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1. RESUMEN.

El virus de la leucemia viral felina (FeLV) es causante del desarrollo de tumores y
enfermedades asociadas a procesos de inmunosupresion de los gatos. Es la Unica
enfermedad causada por retrovirus que se puede prevenir con la utilizacién de vacuna
comercial; siendo muy importante antes de vacunar realizar un diagndstico certero de la
posible infeccion del FeLV en los gatos. En el presente estudio se evaluaron 81 sueros
de gatos para la deteccidn de anticuerpos que reconocieran la proteina vacunal gp 70 del
FeLV, incluida en pruebas serologicas ELISAi y WB estandarizadas en la FES-

Cuautitlan.

En los resultados obtenidos de la poblacion de sueros evaluados en la prueba de ELISAI
se encontrd 69 (85%) sueros positivos, 11 (14%) sueros negativos y 1 (1%) suero
sospechoso. Comparando las pruebas de ELISAi y WB se encontrd 67 (83%) sueros
positivos a ambas pruebas, 8 (10%) sueros negativos en ambas pruebas y 6 (7%) sueros
discordantes. Al comparar la prueba de ELISAI con WB (estandar de oro) se obtuvo una
sensibilidad, especificidad de 95.7%, 72.7% y un valor x de 0.68 respectivamente, con
lo cual se deduce que la prueba de ELISAI puede ser una técnica de diagnostico

adecuada para la deteccion de FeLV en México.
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2. INTRODUCCION.

El virus de la leucemia felina (FeLV) pertenece a la familia Retroviridae (Valenzuela et al.,
2002) y a la subfamilia Orthoretrovirinae y al género gammaretrovirus (Hofmann-
Lehmann et al., 2006; Palmero, 2008). Es responsable de la aparicion de enfermedades
neoplasicas como linfomas, leucemias y trastornos mieloproliferativos y enfermedades no
neoplasicas como anemia no regenerativa e inmunosupresion en los gatos (Jackson et al.,
1996; Greene, 2000; Jarret, 2001; Schaer, 2006; Dunham et al., 2008; Palmero, 2008;
Tizard, 2009).

La leucemia viral felina es una enfermedad ampliamente distribuida en el mundo. Se
encuentra presente en la sangre y médula dsea de animales infectados. La eliminacion del
virus es a través de la saliva principalmente, aunque también puede estar presente en
cualquier tipo de secrecién. La infeccion ocurre cuando los gatos acicalan a otro gato, son
mordidos, estornudan o comparten platos con un animal infectado, por lo cual se requiere
un contacto prolongado entre los gatos para la transmisién del virus, por tanto, los felinos
poco sociables son menos susceptibles a contraer enfermedades (Arenas et al., 1998;
Yilmaz et al., 2000).

Dependiendo de la respuesta inmune del gato, la infeccion puede ser eliminada, permanecer
latente 0 como una viremia persistente. Cuando causa inmunodepresion pueden aparecer
multiples enfermedades asociadas, ademéas de que por si sola induce cambios que puede
ocasionar la muerte, como las neoplasias o alteraciones hematoldgicas (Arenas et al., 1998;
Greene, 2000; Palmero, 2008).

El diagnostico que se realiza en las clinicas veterinarias principalmente es por medio de
pruebas de diagnostico comerciales que detectan la proteina p27 en sangre, suero o plasma.
Estas pruebas son de importacion y precio elevado, por tal motivo, es importante elaborar
una prueba diagndstica en México para bajar el costo del mismo (Arenas et al., 1998).

La vacunacion como medio preventivo es esencial para impedir la proliferacion de la
enfermedad. Gatos que permanecen dentro de casa pueden sobrevivir mas tiempo a
comparacion de los gatos que deambulan por las calles, ya que tienen menos posibilidades
de contraer infecciones secundarias y también ayuda a no diseminar el virus a otros gatos
(Carter et al., 2005; Schaer, 2006).

El tratamiento esta encaminado a prolongar la vida del paciente, y no de curar la
enfermedad. El protocolo a seguir depende de los signos clinicos, también a aumentar la
inmunidad y a controlar la replicacion del virus (Greene, 2000; Schaer, 2006; Palmero,
2008).

La importancia de FeLV no solo se limita a la medicina veterinaria, ya que es un modelo
para la investigacion del SIDA en humanos (Hardy et al., 1976).
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3. VIRUS DE LA LEUCEMIA FELINA
3.1 ESTRUCTURA DEL VIRUS
En la estructura viral se reconocen 3 partes.

1.- La mas interna es la nucleocapside encargada de proteger el material genético que
corresponde a una cadena simple de &cido ribonucleico (ARN) y algunas enzimas como la
transcriptasa inversa. La nucleocapside esta constituida por 3 proteinas denominadas p10,
pl5 internay p27.

2.- La capa media es el segundo componente, la cual rodea a la nucleocapside y esta
formada por un solo tipo de proteina, la p12.

3.- La tercera parte es la envoltura externa, se origina de la membrana citoplasmatica de la
célula infectada, cuyo componente principal es la glicoproteina gp70, que esta sostenida por
la proteina de transmembrana (TM) pl5e (Ver figura 1) (Greene, 2000; Jarret, 2001;
Mufoz, 2001; Valenzuela et al., 2002).

Figura 1. Esquema estructural del virus de leucemia felina (FeLV).

Transcriptasa inversa

p27

Modificado de Tizard 2009.

3.2 SUBGRUPOS DE FeLV

El virus se clasifica en 3 subgrupos, los subgrupos A, B y C. FeLV-A es el mas
predominante y esta presente en todos los gatos infectados. Los otros dos subgrupos solo se
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aislan en asociacion con FeLV-A. El subgrupo FeLV-B se aisla alrededor del 50% de los
gatos virémicos y se relaciona con el desarrollo de tumores. FeLVV-C se aisla en el 1-2% de
los gatos infectados y se relaciona con anemia no regenerativa (Ver tabla 1) (Greene, 2000;
Jarret, 2001; Mufoz, 2001; Valenzuela et al., 2002; Tilley et al., 2008; Tizard, 2009).

Tabla 1. Subgrupos de FelV.

Subgrupos de virus Frecuencia de aislamiento | Enfermedad relacionada.
en gatos positivos a FeL V.

A 100% de los gatos Neoplasia hematopoyética,
virémicos. experimentalmente puede
causar hemdlisis.
Ocurre con el subgrupo Aen No es patégeno solo; cuando
alrededor de 50% de gatos se encuentra con A puede
con enfermedad neoplasica. aumentar la virulencia.

S Rara vez se aisla; tal vez Anemia no regenerativa.
replicacion defectuosa.

Modificado de Greene, 2000.

3.3 EPIDEMIOLOGIA

El FeLV infecta a gatos domésticos en todo el mundo y esporadicamente algunos felinos no
domésticos (Weijer et al., 1989; Valenzuela et al., 2002; Gomes-Keller et al., 2006). Se
elimina por las secreciones de gatos virémicos, principalmente la saliva en la cual la
concentracion de virus es alta y en menor proporcién por orina, lagrimas y leche (Weijer et
al., 1989; Gomes-Keller et al., 2006). La transmision por mordedura es la via més eficaz
para extender la infeccion. La transmision es mas eficiente en los hogares donde viven
varios gatos y es frecuente el aseo mutuo y el compartir comederos y bebederos. Los gatitos
recién nacidos pueden infectarse por via transplacentaria, pero casi todos adquieren la
infeccion cuando la madre los lame y amamanta (Pastoret et al., 1998; Greene, 2000; Jarret,
2001; Mufoz, 2001; Valenzuela et al., 2002; Schaer, 2006; Dunham et al., 2008; Palmero,
2008; Tizard, 2009).

La envoltura viral es liposoluble y susceptible a desinfectantes, jabones, calentamiento y
desecacion. El virus se inactiva con facilidad en el ambiente, aun asi puede sobrevivir de
24 a 48 hrs, si se conserva en un ambiente himedo y a temperatura ambiente. Por ello se
requiere un contacto cercano para que la infeccion se propague (Greene, 2000; Mufioz,
2001).

Los factores de riesgo para la presentacion de FeLV son la edad, el sexo, el estado de salud
y estilo de vida de los gatos (Little, 2009). Tienen mayor riesgo de infeccion los gatos
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machos que las hembras, los gatos adultos que los jovenes, gatos que salen a la calle que
los gatos confinados, asi como los gatos de comportamiento agresivo en contraste con los
menos agresivos (Gleich et al., 2009).

La prevalencia de la infeccion es mayor para gatos entre 1y 6 afios con promedio de 3 afios
(Mufioz, 2001; Valenzuela et al., 2002).

