analizados, 38 fueron machos, 32 hembras y 4 se desconocio su sexo. El
porcentaje de machos seropositivos resulto mayor que el de las hembras pero al realizar el
andlisis estadistico se concluyd que la diferencia de porcentaje no fue significativa
(P=0.1768) lo que implica que los machos y las hembras son igualmente susceptibles a la

enfermedad.
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Tabla 9. Gatos seropositivos y seronegativos agrupados por sexo.

% de Positivos  No. Positivos % Negativos No. Negativos

Machos
gl =El 46.9%

4.6.2. Gatos agrupados por edad.

El analisis de la poblacion de gatos estudiada y agrupada por edad (Tabla 10) fue dividido
en 2 subgrupos, los gatos menores de un afio y los mayores de un afio. De los 74 gatos que
tuvieron muestras concordantes, de 31 de ellos se desconocia la edad, por lo que solo se
consideraron 24 gatos mayores de un afio y 19 menores de un afio. En la Tabla 9 se
presenta el porcentaje de seropositivos y seronegativos de los que en el andlisis estadistico
se obtuvo un valor de P=0.7777, lo cual implica que la diferencia no fue significativa. Se
realizd un segundo analisis con prueba de Fisher’s que mostro un valor de P= 0.7563 lo que
reconfirmo el valor obtenido previamente con la prueba de Xi-.

Tabla 10. Gatos seropositivos y seronegativos agrupados por edad.

Edad % de Positivos  No. Positivos % de Negativos  No. Negativos

Mayores de un
afo
Menores de un

afno

4.6.3. Gatos agrupados por procedencia.
El analisis de la poblacion de gatos estudiada y agrupada por procedencia (Tabla 11 y
Figura 5, 6 y 7) fue dividido en 3 subgrupos clasificandose en: gatos de particulares (35
gatos), de clinica veterinaria (20 gatos) y de antirrabico (19 gatos). El analisis estadistico
realizado a los subgrupos demostrd que no hay una diferencia significativa entre los grupos
de particulares, clinica y antirrabico, el valor de P de los 3 subgrupos fue de 0.9325 y el
obtenido por comparacion entre los subgrupos fue: entre antirrabico y clinica el valor de
P=0.6164, entre antirrdbico y particulares el valor de P=0.7366 y entre
particulares/antirrabico/clinica el valor de P=0.9931. Lo que demostrd que ninguno de los

subgrupos esta correlacionado entre si.
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Tabla 11. Gatos seropositivos y seronegativos agrupados por procedencia.
No Negativos

% Negativos

% Positivos No Positivos

Procedencia
Particulares LA 19 45.7% 16
Clinica 70% 14 30% 6
Antirrdbico BEYALL 10 47.4% 9

En las Figuras 5, 6 y 7 se muestran los resultados de seropositivos y seronegativos

agrupados por procedencia de los sueros.
Figura 5. Procedencia de los gatos. Particulares. Figura 6. Procedencia de los gatos. Clinica.

Procedencia. Particulares Procedencia. Fundacion
Mendoza.

M Positivos M Negativos

W Negativos

M Positivos

Figura 7. Procedencia de los gatos. Antirrabico.

Procedencia. Antirrabico.

M Positivos B Negativos
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5. DISCUSION
La leucemia viral felina es una enfermedad que afecta frecuentemente a gatos domésticos y
el diagnoéstico que se realiza en México particularmente es por medio de kits comerciales
basados en pruebas de ELISA y otras pruebas que ofrecen algunos laboratorios particulares
de los cuales no estan disponibles los datos de sensibilidad y especificidad. Estos
indicadores son muy importantes ya que nos dan informacion de la validez de las pruebas
que se utilizan en el diagndstico de las enfermedades. Estudios relacionados al respecto con
leucemia viral felina han sido descritos por Lépez y Cols. en 1989, en dicho estudio
evaluaron 7 kits comerciales para reconocer la presencia de anticuerpos contra p27 en suero
y determinaron que entre ellos la sensibilidad era muy parecida, sin embargo encontraron
una alta variacion en la especificidad debido a la presencia de resultados falsos positivos y

negativos.