3.4 SIGNOS CLINICOS
3.4.1 Neoplasias.
3.4.1.1 Linfoma.

Es el tumor més comun asociado a FeLV. El linfoma puede originarse en cualquier érgano
y diseminarse a otras zonas, se denominan segun el lugar primario de afectacion:
mediastinico (timico), alimentario o multicéntrico. El linfoma asociado a FeLV tiende a
originarse en los linfocitos T (Jarret, 2001; Schaer, 2006; Dunham et al., 2008; Tizard,
2009), no obstante FeLV no debe ser considerado como la principal causa de tumores en
los felinos (Stitzer et al., 2011).

El linfoma mediastinico surge en el area del timo y finalmente causa un derrame pleural
maligno. El signo mas frecuente es la disnea, pero puede observarse regurgitacion por
presion en el es6fago o sindrome de Horner por compresion de nervios simpaticos en la
entrada toracica. Tres cuartas partes de los casos con linfoma timico se asocian a FeLV y la
mayoria se generan en gatos jovenes (Pastoret et al., 1998; Greene, 2000; Dunham et al.,
2008).

Los signos clinicos del linfoma alimentario incluyen vomitos o diarrea, sin embargo
algunos gatos presentan solo anorexia y pérdida de peso. Los tumores del estomago y los
intestinos pueden ser focales o difusos y por lo general se afectan los linfonodos
mesentéricos. Es mas prevalente en gatos mayores, aproximadamente el 25% de los casos
de linfoma digestivo se asocian a FeLV (Pastoret et al., 1998; Greene, 2000; Dunham et al.,
2008).

En los linfomas que se clasifican como multicéntrico hay una invasion importante de varios
sitios. Puede afectarse cualquier 6rgano, como el &rea retrobulbar, cavidad nasal, encias,
piel, higado, vejiga urinaria, cerebro y pulmones. EIl linfoma renal suele ser bilateral y no
causa signos de afeccidn hasta que se infiltran de manera extensa los rifiones y ocurre
insuficiencia renal. Los rifiones estdn aumentados de tamafio y siempre son irregulares. El
linfoma epidural puede causar el inicio subito o gradual de paréalisis posterior. EI 90% de
los casos de linfoma multicéntrico se han asociado a FeLV y estos tienden a producirse en
gatos con una edad aproximada de 4 afos (Greene, 2000; Dunham et al., 2008).
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3.4.1.2 Leucemias.

Todas las lineas de células hematopoyéticas son susceptibles a transformacion por FeLV.
Los signos clinicos de la leucemia aguda se relacionan con la pérdida de células
hematopoyéticas normales: anemia (letargo), granulocitopenia (sepsis) y trombocitopenia
(hemorragias). Suele haber esplenomegalia, en ocasiones con infiltracion maligna y a veces
con hematopoyesis extramedular (Greene, 2000; Schaer, 2006).

Las leucemias cronicas son raras en gatos y no se sabe que tengan relacion con FeLV
(Greene, 2000).

3.4.2 Supresion de la médula 6sea.

Anemia.- Algunos gatos virémicos presentan anemia leve (Concentracion Media de
Hemoglobina Corpuscular-CMHC 20-30%), que se denomina anemia de la enfermedad
cronica, posterior a una infeccién o de estrés. Si se trata el problema subyacente suele
aumentar el CMHC espontaneamente aun cuando el gato permanece positivo a FeLV. Si la
anemia es mas grave (CMHC <20%) puede estar indicado aspirar medula Osea para
descartar leucemia y determinar si existen nimeros adecuados de precursores eritroides con
maduracién normal. La anemia aislada grave (CMHC <15%) sin regeneracion sugiere
infeccion con el subgrupo C (Greene, 2000; Jarret, 2001; Valenzuela et al., 2002; Dunham
et al., 2008). La pancitopenia o0 anemia aplasica grave incluye todas las lineas celulares y la
citologia de la médula dsea suele ser hipocelular. Estos gatos casi siempre son positivos a
FeLV y refleja una etapa avanzada de la enfermedad hematoldgica (Greene, 2000).

Anormalidades de las plaguetas.- Es posible que ocurra trombocitopenia secundaria y
disminucion de la produccion de plaquetas por supresion medular o infiltracién leucémica.
Algunas plaquetas pueden tener casi el tamafo de los eritrocitos e incrementar de manera
falsa la cuenta de eritrocitos y disminuir la de las plaquetas. En algunos gatos la cuenta de
plaquetas puede aumentar (Greene, 2000).

Anormalidades de leucocitos.- La cuenta de granulocitos o linfocitos puede estar reducida
en gatos virémicos. Los gatos con granulocitopenia suelen presentar infecciones bacterianas
recurrentes o persistentes (Greene, 2000; Schaer, 2006).

3.4.3 Inmunosupresion.

Los gatos virémicos estan predispuestos a infecciones sobre todo por inmunosupresion, al
estar alterada la funcion de las células T; ademas tienen mayor riesgo de infecciones
bacterianas (estomatitis, piodermas, salmonelosis), rickettsiales (hemobartolenosis), virales
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(inmunodeficiencia felina, peritonitis infecciosa, infeccion de vias respiratorias superiores,
panleucopenia felina), protozoarias (toxoplasmosis) y micoticas (aspergilosis vy
criptococosis) (Greene, 2000; Jarret, 2001; Schaer, 2006; Tizard, 2009).

Mueren mas gatos debido a la inmunosupresién que con otros cuadros clinicos de la
enfermedad. En estudios in vitro se han visto supresion funcional de los linfocitos T y B en
gatitos infectados de forma persistente, aunque los linfocitos T estaban mas afectados. Las
respuestas inmunitarias humorales a los antigenos dependientes de linfocitos T fueron mas
débiles en los gatos infectados, lo que indica que una funcién incorrecta de linfocitos T
CD4" temprana en los gatos con viremia persistente podria afectar negativamente a la
respuesta humoral. EI nimero de linfocitos B disminuye notablemente en las primeras fases
de la enfermedad, pero después se recupera. También hay un deterioro de los
polimorfonucleares. FeLV actla directamente produciendo un deterioro general y temporal
de la capacidad de los linfocitos T para producir y responder a determinadas citocinas
(Dunham et al., 2008).

3.5 PATOGENIA

La infeccion inicial se genera principalmente por via oronasal en contacto con secreciones
nasales, saliva, heces, leche y orina, para posteriormente el virus se replique en el tejido
linfatico local y area orofaringea. Sin embargo, en gatos inmunocompetentes el sistema
inmune puede eliminar completamente el virus, sin diseminarse sistémicamente y sin ser
detectado, a diferencia de los felinos con un sistema inmune ineficaz en donde el virus se
replica en linfocitos, monocitos y se disemina por todo el organismo (Greene, 2000;
Mufioz, 2001; Palmero, 2008).

3.5.1 Fases de la infeccion por FeLV.

En la VIREMIA PRIMARIA el gato tiene fiebre y linfadenopatia. El virus se disemina al
timo, bazo, nddulos linfaticos y glandulas salivales. Esta fase dura entre 3 y 16 semanas y
en algunas ocasiones hasta 1 afio (Ver figura 2) (Palmero, 2008).

En la fase de VIREMIA TRANSITORIA el sistema inmune puede eliminar el virus antes
de que éste llegue a médula dsea y esto ocurre en el 30-40% de los gatos infectados.
Desarrollan respuesta inmune eficaz por neutralizacién de anticuerpos que los protege
frente a futuras infecciones, sin una duracién permanente (Ver figura 2). Se recomienda
vacunar anualmente contra leucemia felina para aumentar su inmunidad natural (Jarret,
2001; Valenzuela et al., 2002; Palmero, 2008).
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En el felino VIREMICO PERSISTENTE cuando el sistema inmune no logra eliminar el
virus, éste llega a meédula Osea (30-40%). Las células hematopoyeéticas producen
granulocitos y plaquetas infectadas que circulan por el cuerpo. El provirus, se mantiene de
por vida en las celulas de la médula 6sea del animal con niveles altos de virus (1 ml de
saliva con 1 millon de virus) (Ver figura 2) (Jarret, 2001; Valenzuela et al., 2002; Palmero,
2008).

En el PORTADOR LATENTE cuando la viremia desaparece, el provirus se localiza en
las células de la médula désea y solo la division de estas células producird nuevas particulas
virales, en un porcentaje bajo de gatos (Jarret, 2001; Valenzuela et al., 2002; Palmero,
2008). No son infecciosos, pero la infeccion latente se puede reactivar mediante
inmunosupresién y estrés intenso como en la etapa de prefiez y lactacion, donde puede
aparecer viremia con eliminacion de virus por saliva y leche (Ver figura 2) (Jarret, 2001;
Palmero, 2008). Los resultados de laboratorio encontrados en cada fase se pueden ver en la
Tabla 2.

Tabla 2. Resultados de laboratorio en las diferentes fases de la enfermedad de FelV.

VIREMIA VIREMIA VIREMIA VIREMIA VIREMIA LATENCIA
PRIMARIA TRANSITORIA TRANSITORIA PERSISTENTE PERSISTENTE
meses después meses después
+ + - + + -
= +/- = + + =
+ + - + + -
- + + + + +

ELISA: Ensayo inmunoabsorbente, IFA: Inmunofluorescencia Indirecta, PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa.
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Figura 2. Patogenia de la infeccidn por FelV.
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Modificado de Greene, 2000.
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3.6 RESPUESTA INMUNE EN FeLV

Los mecanismos con los que cuenta el sistema inmune del gato para enfrentar la infeccion
por FeLV son:

3.6.1 Inmunidad humoral
Anticuerpos neutralizantes (AcN).

Los AcN se generan predominantemente contra los epitopes localizados en la cubierta del
virus (gp70) vy a la proteina transmembranal (p15). Impiden la unién del virus al receptor
celular, por lo que no se produce la entrada al interior de la célula. Felinos recién nacidos
de madres inmunes al FeLV pueden protegerse mediante la transferencia pasiva de
anticuerpos maternos; los AcN se presentan en concentraciones elevadas en gatos que se
han recuperado. Los AcN pueden estar presentes en sueros de gatos que estan infectados y
son virémicos de forma persistente; sin embargo, la mayoria de los gatos que se recuperan
producen titulos altos de AcN al principio de la infeccién. Por lo tanto, la presencia de un
titulo alto de AcN es un buen indicador de la infeccion (Flynn et al., 2002; Porras, 2007,
Dunham et al., 2008). También se generan anticuerpos frente a otros antigenos virales,
como la proteina de la capside p27 y contra antigenos en la membrana celular asociados a
oncovirus felinos (anti-FOCMA) (Porras, 2007).

3.6.2. Inmunidad celular

Aparecen linfocitos T CD8+ citotoxicos una o dos semanas después de que se produce la
infeccion y previo a la aparicion de anticuerpos neutralizantes. Los linfocitos T citotoxicos
(Tc) tienen la capacidad de controlar la replicacion del FeLV y mediar la recuperacion de
los gatos. Los gatos recuperados a la exposicion experimental del FeLV desarrollan
respuestas tempranas de Tc y se mantienen hasta que el virus infeccioso se elimina del
torrente sanguineo. Los gatos que no se recuperan, tras el desafio experimental, los Tc son
de vida corta y retardada. Los Tc se encuentran en concentraciones mas altas en los gatos
vacunados y gatos que se han recuperado, si se comparan con aquellos con viremia
persistente que no han sido vacunados (Flynn et al., 2002; Porras, 2007; Dunham et al.,
2008).

3.6.3 Citocinas

La infeccion por FeLV induce cambios en la sintesis de citocinas originando alteraciones
de las funciones de las células inmunes (proliferacion, desarrollo de apoptosis) que
contribuyen a la patogenia (Collado, 2007; Porras, 2007; Gémez-Lucia, 2009).

Se ha descrito un incremento del Factor de necrosis tumoral oo (TNF-a) y una disminucion
de la interleucina-2 (IL-2) e IL-4, con reportes variables sobre la produccion de interferon y
(IF-y) (Pastoret et al., 1998; Porras, 2007).
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Se menciona que un aumento de TNF-a favorece la patogenia de la enfermedad. Los
subgrupos de FeLV presentan diferencias en la proteina de superficie gp70. El subgrupo A
y el subgrupo C presentan tropismo por los macréfagos los cuales tienen un papel
importante en la sintesis de citocinas, pero se ha visto que el FeLV-C es el que se expresa
en mayor cantidad en macréfagos, produciendo niveles mayores de TNF-o.. Los mayores
niveles de expresion de FeLV-C en los macrofagos se correlacionan con los altos niveles de
TNF-a, por lo que parecen jugar un papel en la supresion de la hematopoyesis induciendo
la aplasia eritrocitaria observada en la infeccion por FeLV (Khan, 1993; Porras, 2007).

La inmunosupresion de los linfocitos T CD4+ en los gatos infectados es previa al desarrollo
de la fase clinica, lo que puede agravar la patogenia de la enfermedad, ya que con el
progreso de la fase clinica los linfocitos T CD4+ tienen menor capacidad de responder a la
estimulacion con mitdgenos (que induce mitosis de linfocitos) y por lo tanto hay menor
produccion de IL-2 (Porras, 2007).

Es posible que el IF-a y el IF-y ejerzan una accion directamente inmunomoduladora al
aumentar la respuesta inmune e impedir la expansion del virus desde las células ya
infectadas. Asi mismo el IF-o también puede tener efectos directos sobre la expresion
virica (Porras, 2007).

3.6.4 Respuesta inmune frente a la vacunacion.

La mayor parte de las vacunas inducen una respuesta inmune humoral. Todas las vacunas
estimulan la formacién de anticuerpos neutralizantes frente a la glucoproteina gp70 de
FeLV, ya que es altamente inmunogénica (Palmero, 2010).

3.7 PRUEBAS DE DIAGNOSTICO.

El uso de pruebas de diagnostico para detectar FeLV se recomienda en diferentes
circunstancias como son:

- Debido a la inespecificidad de los signos clinicos asociados a la infeccion de FelLV, se
recomienda realizar pruebas para la deteccion de la infeccion por este virus a todos los
gatos enfermos (Schaer, 2006).

- Gatos nuevos en el hogar (adopciones) (Carter et al., 2005).
- Gatos con exposicién reciente o de alto riesgo (Carter et al., 2005).
- Atodos los gatos antes de vacunarlos (Carter et al., 2005).

Existen pruebas de diagndstico para detectar la proteina de la capside p27 del FelLV, el
virus completo o el ADN proviral integrado. Ademaés, existen pruebas de deteccion
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selectiva como las pruebas de inmunocromatografia comerciales y las pruebas de ELISA
que detectan la proteina p27 del FeLV libre en el plasma (Dunham et al., 2008; Palmero,
2008).

Se han desarrollado diferentes pruebas para confirmar la enfermedad como son: el
aislamiento del virus por lo que resultados positivos indican viremia activa. Sin embargo la
prueba puede requerir tiempo para el cultivo, ya que requiere de hasta de 10 dias como
minimo para un diagnostico, ademas es caro y laborioso. La prueba de inmunofluorescencia
detecta la presencia de p27 del virus dentro de los leucocitos circulantes en un frotis de
sangre fijado y por lo tanto detecta con precision el estado de viremia (Jackson et al.,
1993). La prueba de PCR es una prueba especifica y sensible que se utiliza para detectar
ADN proviral del FeLV en los leucocitos circulantes (Jackson et al., 1993). Es probable
que todos los gatos que hayan tenido contacto con el virus FeLV sean provirus-positivos y
lo sigan siendo incluso tras la recuperacion. La PCR cuantitativa puede usarse para
determinar carga viral (Dunham et al., 2008).

Las pruebas de laboratorio se pueden realizar a gatos de cualquier edad no obstante en caso
de cachorros, deben hacerse 2 pruebas desde que nacen y con un intervalo de 12 semanas.
A los gatos virémicos debe repetirse la prueba a las 12-16 semanas, con el fin de predecir la
evolucion de la infeccion y proporcionar un tratamiento para una mejor calidad de vida de
los animales (Dunham et al., 2008).

3.7.1 ELISA

La prueba de ELISA se basa en el uso de antigenos o anticuerpos marcados con una
enzima, de forma que los conjugados resultantes tengan actividad tanto inmunolédgica como
enzimatica. Al estar uno de los componentes (antigeno o anticuerpo) marcado con una
enzima e insolubilizado sobre un soporte (inmunoadsorbente) la reaccién antigeno
anticuerpo quedara inmovilizada, y por tanto, serd facilmente revelada mediante la adicion
de un sustrato especifico que al actuar la enzima producira un color observable a simple
vista o cuantificable mediante el uso de un espectrofotometro o un colorimetro (Coll, 1993;
Cultek, 2006; Tizard, 2009).

3.7.1.1 ELISA Directo.

Permite la fijacion vy deteccién de antigenos virales de FeLV a partir de muestras
clinicas, con la adicion de anticuerpos marcados con una enzima (conjugado); si los
anticuerpos reaccionan con los antigenos el sustrato es capaz de reaccionar con la enzima
y permite leer en forma visual o colorimétrica el producto final (Coll, 1993; Cultek, 2006).
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3.7.1.2 ELISA Indirecto.