El objetivo del presente trabajo fue proponer alternativas diagndsticas para la deteccion de
la infeccion ocasionada por el FeLV utilizando como antigeno el disponible en vacunas
comerciales y que fue seleccionado por electroforesis, en la cual se demostré que el
antigeno vacunal utilizado tenia diversas proteinas del virus y en una mayor concentracion,
con lo que es posible esperar una mayor deteccion de anticuerpos como lo comprobo
Sparkes en 1997 evaluando vacunas de antigeno completo las cuales generaron una mayor
proteccion en gatos desafiados con el virus y con esta informacion es posible considerar
que una mayor representacion de antigenos virales en un test pudiera ayudar a una mayor

deteccion de animales seropositivos.

Los resultados obtenidos en las dos pruebas seroldgicas realizadas en el presente trabajo
(ELISA y WB) mostraron una alta concordancia entre si (82%), como se muestra en la
Gréafica 1 y un 18% de discordancia en donde el 13% (11 gatos) mostraron ser negativos a
la prueba de Western Blot y positivos a la prueba de ELISA y 5% (4 gatos) resultaron
discordantes cercanos a la LC en la prueba de ELISA los que finalmente fueron clasificados
como positivos; el considerarlos asi se fundamenta en el hecho de que el nivel de
anticuerpos fue cercano al valor de positividad establecido en el ELISA estandarizado y

existe la posibilidad de que se presenten resultados falsos negativos en los test ELISA
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como lo describi6 Lépez en 1989, ademéds se obtuvieron resultados positivos en éstas
muestras a Western blot (WB+ y ELISA-) y ésta prueba ha demostrado ser altamente

especifica (Myers-Evert y cols., 2006).

Las discrepancias encontradas en este trabajo entre las pruebas realizadas es relativamente
frecuente, ya que se ha descrito en la comparacion de otras pruebas como lo corrobord
Hardy y Cols. en 1991, quienes realizaron un estudio en el cual compararon resultados

discordantes obtenidos entre las pruebas de ELISA e inmunofluorescencia.

La prueba de Western Blot demostré mayor deteccion de sueros positivos comparada con el
ELISA y que segun Heberling en 2008, esto se debe a que en éste ensayo las placas son de
poliestireno u otros materiales y éstos tienen una baja capacidad para la fijacion de
proteinas y en el caso de la nitrocelulosa ha demostrado tener una mayor capacidad de
union con el antigeno. No obstante la prueba de ELISA no se debe descartar como una
prueba seroldgica tamiz para el diagnostico de FeLV (Lutz y cols., 1987).

Akerblom y colaboradores en 1989 utilizaron WB para determinar las proteinas de un virus
aislado reconociendo principalmente la gp70, p27 y pl5E las cuales describieron que
fueron de facil reconocimiento con anticuerpos monoclonales dirigidos a epitopos
neutralizantes. En éste estudio la mayoria de los sueros analizados por WB detectaron la
gp70 (proteina de envoltura) y en menor proporcién la proteina p27 lo que corrobora la
importancia de la produccion de anticuerpos contra la gp70 de los sueros de la poblacion de
estudio asi como ser una proteina inmunodominante que induce la produccion de
anticuerpos neutralizantes (Keith 1987; Weijer, 1993). Otros estudios han descrito la
importancia de la p27 en pruebas de ELISA utilizando suero y otros fluidos para el

diagnostico de FeLV. Gomez-Lucia en 2006 y Gomes-Keller 2006

Como se describid previamente en el presente trabajo, se realizaron cuatro diluciones de los
sueros problema (1:10, 1:20, 1:40 y 1:80) utilizados en la prueba de ELISA; esto tuvo como
finalidad cuantificar el titulo de anticuerpos para discernir anticuerpos derivados de una
infeccion activa y de los anticuerpos generados por vacunacion. Sin embargo, no fue

posible correlacionar la fuente que generd los anticuerpos en los animales de estudio, esto
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debido a la falta de historias clinicas de éstos animales. Es importante que este aspecto
pudiera esclarecerse utilizando un grupo de estudio con un mayor control de la informacion
que incluya su condicion de salud, edad, procedencia y tipos de vacunas a las que han sido
sometidos de manera que se pueda establecer mas claramente el estatus serolégico del

animal.