Esta variante permite detectar anticuerpos, (Ver figura 3) sin embargo las pruebas
comerciales solo detectan antigeno virico extracelular libre en plasma (proteina de la
capside virica p27). Las cuales parecen tener buena sensibilidad y especificidad (Coll,
1993; Cultek, 2006).

Figura 3. Desarrollo de un ELISA indirecto.
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3.7.2 IFD (Inmunofluorescencia directa).

La inmunofluorescencia directa es una prueba seroldgica aplicada fundamentalmente a la
deteccion de antigenos en una muestra clinica (sangre o médula dsea) (Benito et al., 2005).

Detecta antigeno virico intracelular (p27) en el citoplasma de linfocitos y plaquetas. Estas
celulas se liberan infectadas a sangre desde la médula 6sea invadida por el virus. Se
requiere sangre completa con anticoagulante y refrigerada. Un resultado positivo indica
viremia persistente (Palmero, 2008).

Los falsos negativos pueden ser gatos virémicos con leucopenia (neutropenia vy
trombocitopenia) donde solo un pequefio porcentaje de leucocitos periféricos estan
infectados (Palmero, 2008).

3.7.3 PCR.

A partir de células mononucleares de sangre periférica y células de médula ésea, se puede
realizar una PCR cuantitativa (PCRq) y detectar el numero de copias de provirus. Siendo
factible detectar viremia persistente y virus latente. Es una técnica muy sensible y
especifica. Sin embargo no se realiza de forma rutinaria en el diagnostico clinico. Ademas
de la cuantificacion del virus se puede realizar a partir de sangre completa, suero, plasma,
saliva o heces. Es de gran utilidad en colonias de gatos positivos poco manejables
utilizando saliva y/o secreciones (Palmero, 2008).

3.8 TRATAMIENTO.

Las modalidades de tratamiento especifico para los gatos infectados por FeLV se dirigen
hacia la manifestacién clinica de la enfermedad (Greene, 2000; Schaer, 2006; Palmero,
2008).

3.8.1 Tratamiento de linfoma.

La quimioterapia puede ayudar a muchos gatos y unos cuantos presentaran remisiones que
tal vez les permitan vivir unos cuantos afios mas. Antes de considerar el tratamiento, debe
confirmarse el diagndstico de linfoma mediante un diagnéstico complementario, como es:
la citologia o histologia y valorar las condiciones del paciente para determinar el prondstico
(Ver tabla 3) (Greene, 2000; Schaer, 2006).
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Tabla 3. Indicadores del prondstico en el linfoma felino.

Indicador Descripcion
prondstico

Bueno Tamafio de tumor pequefio.

Linfonodos periféricos, cavidad nasal o mediastino como sitio
primario.

Funcion normal de 6rgano vital.

Buen apetito, pérdida de peso minima.

Adverso Anemia, neutropenia o trombocitopenia.

Invasion medular.

Paralisis prolongada con linfoma raquideo.

Fiebre, sepsis o infeccion focal (p. ej., gingivitis, rinitis cronica).
Afeccion de piel o alimentaria.

Emaciacion o anorexia.

Modificado de Greene, 2000.

Los farmacos que se administran con mayor frecuencia en combinaciones incluyen
ciclofosfamida, vincristina y prednisona (COP). En ocasiones estos medicamentos se
combinan con doxorrubicina (COPA). EI protocolo para COPA se muestra en la Tabla 4,
en el cual la ciclofosfamida se da a una dosis de 300 mg/m? via oral, redondear la dosis a
los 25 mg mas cercanos en el extremo bajo de la dosis; la vincristina a 0.75 mg/m?
Intravenosa (1V); la prednisona 2 mg/kg via oral diario. A partir de la semana 7
doxorrubicina (25 mg/m? IV) en sustitucion de la ciclofosfamida y la vincristina. El
tratamiento se continda cada 3 semanas hasta una recaida 0 22 semanas de remision
continua. En seguida se suspende el tratamiento y se disminuye de manera gradual la
prednisona durante 3 semanas (Greene, 2000; Schaer, 2006).

Tabla 4. Protocolo de la terapéutica COPA para el tratamiento de linfoma felino.

Ndmero de semana
Terapéutica 1 23 456 7 8 9 10 11 12 13 16 19 22
Ciclofosfamida 1 1
Vincristina 1111
Prednisona 1

Doxorrubicina 1 1 1 1 1 1
Greene, 2000.

Todos estos medicamentos son inmunosupresores y algunos mielosupresores, por lo que los
propietarios deben vigilar la presencia de signos de enfermedad. El problema més frecuente
que se relaciona con la quimioterapia en gatos es la anorexia secundaria a la afeccion
maligna, el tratamiento o ambos. La ciproheptadina (2-4 mg/dia) o el acetato de megestrol
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(2.5 mg/dia durante 3-4 dias) ayudan a estimular el apetito. El tratamiento se suspende
después de 6 meses de remision completa continua (Greene, 2000). Algunos gatos pueden
sobrevivir 2 afilos mas (Palmero, 2008).

3.8.2 Tratamiento de leucemia aguda.

Es dificil tratar a estos gatos porque la médula se llena con células blasto neoplasicas, que
deben eliminarse, incluso hasta suprimir por completo la médula para eliminar las células
neoplasicas, antes de que sea posible que invadan de nuevo precursores hematopoyéticos
normales. En el tratamiento de leucemia o linfoma maligno no se utilizan de manera
profilactica los antibioticos. Se utilizan antibioticos bactericidas si se observa fiebre u otros
signos de infeccidn, en especial cuando la leucocitosis es mas baja. De los gatos tratados
con Vincristina y prednisona solo el 25% presenta remision (Greene, 2000).

3.8.3 Tratamiento de enfermedades mielosupresoras.

La transfusion sanguinea es el tratamiento méas importante en la anemia no regenerativa. La
prednisona puede aumentar el tiempo de vida de los eritrocitos si algin componente de la
anemia es de mediacion inmunitaria, aunque los glucocorticoides solo tienen eficacia en
ocasiones debido a que no es probable que la hemolisis de mediacién inmunitaria sea un
componente mayor de la anemia por FeLV (Greene, 2000).

En gatos con anemia relacionada a FeLV a veces es Util el tratamiento con eritropoyetina
recombinante humana (100 U/kg subcutanea (SC) 3 veces a la semana) para aumentar la
CMHC (Greene, 2000).

En cuadros de anemia por FeLV aplicar Interferon o felino (Virbagen Omega®)
1MU/Kkg/SC durante 5 dias. En el dia 14 revisar el hematocrito, si se ha recuperado el
tratamiento es eficaz y la esperanza de vida aumenta. Se debera volver a inyectar otras 2
veces durante 5 dias consecutivos a los 14 dias y a los 60 dias. Si el hematocrito no
aumenta no deberia seguirse utilizando (Palmero, 2008).

En algunos gatos FeLV (+), neutropénicos, es posible que la maduracion en la médula dsea
se detenga en las etapas de mielocito y metamielocito. En estos pacientes el conteo de
neutrofilos se corrige mediante dosis antiinflamatorias a inmunosupresoras de
glucocorticoides (posible mecanismo de mediacion inmunitaria). En gatos con hipoplasia
mieloide y ausencia de precursores mieloides se sospechan efectos directos de FeLV. El
tratamiento con G-CSF (Factor estimulante de colonias de granulocitos) recombinante
humano produce respuestas pasajeras pero se forman anticuerpos en el transcurso de 2-3
semanas (Greene, 2000).
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3.8.4 Recomendaciones para portadores sanos positivos a FeLV.

Cualquier enfermedad que se presente debe diagnosticarse y tratarse de la misma forma que
se trataria un gato negativo a FeLV (Greene, 2000).

Se debe dar tratamiento precoz y agresivo a las complicaciones bacterianas, parasitarias etc.
a las que son mas susceptibles debido a la inmunosupresion que padecen aunque no sea
detectable ya que la respuesta inmune mediada por anticuerpos esta afectada en todos los
gatos infectados por FeLV (Palmero, 2008).

El FeLV no causa fiebre por si mismo, de modo que en gatos febriles es necesario
identificar la infeccion concurrente. Las fiebres de origen desconocido que no responden a
antibidticos pueden ser virales, protozoarias 0 micéticas. La neutropenia secundaria a la
supresion de médula 6sea por FeLV puede ser otro factor que dificulte el tratamiento de
infecciones bacterianas. Los glucocorticoides deben evitarse a menos que un problema
especifico lo indique (Greene, 2000).

3.8.5 Antivirales e inmunoterapia.

Ningun tratamiento es eficaz para suprimir la infeccién por FeLV. Como el virus se integra
al genoma es dificil eliminarlo de la célula infectada. Los medicamentos antirretrovirales
que se emplean en gatos incluyen Zidovudina (AZT) y 9-(2-fosfonil-metoxi-etil) adenina
(PMEA) (Greene, 2000; Schaer, 2006).

Los inhibidores de la transcriptasa inversa como el AZT, suprimen la replicacion viral pero
no eliminan el virus. La dosis es de 5-10 mg/12 hrs via oral. Se debe realizar biometria
hemaética cada semana, si el hematocrito llega a 20% se debe suspender el tratamiento, s6lo
en infeccion temprana. Se ha observado en estudios experimentales que el tratamiento evita
la llegada del virus a médula désea. En infecciones naturales, sin embargo, no se obtienen
tan buenos resultados. Si mejora el estado clinico y la calidad de vida, aumentando la
esperanza de vida en algunos gatos (Greene, 2000; Schaer, 2006; Palmero, 2008).

El PMEA tiene una respuesta clinica mas satisfactoria pero con mayores efectos adversos
que aquellos tratados con AZT (Greene, 2000).

Se ha utilizado interferon-o. humano experimentalmente para estimular la respuesta inmune
contra el virus en los gatos, pero aun hacen falta mas estudios en gatos con infeccién
natural. Se utiliza protocolo de 60 Ul1/24 hrs. via oral en semanas alternadas. Se prepara una
dilucion que contenga 60 Ul en 1 ml y se aplican semanalmente via parenteral, el resto del
producto se mantiene congelado. Con esta dosis reducida es posible utilizarla sin que exista
riesgo de estimulacién y desarrollo de anticuerpos anti-interferon por el gato. Mejora la
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supervivencia y el estado general del gato (Pastoret et al., 1998; Greene, 2000; Schaer,
2006; Palmero, 2008).

El Interferon omega felino disminuye las manifestaciones clinicas y aumenta el tiempo de
sobrevida, pero no ayuda a revertir la viremia. Se utiliza el mismo protocolo que en la
anemia por FeLV (Palmero, 2008).

3.9 PREVENCION

En la prevencion se incluyen la vacunacion y la restriccion en la salida de gatos al exterior
de sus habitats para disminuir la exposicion (Birchard et al., 1996). En la actualidad existen
varias vacunas en el mercado que ofrecen una proteccion relativamente buena frente a
FeLV (Ver tabla 5) (Hofmann-Lehmann et al., 2006; Jarrett et al., 1996). La realizacion
sistematica de las pruebas, asi como la vacunacion de gatos con riesgo de infeccion, son los
factores clave en la prevencion del FeLV (Carter et al., 2005; Schaer, 2006).

En México se comercializan las siguientes vacunas:

Tabla 5. Vacunas de FelLV disponibles en México.

administracion

Leucogen Virbac Quil A SCelIM Contiene el epitope de la
Hidroxido de glicoproteina gp70
aluminio Ilamado p45.

PUREVAX Merial No tiene SC Vacuna recombinante

RCPCh FeLV expresada en el virus de

la viruela del canario.
Pfizer Hidréxido de SC Virus inactivado.

aluminio

3.10 CONTROL

Detectar gatos portadores del FeLVV mediante pruebas de diagndstico (Weijer et al., 1989;
Birchard et al., 1996; Jarret, 2001; Palmero, 2008).

Vacunar gatos seronegativos al virus (Mufioz, 2001; Tilley et al., 2008).

Evaluar a todos los gatos que habitan un inmueble donde conviven gatos positivos a FeLV.
Deben separarse los gatos positivos y los gatos negativos. Idealmente realizar otra prueba a
las 12 semanas separar a los seropositivos (Birchard et al., 1996; Palmero, 2008).
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Ademas los gatos infectados no deben salir a la calle para no diseminar la infeccion
(Mufioz, 2001; Palmero, 2008). Mantener un calendario de vacunacion para prevenir otras

infecciones (Weijer et al., 1989; Jarret, 2001; Palmero, 2008), asi como una desparasitacion
interna y externa (Palmero, 2008).
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4. OBJETIVOS.

4.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar en una prueba de ELISA indirecta la proteina gp70 (p45) del Virus de la Leucemia
Felina (FeLV), para determinar su eficacia como antigeno inmunodominante en la
deteccion de anticuerpos en sueros de gatos con infeccién natural por FeLV.

4.2 OBJETIVOS PARTICULARES

a) Utilizar placas de ELISA tapizadas con una fraccion de la proteina vacunal gp70 (p45)
del Virus de la Leucemia Felina (FeLV) y estandarizar la técnica de ELISA indirecta
evaluando una poblacion de sueros felinos infectados naturalmente.

b) Estandarizar la técnica de Western blot (WB) con la proteina p45 y probar la poblacion
de sueros evaluados en la ELISA indirecta.

¢) Comparar los resultados obtenidos en las pruebas seroldgicas (ELISA indirecta y WB)
con la poblacion de sueros felinos evaluados.

d) Realizar los célculos de los valores de sensibilidad, especificidad y concordancia (valor
K).
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5. MATERIALES Y METODOS.
5.1 POBLACION DE SUEROS.

Se utiliz6 un lote de 81 sueros de gatos previamente obtenidos y evaluados por otras
metodologias diagnosticas (Zagal 2011), conservados a -20° C. Estos sueros fueron
recolectados de clinicas veterinarias, de gatos de casa y de antirrabico, ademas, los sueros
provenian de machos (n=42) y hembras (n= 35) de diferentes edades.

5.2 ANTIGENO.

Se utiliz6 como antigeno para tapizar placas de 96 pozos de ELISA y para realizar el
Western Blot la proteina recombinante contenida en la vacuna Leucogen® (Virbac) que es
parte de las proteinas de envoltura del FeLV responsables de la respuesta protectora inmune
(p45 parte proteica de la glicoproteina gp70) del subtipo viral A.

El fabricante del bioldgico indica que las dosis son Unicas y que cada ml. contiene 102ug
de p45, con adyuvantes Quil A (10ug/dosis) e hidroxido de aluminio (3mg/dosis).

5.3 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINA.

Para determinar la concentracion de proteinas de la vacuna de Leucogen® se utiliz6 un
micrométodo utilizando el reactivo de Bradford. Para esto se prepar6 una solucion estandar
de proteina a una concentracion de 10 mg/ml de gammaglobulina (yGB) para
posteriormente realizar una dilucion 1:10 (30ul/270ul) de SSF (solucidn de trabajo).

Con la solucion de trabajo se hicieron las siguientes diluciones mostradas en la Tabla 6 las
cuales se realizaron por duplicado.

Se realiz6 una dilucién de 1:25 de la vacuna en SSF (4ul vacuna en 96ul SSF) realizando al
mismo tiempo una dilucion de la solucion Bradford 1:5 (1.2 ml sol. Bradford en 4.8 ml
SSF). Posteriormente se realizaron diferentes diluciones 1:10, 1:50 y 1:70 de la vacuna con
SSF. Se utiliz6 una placa de 96 pozos para colocar 20ul de muestra problema y 180ul de
solucion Bradford; posteriormente se realizé la lectura de la densidad Optica de la curva de
proteina a una longitud de onda de 570nm. De la lectura de las diferentes diluciones de la
curva patrén y de la vacuna se determino la concentracion de proteina expresada en mg/ml
de proteina.
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Tabla 6. Diluciones realizadas para determinar la concentracion de proteina de la vacuna de Leucogen®.

0 80
0 80
4 76
4 76
8 72
8 72
16 64
16 64
32 48
32 48
64 16
64 16

5.4 ELECTROFORESIS DEL ANTIGENO.

Con el fin de valorar el perfil electroforético de las proteinas del antigeno vacunal, se
prepard la muestra y se separd por electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes (PAGE-SDS); para esto se prepararon diversas soluciones (Apéndice)
para preparar el gel separador (12%), el gel concentrador (4%) y el buffer de corrida. El gel
se coloco en la camara de electroforesis y se adiciondé 300 ul de muestra (150 ul del
antigeno vacunal + 75 ul de buffer de lisis y 75 ul de buffer de muestra) y 5 ul de marcador
de pesos moleculares. La cdmara se llend con buffer de corrida 1x y se corrié a 100 volts
constantes el tiempo suficiente para que migraran las proteinas por el gel separador.
Posteriormente se tifio con azul de coomasie, se lavd y el exceso fue eliminado con
solucion destefiidora para su observacion y analisis.