Arjona y cols. en el 2000 realizaron un estudio con 230 sueros de gatos de ambos sexos en
el que encontraron la mayor seropositividad en machos que en hembras con lo cual afirman
que el FeLV fue mas frecuente en machos y que son la principal fuente de transmision. En
este estudio el porcentaje de machos positivos obtenido, aunque fue mas alto, no resulto
estadisticamente significativo al ser comparado con el porcentaje de hembras positivas; sin
embargo, con la prueba estadistica realizada se determind que el porcentaje fue muy
cercano a ser significativo si se hubiera incrementado la poblacion de animales estudiada,

lo cual seria concordante con lo descrito por Arjonay cols.

Aunque se ha descrito que los gatos mayores de un afio son mas susceptibles a la infeccion
por el FeLV (Suntz y cols, 2010), en el presente estudio no se pudo determinar esta
informacion, ya que no se tuvo disponible la informacion de la edad de los gatos en la
mayoria de los casos y al realizar la prueba estadistica de éste rubro se obtuvo un valor de
P=0.7777 lo que significa que la diferencia no es significativa. Se realiz6 un segundo
analisis con Prueba de Fisher’s que mostr6 un valor de P= 0.7563 lo que reafirmd la

conclusion anterior.

El anélisis estadistico realizado a los subgrupos en base a la procedencia de los sueros
demostré que no hay una diferencia significativa entre los grupos de particulares, clinica y
antirrabico lo que demostro que independientemente del origen del gato se pueden infectar
con igual facilidad, sin embargo hay variables que pueden afectar éstos resultados como es
el caso de los animales de antirrabico ya que segun las investigaciones de Haffer y cols. en
1987 la prueba de ELISA no se puede utilizar para distinguir entre gatos virémicos, latentes
y vacunados, lo que podria explicar el hecho de que el porcentaje de gatos negativos de

antirrabico sea tan alto, ya que aunque no se obtuvieron las historias clinicas de éstos
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animales se puede hipotetizar que muchos de ellos no recibieron vacunacion y dado el

modo de transmision es probable que estén infectados pero en fase latente.

Sparkes en 1997 afirmé que una vacuna ideal tendria que proporcionar una proteccion tanto
contra la viremia persistente como la transitoria y, por lo tanto, también prevenir las
infecciones latentes y el desarrollo de enfermedades relacionadas con el FeLV, como se
puede deducir, es el caso de los gatos que van regularmente a consulta los cuales tienen un
cuadro de vacunacion completo y reciben una atencion veterinaria adecuada, sin embargo
se debe considerar que la presencia de anticuerpos vacunales pueden dar resultados falsos
positivos a las pruebas serologicas convencionales como la prueba de ELISA utilizada en
éste estudio y esto seria la causa de que el porcentaje de gatos positivos de la clinica

veterinaria fuera tan alto.

Aunque hay varios métodos de diagndstico para la infeccion por el FeLV como la prueba
de ELISA e inmunofluorescencia, en éste trabajo se ha propuesto otra técnica serologica
alternativa como es la prueba de WB, descrita como una prueba confirmatoria para otros
retrovirus (Virus de Inmunodeficiencia Humana), con la que se obtuvieron resultados
satisfactorios, sin embargo es necesario su comparacion de sensibilidad y especificidad con
tests comerciales para definir si es una técnica mas adecuada para el diagndstico del FeLV
en México.

La prueba de PCR, que detecta secuencias especificas provirales en muestras de sangre, ha
sido utilizada para el diagnosticado del FeLV en Espafia; sin embargo no existe un
protocolo estandar para PCR hasta el momento y cada laboratorio utiliza sus propias
metodologias especificas por lo que la comparacién directa entre los estudios es
problemética (Gomes-Keller 2006). Es importante tomar esto en cuenta si se considera que
ésta prueba pudiera establecerse para el diagnostico de FeLV en México y en éste caso sera
necesario comparar su desempefio con las pruebas seroldgicas existentes y posiblemente se
puede pensar, como sucede en otros retrovirus (Lentivirus de pequefios rumiantes) utilizar

una combinacién de pruebas (PCR-ELISA) para determinar un animal libre de infeccion.
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CONCLUSIONES

El antigeno vacunal seleccionado para estandarizar el Ensayo Inmunoenzimatico
(ELISA) fue adecuado para ofrecer una prueba de diagnostico alternativa para la

Leucemia Viral Felina.