5.5 INMUNOELECTROTRANSFERENCIA (WESTERN BLOT)

Se prepar6 un sandwich con el gel de poliacrilamida como se muestra en la Figura 4. Este
sdndwich se colocd en la cadmara de transferencia humedecido con buffer de transferencia
(Apéndice) y se aplicé una corriente de 200 mA constantes durante 1hr 15 minutos. Ya
transferidas las proteinas a la membrana de nitrocelulosa, esta se lavd 3 veces durante 5
minutos con buffer de lavado (Apéndice) y fue colocada en una solucion de buffer de
bloqueo (Apéndice) a 4°C por 16 horas, al final se lavo y se sec6 la membrana y se
almaceno a -20° C hasta su uso.

Para realizar el Western blot la membrana se cortd en tiras de 3mm. de ancho, en estas tiras
de forma individual se evaluaron cada suero problema y se colocaron los respectivos
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controles negativos y positivos diluidos 1:50 con buffer de dilucion (Apéndice)
incubandose a 37° C por una hora para posteriormente lavar con buffer de lavado durante 3
veces por 5 min. Después se adiciono a cada tira un anti IgG de gato peroxidado diluido
1:1000 en buffer de dilucion y se incub6 a 37°C durante 1 hora. Se realizaron 3 lavados y
se adiciond el substrato (Apéndice), la reaccidén se detuvo con agua corriente hasta el
momento de la aparicion de color evidente en los controles positivos.

Figura 4. Sandwich para transferencia de las proteinas del gel a la membrana de nitrocelulosa por el método himedo.

=—Fibra

— Papel filtro
Membrana

T Gel

Papel filtro

Fibra

Placa de plastico

5.6 ESTANDARIZACION DE LA TECNICA DE ELISA INDIRECTA (ELISAI).

Se sensibilizaron placas de ELISA de 96 pozos con 50 ul por pozo del antigeno vacunal a
una concentracion de 1000 ng/pozo. Para lo cual se prepar6 6 ul de antigeno en 5 ml. de
buffer del antigeno para sensibilizar la placa. Se incubd a 4° C durante 72 horas.
Posteriormente se realizaron 4 lavados con PBS Tween con 300 ul por pozo cada 5
minutos.

Se bloqued la placa con una solucién que contenia 0.45gr de leche descremada (3%) y
15ml. de PBS-Tween a esta solucién se le quitaron 1.5 ml. para adicionarle 1.5 ml. de suero
de cerdo (10%). A cada pozo se le adiciond 150 ul de esta solucion y se dejé incubar
durante 1 hora a 37° C. Posteriormente se lavé 4 veces con PBS-Tween cada 5 minutos con
300 ul cada pozo.

Se le agregaron los sueros problema junto con los controles positivo y negativo, se
realizaron diluciones 1:10 de cada suero y se trabajo por duplicado para los controles y
sueros problema. Se colocaron 100ul/pozo de buffer de dilucion con suero problema. La
placa se incubd a 37° C durante 1 hora y al finalizar ésta se realizaron 4 lavados como
previamente se ha descrito.

Se agregd el conjugado anti IgG de gato peroxidado (100ul/pozo) previamente diluido en
buffer de dilucién a una de concentracion de 1:5000. Se incubd una hora a 37° C y
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posteriormente se lavo 4 veces durante 5 minutos con PBS-Tween. Se adiciond el sustrato
100 pl por pozo y se incub0 en oscuridad durante 20 minutos. Posteriormente se agrego la
solucién de paro 100 ul/pozo y se realizo la lectura en el lector de ELISA a una longitud de
onda de 490nm.

La linea de corte de la prueba se establecié a partir del promedio de la densidad Optica de 3
sueros controles negativos en WB adicionandole tres desviaciones estandar al primer valor.

De tal forma que el resultado de la densidad dptica de cada suero se dividio entre la linea de

corte para determinar su valor final.

5.7 ANALISIS ESTADISTICO

Los datos se recopilaron con Excel (Microsoft) y se analizaron con el programa estadistico
Episcope Win 2.0.

Una prueba es sensible y especifica si es capaz de identificar a todos los que estan enfermos
como tales y a todos los sanos como tales. La sensibilidad y especificidad maxima es de un
100%.

Para evaluar el nivel de concordancia entre las pruebas ELISAi y WB se calculé el valor
kappa (x). Kappa es una medida de concordancia mas alla de lo que cabria esperar debido
a la casualidad. Si no hay concordancia mas alla del azar se obtiene un indice kappa de 0, y
un kappa de 1 indica una concordancia perfecta. Concordancias moderadas son con un
valor kappa de al menos 0.4 a 0.5 (Martin, 1987).
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6. RESULTADOS.

6.1 CONCENTRACION DE PROTEINA DEL ANTIGENO VACUNAL.

La concentracion obtenida para el antigeno vacunal con el micrométodo de Bradford fue de
16.65 pg/ul de proteina, es decir, 16,650 ug/ml.

6.2 WESTERN BLOT DEL ANTIGENO VACUNAL.

Se identifico una sola proteina de 70,000 Daltons de peso molecular como se puede

observar en la Figura 5; la cual entra dentro del rango del peso molecular de la proteina de
envoltura externa gp70 del virus de leucemia viral felina.

Figura 5. Western blot de sueros controles negativos y positivos que reconocen el antigeno vacunal.

marcador
206,338
118,149
07,281
N 54,841
B 37,650

29,383

17,469

6,715

1), 2) y 3) Tres diferentes sueros controles negativos que no reconocen el antigeno vacunal gp70.
4), 5) y 6) Tres diferentes sueros controles positivos que reconocen el antigeno vacunal gp70.
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6.3 ELISA INDIRECTA.

De los 81 sueros evaluados con la prueba de ELISAiI se obtuvieron los siguientes
resultados: 69 gatos positivos (85%), 11 gatos negativos (14%) y 1 gato sospechoso (1%) el
cual se consider6 positivo para el anlisis final de los resultados ya que se encontraba muy
cerca de la linea de corte. La informacion se muestra en la Tabla 7 y Figura 6.

Tabla 7. Resultados de la prueba de ELISAi con la proteina gp70 de FelV.

Resultado | Nimero de sueros

Positivos 69 85%
Negativos 11 14%
Sospechosos 1 1%

Figura 6. Resultados en la poblacién de sueros analizados con el antigeno vacunal gp70 en ELISAi.

1%

B Positivos
B Negativos

1 Sospechosos

6.4 RESULTADOS OBTENIDOS SEGUN EL ORIGEN DE LOS SUEROS.

Se analizaron los resultados de los sueros en la prueba de ELISAI de acuerdo al origen de
los sueros, donde el 74% de sueros provenientes del antirrabico fueron positivos y 26%
negativos; 85% de los sueros provenientes de consultorios fueron positivos y 15%
negativos y por altimo, 94% de de los sueros de duefios particulares fueron positivos y 6%
negativos, la Tabla 8 muestra estos resultados. EI nimero de sueros analizados por origen
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fue de 61 (poblacion con informacion disponible) de los cuales 23 se obtuvieron del
antirrabico, 20 de consultorios y 18 de particulares.

Tabla 8. Resultados de la prueba de ELISAi segun la procedencia de los sueros felinos.

| Procedencia | ELISA(+) | % ELISA (+) | ELISA(-) | % ELISA(-)

17 74% 6 26%
17 85% 3 15%
17 94% 1 6%

6.5 RESULTADOS OBTENIDOS SEGUN LA EDAD DE LOS GATOS.

También se realizo el anlisis de los resultados en la prueba de ELISAI segun la edad de los
gatos y obtuvimos los resultados que se detallan en la Tabla 9. EI mayor porcentaje de
gatos positivos a FeLV fue en el rango de 1 a 3 afios (94%), en los gatos mayores de 3 afios
se obtuvo un porcentaje de 92% y los sueros de gatos con menor porcentaje de positivos fue
el del rango menor a 1 afio (56%).

Tabla 9. Resultados de la prueba de ELISAi seguin la edad de los gatos del estudio.

10 56% 8 44%
15 94% 1 6%
11 92% 1 8%

6.6 RESULTADOS OBTENIDOS SEGUN EL SEXO.

Se analizaron los resultados obtenidos de la prueba de ELISAI de acuerdo al sexo de los
felinos y nos dieron los resultados mostrados en la Tabla 10, en los cuales no hubo mucha
diferencia entre ambos sexos (machos positivos 86% y hembras positivos 89%).

Tabla 10. Resultados de la prueba de ELISAi segtin el sexo de los gatos utilizados en este estudio.

SEXO |ELISA (+) | % ELISA (+) | ELISA (-) | % ELISA (-)
36 86% 6 14%

31 89% 4 11%
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6.7 RESULTADOS DE LAS PRUEBAS DE ELISAi Y WESTERN BLOT.

Para calcular la sensibilidad, especificidad y la concordancia se utiliz6 como prueba de oro
el WB, los resultados de los sueros obtenidos en las diferentes técnicas se muestran en la
Tabla 11.