La estandarizacion de las pruebas seroldgicas resultd exitosa dado que logramos

detectar un numero alto de animales seropositivos con pocas discordancias.
La prueba de Western Blot ayud6 a confirmar los resultados provenientes de la

prueba de ELISA, tal y como sucede en otras infecciones causadas por retrovirus,

dandole sustento y validez a los resultados obtenidos.
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8. APENDICE 1.

Tabla 12. Poblacion de gatos totales del estudio.

Saul
Milton
X
Gandhalf
Mixtle
Zeuz
Morris
Mao
Frosty
Bishy
Minina
Bumba
Mota
Ana
Shena
Moreno
Tsuki
Cris
Concho
Mindi
Colouche
Stich
Pelusa
Max
Nisa
Mandi
Kiara
Chiquimiau
Nicolas
Merlin
Cindy
Tomas
Negra
Mina
Patas blancas
Wall-e
White
Coca

Particulares
Particulares
Particulares
Particulares
Particulares
Particulares
Particulares
Particulares
Control Negativo
Control Negativo
Particulares
Particulares
Particulares
Particulares
Particulares
Particulares
Particulares
Particulares
Particulares
Particulares
Particulares
Particulares
Particulares
Particulares
Particulares
Particulares
Particulares
Particulares
Particulares
Particulares
Particulares
Particulares
Particulares
Particulares
Particulares
Fundacion Mendoza
Fundacion Mendoza
Fundacion Mendoza

9 meses

3 afios

12 afos
2 afos

5 afnos
5 afios
2 anos
2 afos
8 meses
4 afos
2 afnos
2 afos
1 afio

5 afios
11 afios
7 afos
6 anos

10 afos
2 afos
4 afos
1 afio

10 afos
8 meses
8 meses

Macho
Macho
Macho
Macho
Macho
Macho
Macho
Macho
Macho
Hembra
Hembra
Hembra
Hembra
Hembra
Hembra
Macho
Hembra
Hembra
Macho
Hembra
Hembra
Macho
Hembra
Macho
Hembra
Hembra
Hembra
Hembra
Macho
Macho
Hembra
Macho
Hembra
Hembra
Macho
Hembra
Hembra
Macho
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Ashito
Garfield
Cx
Yuca
Maraca
Tuerca
Tornillo
Lucas
Pichy
Gisa
Pumy
Nala
Zeuz (luis)
Guera
Salem
Winky
Gasparin
Huesitos
Bichirilinga
Tufi
Persian
Miel
Salem (Itzel)
Taby
Siames
Megue
Flor
Lactante
Negro peluda
Neon
Silvestre
Bebe
Gris
Black
Grandote
Cacho 1
Cacho 2
Cacho 3
Retacito
Anti 1
Anti 2
Anti 3
Anti 4

Fundacion Mendoza
Particulares
Fundacion Mendoza
Fundacion Mendoza
Fundacion Mendoza
Fundacion Mendoza
Fundacion Mendoza
Fundacion Mendoza
Fundacion Mendoza
Fundacion Mendoza
Fundacion Mendoza
Fundacion Mendoza
Fundacion Mendoza
Fundacion Mendoza
Fundacion Mendoza
Fundacion Mendoza
Fundacion Mendoza
Fundacion Mendoza
Particulares
Particulares
Fundacion Mendoza
Fundacion Mendoza
Control Positivo
Antirrabico
Antirrabico

Control Positivo
Antirrabico
Antirrabico
Antirrabico
Antirrabico
Antirrabico
Antirrabico
Antirrabico
Antirrabico
Antirrabico
Antirrabico
Antirrabico
Antirrabico
Particulares
Antirrabico
Antirrabico
Antirrabico
Antirrabico

1 afio y medio
4 meses

10 meses

1 afio
2 anos

3 afnos
2 meses
1 mes
1 mes
2 meses
1 afio y medio
2 meses
2 meses
2 meses
2 afos
3 meses
3 meses
1 afio
3 meses