Tabla 11. Resultados de los sueros evaluados con ELISAi y Western blot.

PRUEBA | POSITIVOS [ % POSITIVOS NEGATIVOS % NEGATIVOS

ELISAI 70 86.4% 13.6%
69 85.2% 12 14.8%

Comparando los resultados obtenidos en los sueros de la poblaciéon de gatos estudiada y
evaluados en las pruebas de ELISAi y WB se obtuvieron los siguientes resultados: 67
sueros positivos a las dos pruebas, 8 sueros negativos a las dos pruebas, 6 sueros
discordantes, de los cuales 3 fueron positivos a WB y negativos a ELISA y 3 fueron
negativos a WB y positivos a ELISA, esto se muestra en la Tabla 12 y la Figura 7.

Tabla 12. Comparacion de los resultados obtenidos en los sueros de gatos evaluados en ELISAi y Western blot.

PRUEBAS NUMERO DE PORCENTAJE %
SUEROS

WB (+) ELISAI (+) 67 83%
WB (-) ELISAI (-) 8 10%
WB (+) ELISAI (-) 3 3.5%
WB (-) ELISAI (+) 3 3.5%

TOTAL 81 100%
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Figura 7. Comparacion de los resultados obtenidos en los sueros de gatos evaluados en ELISAi y Western blot.

M Positivos
m Negativos

= Discordantes

6.8 ANALISIS ESTADISTICO.

Para realizar el céalculo de sensibilidad, especificidad y concordancia (valor kappa) se
elaboro el cuadro de contingencia de 2x2 (Tabla 13). Se utiliz6 el programa Episcope win
2.0 para calcular dichos valores

Tabla 13. Tabla de contingencia donde se compara la técnica de ELISAi con respecto a WB.

ELISA (+) | ELISA (1) | TOTAL
WB (+) 67 3 70
WB () 3 8 11
TOTAL 70 11 81

Los resultados obtenidos fueron:

Sensibilidad = 95.71%

Especificidad = 72.72%

Concordancia (valor x) = 0.68

De aqui se deduce que la prueba de ELISAI es una prueba altamente sensible, con buena

especificidad y buena concordancia entre ambas pruebas.
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7. DISCUSION.

Debido a la dificultad para diagnosticar FeLV por procedimientos clinicos convencionales,
aunado a la gran variedad de signos clinicos que produce la enfermedad se requiere la
confirmacion con pruebas de laboratorio como ELISA, Inmunofluorescencia o PCR
(Greene, 2000; Pinches et al., 2007) o kits de diagndstico rapido y de aplicacion en los
consultorios, basados en la técnica de ELISA directa. Todas las pruebas que hay
disponibles en la actualidad en México son importadas y de elevado costo, por lo que es de
suma importancia contar con pruebas disponibles para el diagnostico de FeLV vy sobre todo
a un bajo costo y que detecte la infeccion por la deteccion de anticuerpos especificos en
suero, lo cual fue el objetivo principal del presente trabajo.

El presente estudio fue complementario del trabajo realizado por Zagal, 2011 en donde el
resultado de gatos positivos a FeLV fue de 48.2% con la prueba de ELISA indirecta,
usando como antigeno para sensibilizar las placas un virus completo vacunal, sin embargo,
en el presente estudio se utilizé para sensibilizar las placas la proteina gp70 (p45) vacunal,
detectando un mayor nimero de animales seropositivos (85%) con una prueba de ELISAI
similar a la descrita por Zagal, 2011. Una posible explicacién de esta diferencia pudiera ser
que el antigeno derivado de la envoltura esta mucho mejor representado en la vacuna con la
proteina gp70 y no asi en la vacuna con virus completo, y por otro lado se ha descrito que
las proteinas derivadas de la envoltura son inmunodominantes (Tizard, 2009); lo que hace
que existan mas anticuerpos contra estas proteinas. Es importante mencionar que los
resultados de positividad en el ELISAI fueron parecidos a los obtenidos por WB utilizando
el mismo antigeno.

Otro aspecto importante que hay que mencionar, es que no se pudo diferenciar los animales
infectados naturalmente de los posibles vacunados, ya que al ser tan heterogéneo el grupo
de estudio, en algunos casos no fue posible recabar la informacion con respecto a la
vacunacion; particularmente en los gatos de antirrabico. Ello podria explicar porque fue tan
alto el numero de animales seropositivos en el presente estudio. Sin embargo, también
existe la posibilidad de que la prevalencia encontrada pueda ser indicativa de la verdadera
importancia de la infeccion de FeLV en gatos domésticos de México, ya que por desgracia
no hay datos disponibles de la seroprevalencia de la enfermedad.

En el andlisis realizado por grupos, en el presente trabajo se encontrd que el nimero de
gatos seropositivos respecto al sexo (machos o hembras) no se muestra diferencia
significativa, muy similar a lo descrito por Arjona et al, 2000; Zagal, 2011. Esto indica que
no existe diferencia en el riesgo de presentar infeccion por FeLV entre hembras o machos.
Sin embargo, Gleich et al., 2009 describen un mayor porcentaje de machos infectados con
FeLV, lo cual puede ser debido al comportamiento de estos al aparearse (peleas).

(38]



En el estudio hecho por Zagal, 2011 los sueros de los gatos fueron agrupados por rangos de
edad, teniendo en los gatitos menores a 1 afio menos seropositivos (36.8%) que en aquellos
mayores de 1 afio (45.8%). En contraste, en el presente estudio el 56% de los gatos menores
de un afio resultaron seropositivos a FeLV, lo cual fue un porcentaje mayor en el grupo de
gatos que no han alcanzado la etapa adulta, que lo descrito por Zagal, 2011 y muy diferente
de los estudios realizados por Beatty et al., 2011, en donde ningin gato menor al afio de
edad resultd serologicamente positivo a FeLV. La posible seropositividad de animales
jévenes pudiera deberse a la presencia de anticuerpos maternos por infeccion y/o
vacunacion o a la propia respuesta inmune a la infeccion de cada gato. Por otro lado Arjona
et al., 2000 dividieron los grupos de estudio en gatos menores a 3 afios (jovenes), gatos de
3 a 8 afios (adultos) y en mayores a 8 afios (viejos); y mencionan que el 70% (n=126) de los
gatos menores de 3 afios en su estudio resultaron positivos al FeLV, estos resultados
coinciden en el global de animales seropositivos encontrados en el presente estudio, que fue
de 71.9%. La mayoria de los animales estudiados en el presente trabajo fueron animales
jévenes, es decir, menores a 3 afios de edad. El porcentaje de animales seropositivos fue
alto, lo cual puede deberse a diversos factores, entre ellos la presencia de anticuerpos
vacunales, lo que remarca que es de suma importancia conocer su historial de vacunacion
(Hofmann-Lehmann et al., 2007). Ademas, la pubertad de los animales puede propiciar la
convivencia y la transmision de la infeccion (apareamiento entre los 6 y 9 meses) (Feldman
et al., 2007); marcando esta edad como la de mayor riesgo de contagio y diseminacion de la
infeccion. En este estudio los gatos mayores de 3 afios fueron mas positivos, y no se sabe si
fueron por vacunacion o por enfermedad; ya que un numero de estos individuos
muestreados fueron provenientes de un antirrabico, por lo que se desconoce su estatus
inmunoldgico frente al virus y solo algunos gatos adultos y viejos contaban con duefio y
por ende se conocia su historial de vacunacion.

Recio et al., 2011 en su estudio, encontraron que los gatos de entre 1 y 3 afios son los que
tienen mayor incidencia, al igual que en el presente trabajo, en donde en ese mismo rango
de edades se encontrd la mayor cantidad de gatos positivos y ademas de concordar por lo
descrito en la literatura por Mufioz, 2001.

En cuanto a la procedencia de los sueros se encontraron diferencias significativas
comparando las tres fuentes de recoleccion de muestras con el trabajo realizado por Zagal,
2011. En el presente trabajo los sueros procedentes de gatos del antirrabico, 74% resultaron
positivos; en contraste, los resultados obtenidos por Zagal, 2011 fue de 52.6% de
seropositivos. De los sueros obtenidos en consultorio, 85% fueron positivos en esta tesis y
en el estudio realizado por Zagal fue de 70% positivos. Finalmente en cuanto a los sueros
procedentes de particulares, en este trabajo se encontré una seropositividad de 94% vy
Zagal, 2011 obtuvo una seropositividad de 54.3%. Los resultados obtenidos con el uso del
ELISAI utilizando la proteina gp70 mostraron ser mas eficientes en el reconocimiento de
gatos seropositivos. No obstante en muchos de estos gatos se desconoce su historia clinica
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por lo que resultados positivos pueden deberse a gatos vacunados y es de esperarse que
para el caso de los gatos de particulares y de consultorio, se encuentre un mayor porcentaje
de gatos seropositivos, ya que generalmente los duefios vacunan a sus mascotas.