Macho
Macho
?
Hembra
Hembra
Hembra
Macho
Macho
?
Hembra
?
Hembra
Macho
Hembra
Macho
?
Macho
Macho
Hembra
?
Macho
Macho
Macho
Macho
Macho
Macho
Hembra
Hembra
Macho
Macho
Macho
Macho
Macho
Macho
Macho
Macho
Macho
Macho
Hembra
Hembra
Hembra
Macho
Macho
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Anti 5
Anti 6
Anti 7
Anti 8
Anti 9
Moncho
Guero
Fito

Antirrabico
Antirrabico
Antirrabico
Antirrabico
Antirrabico
Particulares
Particulares
Particulares

6 meses
1 afio
3 meses
3 meses
3 meses
6 meses
14 afos
10 afos

Hembra
Hembra
Hembra
Hembra
Hembra
Macho
Macho
Macho

39

——

'



9. APENDICE 2
Electroforesis

A. Acrilamida Bis (30%)
29.2 g Acrilamida
0.8 g Bis

Colocar en 100 ml de agua bidestilada, regular pH a 7.0. Guardar a 4° C en obscuridad

méaximo 30 dias.

B. Tris Base 1.5M pH 8.8
18.5 g en 100 ml de agua bidestilada. Guardar a 4° C en obscuridad.

C. TrisHCI0.5M pH 6.8
7.8 g en 100 ml de agua bidestilada. Guardar a 4° C en obscuridad.

D. Buffer de lisis
Disolver 0.21775 de PMSF en 1.25 ml de DMSO para obtener 100 pl
0.1 g de DOC (Deoxycholic acid)
9.8 ml de RIPA

Se conserva en refrigeracion.

E. Buffer de muestra 2x
3.2 ml 0.5M Tris HCI Ph 6.8 (0.08M)
4 ml 10% SDS (2%)
2 ml glycerol (10%)
0.308 g DTT (Dithiothreitol) (0.1M)
Azul de Bromofenol

Llevar a 10 ml con agua bidestilada. Se conserva en refrigeracion.

——
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F. Buffer de corrida 5x pH 8.3

Tris Base 1.5M pH 8.8 7590
Glicina 36 g
SDS 259

Aforar con agua bidestilada a 500 ml. Conservar a temperatura ambiente. Usar a 1x.

G. Solucién Desteiiidora

Metanol 40 ml
Acido acético 10 ml
Agua bidestilada 50 ml

H. Preparacion del gel de poliacrilamida
Gel separador (12%)

H20 Destilada 1.675 ml
Tris Base 1.5M pH 8.8 1.25 ml
SDS-Stock 10% 50 pl
Acrilamida-Bis (stock 30%) 2mi
Persulfato de amonio 25 pl
Temed 2.5 ul
5.25 ml

I. Gel concentrador (4%)

H20 Destilada 1.6 ml
Tris HCI 0.5M pH 6.8 0.625 ml
SDS-Stock 10% 25 pl
Acrilamida-Bis (stock 30%) 0.325 ml
Persulfato de amonio 125 ul
Temed 2.5 ul
2.5 ml




10. APENDICE 3
Western blot

A. Electrodo buffer 10x
Tris base (0.25M)
Glicina (1.920M)

30.275¢
144.134 g

Aforar con agua bidestilada hasta 1 litro.

B. Buffer de trasferencia

Metanol

Electrodo buffer 10x
Agua bidestilada
SDS

C. PBS10xpH 7.0

Solucion A Na;HPO,
NaCl
H,O Destilada
Solucion B NaH,PO4H,0
NaCl

H,O Destilada

D. Buffer de lavado
PBS
Tween 20 (0.2%)

E. Buffer de blogueo
PBS

Leche descremada (5%)

150 ml
150 ml
450 ml
0.075¢

7.1 (0.01M)
43.8 g (0.15M)
aforar a 500 ml.
6.9 g (0.01M)
43.8 g (0.15M)

aforar a 500 ml.

500 ml

1ml

20 ml
lg

——
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F. Buffer de dilucion

Buffer de lavado

Leche descremada (5%)

G. Revelador
Diaminobencidina (0.05%)
Peroxido de Hidrégeno
Disolver en 15 ml de PBS

20 ml
lg

0.0109
10 pl

——
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11. APENDICE 4

ELISA

A. Buffer del antigeno pH 9.6
Na2 CO; (0.015M) 159¢
NaHCO3 (0.0033M) 2.93¢g

Aforar a 50 ml con agua bidestilada y se ajustar el pH a 9.6

B. Buffer de lavado. pH 7.2 (Solucién salina amortiguadora de fosfatos).

KH,PO, 0.20g
KClI 0.20 g
Na;HPO,4 115¢g
NaCl 84

Aforar con agua bidestilada hasta 1000 ml y ajustar pH a 7.2.

C. PBS Tween.
PBS 500 ml
Tween 20 0.5 ml

D. Buffer de dilucién.
PBS Tween 100 ml

Leche descremada 15¢

E. Buffer de Blogueo.

Buffer de dilucion gml
Leche descremada 0.24¢
Suero de cerdo 400 pl

——

44

'



F. Solucién amortiguadora de citratos A.
Acido Citrico 10.5¢

Aforar a 500 ml con agua bidestilada

G. Solucién amortiguadora de citratos B.
Citrato de Sodio 14.55 g

Aforar a 500 ml con agua bidestilada

H. Solucién de paro.

H,SO, 2N 55.17 ml
Agua bidestilada 994.83 ml

I. Sustrato.
Solucién amortiguadora de Citratos A 5mi
Solucién amortiguadora de Citratos B 5ml
OPD 4 mg
Perdxido de Hidrogeno 4 pl

Se prepara media hora antes de usar.
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APENDICE 5.
Tablas de los resultados obtenidos en las pruebas de ELISA indirecto y Western blot.

Tabla 13. Gatos (+) y (-) concordantes en ambas pruebas

Nombre del gato Procedencia de suero WB ELISA DO/LC 1:10




Anti 7
Fito
Gandhalf
Mixtle
Ana
Shena
Cris
Concho
Mindi
Colouche
Stich
Nisa
Mandi
Cindy
Negra
Mina
Wall-e
Yuca
Cx
Maraca
Lucas
Salem
Gris
Cacho 1
Cacho 2
Cacho 3
Anti 1
Anti 4
Anti 6
Anti 8
Anti 9
Moncho
Glero

Antirrabico
Particulares
Particulares
Particulares
Particulares
Particulares
Particulares
Particulares
Particulares
Particulares
Particulares
Particulares
Particulares
Particulares
Particulares
Particulares
Fundacion Mendoza
Fundacion Mendoza
Fundacion Mendoza
Fundacion Mendoza
Fundacion Mendoza
Fundacion Mendoza
Antirrabico
Antirrabico
Antirrabico
Antirrabico
Antirrabico
Antirrabico
Antirrabico
Antirrabico
Antirrabico
Particulares
Particulares

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 + +
N N’

I I I I I I e e kI ke ke A ke ke ke e A ek e e e e e e e e L

1
N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N

1.401
1.716
0.927
0.702
0.414
0.691
0.340
0.766
0.104
0.405
0.266
0.818
0.954
0.676
0.563
0.441
0.367
0.519
0.122
0.083
0.098
0.275
0.494
0.415
0.468
0.497
0.369
0.224
0.585
0.327
0.812
0.041
0.809
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Tabla 14. Gatos discordantes de ambas pruebas

X Particulares (+) 0.599
Chiquimiau Particulares (+) 0.289
Patas blancas  Particulares (+) 0.630
Ashito Fundacion Mendoza  (+) 0.365
Garfield Particulares (+) 0.682
Lactante Antirrabico (+) 0.192
Negro peluda  Antirrabico (+) 0.788
Anti 2 Antirrabico (+) 0.237
Anti 3 Antirrabico (+) 0.283
Saul Particulares (+) 0.865
Tomas Particulares +) 0.905
Guera Fundacion Mendoza  (+) 0.930
Tufi Particulares (+) 0.906
Winky Fundacion Mendoza  (-) 4.580
Bichirilinga Particulares ) 1.914

Tabla 15. Procedencia Particulares. Concordantes.