Por otro lado, para evaluar la confiabilidad de una prueba diagnostica, esta debe cumplir
algunos criterios. En este caso se evaluo la sensibilidad, la especificidad y la concordancia
(valor ) de la prueba de ELISAI con respecto a WB. La validacion de la prueba de ELISAI
se realiz6 con WB, la cual es considerada un estandar de oro para la infeccion con
retrovirus (Ramirez, 2002). Los valores obtenidos fueron de 95.71% de sensibilidad,
parecido a lo descrito por Hartmann et al., 2007 quienes realizaron un estudio comparativo
de 8 pruebas para la deteccion de FeLV en los cuales describieron 96.8% de sensibilidad
con la prueba de One-step como porcentaje mas alto, y 92.1% como mas bajo en las
pruebas Witness y PetCheck.

Por otro lado el valor de especificidad que se obtuvo en este estudio fue de 72.72% que se
puede considerar como bueno, y que difiere de lo encontrado por Hartmann et al., 2007 en
donde el porcentaje mas alto es de 99.2% para la prueba de PetCheck que utiliza la técnica
de inmunocromatografia. La variacion puede ser debida en primer lugar a que todos los Kits
de diagndstico comerciales detectan antigeno y en la técnica de ELISAI estandarizada en el
presente trabajo lo que se detecta son anticuerpos; por otro lado, otro factor importante es el
antigeno utilizado, que si bien, se tratdé de una proteina recombinante, su origen es de una
vacuna, la cual contiene otros componentes dentro de su elaboracion y lo cual se pudo
comprobar al determinar la concentracion de proteina por el método de Bradford, en la cual
se encontré una baja concentracion de proteina, comparada con la descrita como
concentracion minima en la ficha técnica del producto. En contraste, en otro estudio
realizado por Sand et al., 2010, se evalud el kit de la prueba Anigen, que es una prueba de
inmunocromatografia, en la cual se obtuvo una sensibilidad de 40% y una especificidad del
100%, a la inversa de lo obtenido en el presente estudio, donde la sensibilidad fue més alta
(95.71%) y la especificidad mas baja (72.72%).

Otro aspecto importante de mencionar con el antigeno vacunal fue que aunque la vacuna
indica que contiene la proteina p45, la cual es un epitope derivado de la proteina gp 70, en
la prueba de Western blot no se pudo reconocer dicha proteina; mas sin embargo, si se
encontrd en los sueros positivos el reconocimiento de una proteina que por el peso
molecular corresponde a la proteina de la envoltura gp 70. La razén de porque no fue
reconocida la proteina p45, puede ser por diferentes razones que a continuacion se pueden
hipotetizar: a) la proteina p45 esta en tan poca concentracion que no es posible reconocerla
con la prueba de WB, b) si la proteina p45 es un epitope de la gp 70 y el sistema utilizado
para la expresion fue bacteriano, donde se sabe que no se pueden obtener proteinas
glicosiladas y siendo la gp 70 una proteina glicosilada los anticuerpos generados por una
infeccion natural no serian capaces de reconocer la p45 como antigeno y c¢) que la proteina
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p45 en realidad sea la proteina gp 70 la cual si se reconocid en los sueros considerados
como positivos.

Gomes-Keller et al., 2006 realizé un estudio de deteccidn de FeLV utilizando la prueba de
RT-PCR a partir de ARN viral obtenido de saliva, con lo cual encontraron una sensibilidad
y especificidad de 98.1% y 99.2% respectivamente y una concordancia es de 0.96 (alta) con
respecto a la prueba de ELISA. Sin embargo esta prueba detecta genoma viral, lo cual
requiere equipo especializado y personal capacitado, lo que hace menos factible su
establecimiento en los laboratorios de diagnostico. Por otro lado Lutz et al., 1989
realizaron otro estudio donde compararon la prueba de ELISA para detectar virus activo en
saliva y suero; son muestras faciles de obtener y adecuadas para un diagndstico rutinario de
FeLV. En el presente estudio se estandarizé una prueba de ELISA indirecta para la
deteccion de anticuerpos en suero y que podria evaluarse para la deteccion de anticuerpos
en otros fluidos como la saliva o el semen, sin embargo, lo que se propone es que esta
prueba sea complementaria a las pruebas actuales que se utilizan para la identificacion de
antigeno viral (inmunocromatografia) y que cuando la carga viral sea baja, una prueba
serologica pueda ser adecuada detectando anticuerpos en gatos antes de ser vacunados.

[41]



8. CONCLUSIONES.

La prueba de ELISAI estandarizada con antigenos vacunales de una proteina derivada (p45)
de la proteina de envoltura gp70, fue altamente sensible, con buena especificidad y buena
concordancia.

La prueba seroldgica de ELISAI puede ser una técnica complementaria a las técnicas
comerciales disponibles actualmente en México que detectan antigeno.

Se encontrd una alta concordancia entre los resultados obtenidos en el ELISAi y WB
utilizando la proteina p45, lo cual hace que estd proteina pueda ser utilizada para la
estandarizacion de pruebas seroldgicas caseras, con lo cual disminuird el costo del
diagnostico de FeLV en México.

No se encontro diferencia de seropositividad entre sueros de machos (86%) y hembras
(89%) por lo cual se recomienda realizar la prueba y vacunar a ambos sexos.

El porcentaje de sueros de gatos en edad de 1-3 afios (94%) positivos a FeLV fue alto.

En sueros de gatos que se obtuvieron de consultorio (85%) y particulares (94%) fue de los
mas altos.

[42]



9. APENDICE

GEL SEPARADOR 12%:

Para 1 gel

1.675 ml. Agua destilada

1.25 ml. Tris base 1.5 M pH 8.8

50 ul SDS stock 10%

2 ml. Acrilamida-Bis (Stock 30%)

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

2.5 ul TEMED

GEL CONCENTRADOR 4%:

Para 1 gel

1.5 ml. Agua destilada

0.625 ml. Tris-HCI 0.5 M pH 6.8

25 ul SDS stock 10%

0.325 ml. Acrilamida-Bis (Stock 30%)

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

2.5 ul TEMED

BUFFER DE LISIS (100ul) (conservar a 4°C):
DMSO 1.25 ml.

PMSF 0.21775

Acido Deoxycolico (DOC) 0.1 g

RIPA 9.8 ml.
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BUFFER DE MUESTRA 2x:

Tris HCI pH 6.8 (0.08 M) 3.5ml.0.5M
SDS (2%) 4.0 ml. 10%
Glycerol (10%) 2.0 ml.

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

Llevar a 10 ml. con agua bidestilada.

BUFFER DE CORRIDA 5x pH 8.3 (Usar a 1x):

Tris base 1.5 M p.H 8.8 75¢
Glicina 369
SDS 259

Agua bidestilada Aforar a 500 ml.

BUFFER DE TRANSFERENCIA:
Metanol 150 ml.

Electrodo buffer 10x 150 ml.

Agua bidestilada 450 ml.

SDS 0.075¢g

PBS 10x pH 7.0:

Solucion A
Na2HPO4 7.1 9 (0.01M)
NaCl 43.8 g (0.15M)
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Aforar con agua destilada a 500 ml.

Solucién B
NaH2PO4H20 6.9 g (0.01M)
NaCl 43.8 g (0.15M)

Aforar con agua destilada a 500 ml.

BUFFER DE BLOQUEO:
PBS 20 ml.

Leche (5%) 1 g

BUFFER DE LAVADO:
PBS 500 ml.

Tween 20 (0.2%) 1 ml.

PBS TWEEN (0.1%):
PBS 500 ml.

Tween 0.5 ml.

BUFFER DE DILUCION:
Buffer de lavado 20 ml.

Leche (5%) 1 g

REVELADOR:
Diaminobencidina (0.05%) 0.010 g

Perdxido de hidrégeno (H,0;) (0.05%) 10 ml.

[45]



PBS 15 ml.

BUFFER DEL ANTIGENO pH 9.6:
Na2 CO3 (0.015 M) 1.59 g

NaHCo3 (0.0033 M) 2.93 g

Aforar con agua bidestilada a 50 ml.

Ajustar pH a 9.6

SUSTRATO:

Solucion A5 ml.

Solucién B 5 ml.

Perdxido de hidrégeno (H,0,) 4 ul

OPD 4 mg.
SOLUCION DE PARO:

Acido sulfurico (H,SO4) 55.17 ml.

Agua destilada 994.83 ml.

[46]
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