Milton Particulares (+) 1.138
Zeuz Particulares (+) 2.314
Morris Particulares (+) 1.687
Mao Particulares (+) 2.828
Minina Particulares (+) 1.532
Bumba Particulares (+) 2.094
Mota Particulares (+) 3.001
Moreno Particulares (+) 1.615
Tsuki Particulares (+) 1.726
Pelusa Particulares (+) 1.002
Max Particulares (+) 1.952
Kiara Particulares (+) 1.616
Nicolas Particulares (+) 1.614
Merlin Particulares (+) 2.861
Retacito Particulares (+) 2.527
Fito Particulares (+) 1.716
Gandhalf Particulares ) 0.927
Mixtle Particulares ) 0.702




Cris Particulares ) 0.340
Concho Particulares ) 0.766
Mindi Particulares ) 0.104
Colouche Particulares ) 0.405
Stich Particulares ) 0.266
Nisa Particulares ) 0.818
Mandi Particulares ) 0.954
Cindy Particulares ) 0.676
Negra Particulares ) 0.563
Mina Particulares ) 0.441
Ana Particulares ) 0.414
Shena Particulares ) 0.691
Moncho Particulares ) 0.041
Guero Particulares ) 0.809
Saul Particulares +) 0.865
Tomas Particulares (+) 0.905
Tufi Particulares (+) 0.906

Tabla 16. Procedencia Particulares. Discordantes.

Bichirilinga  Particulares ) 1.914
X Particulares (+) 0.599
Chiquimiau  Particulares (+) 0.289
Patas blancas Particulares (+) 0.630
Garfield Particulares (+) 0.682

Tabla 17. Procedencia Fundacién Mendoza. Concordantes.

White Fundacion Mendoza (+) 1.669
Coca Fundacion Mendoza (+) 1.605
Tuerca Fundacion Mendoza (+) 1.045
Tornillo Fundacion Mendoza (+) 1.730
Pichy Fundacion Mendoza (+) 1.200
Gisa Fundacion Mendoza (+) 2.588
Pumy Fundacion Mendoza (+) 1.859
Nala Fundacion Mendoza +) 1.061
Zeuz (luis) Fundacion Mendoza (+) 1.313




Gasparin Fundacion Mendoza (+) 2.374
Huesitos Fundacion Mendoza (+) 3.034
Miel Fundacién Mendoza (+) 4.549
Persian Fundacion Mendoza (+) 1.059
Yuca Fundacion Mendoza ) 0.519
Wall-e Fundacion Mendoza ) 0.367
Cx Fundaciéon Mendoza ) 0.122
Maraca Fundacion Mendoza ) 0.083
Lucas Fundacion Mendoza ) 0.098
Salem Fundaciéon Mendoza ) 0.275
Guera Fundacion Mendoza (+) 0.930

Tabla 18. Procedencia Fundacién Mendoza. Discordantes.

Ashito Fundacion Mendoza (+) 0.365
Winky Fundacion Mendoza ) 4.580




Tabla 19. Procedencia Antirrabico. Concordantes.

Taby Antirrabico (+) 1.388
Siames Antirrdbico (+) 2.836
Flor Antirrdbico (+) 3.117
Neon Antirrabico (+) 2.571
Silvestre Antirrdbico (+) 1.016
Bebe Antirrdbico (+) 1.418
Black Antirrabico (+) 3.015
Grandote  Antirrabico (+) 4.026
Anti 5 Antirrdbico (+) 2.784
Anti 7 Antirrabico (+) 1.401
Cacho 1 Antirrdbico ) 0.415
Cacho 2 Antirrabico O] 0.468
Cacho 3 Antirrabico ) 0.497
Gris Antirrdbico ) 0.494
Anti 1 Antirrabico O] 0.369
Anti 4 Antirrabico ) 0.224
Anti 6 Antirrdbico ) 0.585
Anti 8 Antirrabico O] 0.327
Anti 9 Antirrdbico ) 0.812

Tabla 20. Procedencia Antirrabico. Discordantes.

Lactante  Antirrabico (+) 0.192
Negro peluda Antirrdbico (+) 0.788
Anti 2 Antirrdbico (+) 0.237
Anti 3 Antirrdbico (+) 0.283

( ]

{51 )




	Portada

	Índice

	1. Introducción

	2. Objetivo General

	3. Material y Métodos

	4. Resultados

	5. Discusión

	6. Conclusiones

	7. Bibliografía

	8. Apéndices


