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Resumen

El virus de inmunodeficiencia felina (FIV) es un lentivirus causante de una
enfermedad inmunosupresora similar al Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida
(SIDA) humano, por lo que es un modelo de estudio para el HIV. Basado en el
hecho de que no existen estudios previos que determinen la frecuencia de la
infeccion por el FIV en México utilizando métodos moleculares, el objetivo del
presente trabajo fue detectar mediante la reaccion en cadena de la polimerasa una
porcidn de la region codificante de capside del gen gag en gatos domésticos del
area metropolitana de la Ciudad de México. Se realizd la exploracion clinica y se
tomdé muestras de sangre completa de cien gatos domésticos. Mediante el uso de
un cuestionario se recaudaron datos demograficos, conductuales y de historia
clinica con el fin de determinar factores potenciales de riesgo inherentes a la
infeccion por el FIV. De la sangre se separaron las células mononucleares y se
extrajo el ADN total para detectar ADN proviral por PCR; la pareja de iniciadores
utilizados en la PCR se disefi6 incluyéndo bases degeneradas para amplificar un
mayor numero de variantes virales para lo cual se consideraron secuencias
nucleotidicas disponibles en el GenBank. Los resultados mostraron una alta
frecuencia del provirus del FIV, encontrandose 24/100 gatos infectados, lo que
indica una prevalencia del 24% en la regién estudiada. Factores relacionados con
el género, edad, comportamiento, cohabitacién intraespecifica demuestran ser
factores de alto riesgo para la infeccion. La alta prevalencia del FIV observada en el
presente trabajo es un dato a considerar dado el potencial inmunodepresor del
patdégeno y a la vez indica la necesidad de establecer y promover medidas de
control y prevencion con el fin de controlar la infeccion por el FIV en la poblacién
felina del area metropolitana de la Ciudad de México. Este es el primer estudio
transversal realizado en México que describe la infeccion por el FIV en gatos

domésticos y que propone la PCR como una potencial herramienta diagndstica.
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Abstract

Feline immunodeficiency virus (FIV) is a lentivirus associated with AIDS-like
illnesses in cats and has been used as a model for the study of human
immunodeficiency virus (HIV). A feature of HIV and FIV infection is the continually
increasing divergence among viral isolates between different individuals, as well as
within the same individuals. There were no previous FIV infection occurrence
studies in Mexico. The aim of this study was to describe a gag gene polymerase
chain reaction (PCR) assay to investigate the occurrence of the Feline
Immunodeficiency Virus in domestic cats in Mexico City Metropolitan Area. One
hundred cats were surveyed and blood samples were collected; genomic DNA from
peripheral blood mononuclear cells was used to detect proviral DNA by PCR;
Primer set was designed to amplify gag protein region, thus previously published
FIV genome sequences available in GenBank were considered; additionally, data
on cat demographics and health were collected using a structured questionnaire
and were evaluated as potential risk factors for FIV status. Data indicate a high
occurrence of FIV provirus, showing 24/100 cats to be infected, indicating 24%
prevalence in the studied region. High risk associations were established with the
roaming lifestyle of the cat, sex, age, behavior, neuter status and living in a multi-cat
household. High prevalence of FIV observed in our study is of concern, in view of
the immunosuppressive potentials of the pathogen. Specific measures for control
and prevention are needed to ensure that FIV are controlled in the cat population of

Mexico City Metropolitan Area.

This is the first known cross-sectional study set in Mexico showing FIV infected cats

and presenting PCR as a potential assay for diagnosis.
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I Introduccioén

El Virus de Inmunodeficiencia Felina (FIV, abreviatura segun su nomenclatura
referente a la taxonomia establecida por el Comité Internacional de Taxonomia de
Virus) perteneciente al género lentivirus y a la familia Retroviridae es causante de
una enfermedad que se presenta en gatos domésticos con cuadro clinico similar al
que se presenta en el Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida Humana (SIDA),
ademas de poseer similitudes bioquimicas y genéticas con el Virus de
Inmunodeficiencia Humana (HIV) por lo cual ha sido utilizado como modelo de
estudio (Coats, 2005; Teixeira, 2010; Weaver, 2010).

El FIV ha sido aislado en todos los paises donde ha sido estudiada la infeccion,
como sucede con la mayoria de los lentivirus, se ha encontrado una alta
variabilidad en sus secuencias nucleotidicas; el analisis de las secuencias de
ciertas regiones genéticas han permitido clasificar a este retrovirus en 6 subtipos,
identificados con letras de la A a la F (Weaver et al., 2004; Hayward et al., 2010).
En México se han descrito casos sospechosos mediante semiologia clinica vy
pruebas de diagnostico rapido en el consultorio, sin embargo no hay respaldo
cientifico que mediante la deteccion de material genético corrobore la presencia del

virus en el pais.
1. Inmunodeficiencia Felina (SIDA felino)

La inmunodeficiencia felina, también conocida como SIDA felino es una
enfermedad de gran importancia en la medicina veterinaria de pequefias especies,
ya que implica una inmunodeficiencia secundaria ocasionada por el tropismo
celular que tiene el FIV hacia linfocitos y monocitos; resalta también como un factor
importante la facil diseminacion del agente causal, debido a la liberacion del mismo
en fluidos, (principalmente saliva) lo que conjugado a la promiscuidad y a las
peleas territoriales inherentes a la conducta caracteristica de la especie
potencializa el riesgo de infeccion. Junto con la leucemia viral felina conforma una
pareja de enfermedades retrovirales de felinos, enfermedades de alta incidencia e

importancia en la medicina felina (Hosie et al., 2009).
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1.1 Antecedentes

El FIV se aisl6é por primera vez de un gato que presentaba un marcado sindrome
de inmunodeficiencia (Pedersen et al., 1987). Este aislado proveniente de
Petaluma, California, ha sido una de las cepas de laboratorio mas frecuentemente
utilizadas en investigacion biomédica en materia de patogénesis lentiviral, disefio y
evaluacion de quimioterapia antiviral, asi como en el desarrollo de estrategias de
vacunacioén contra el HIV (Mergia et al., 1997; Kashiwase et al., 2000; Hosie et al.,
2000). Es importante resaltar que a pesar de ser dos lentivirus muy parecidos, el
FIV no infecta al ser humano, asi como el HIV no infecta a felinos; el FIV es un
virus muy antiguo del cual surgen diversos grupos que infectan a felinos silvestres

como pumas, leones y leopardos (Yamamoto et al., 2007; Teixeira, 2010).

En México se han reportado tres estudios, si bien ninguno de ellos fue en base a
pruebas moleculares sino en base a pruebas comerciales de inmunocromatografia
(Morales-Ramirez, 1993; Marin et al., 2005; Ortega-Pacheco et al., 2013).

1.2 Etiologia

La inmunodeficiencia felina es causada por el virus de inmunodeficiencia felina,
respecto al cual se habla mas adelante sobre caracteristicas biologicas particulares

de gran importancia en el presente estudio.

1.3 Patogenia

Los gatos infectados con el FIV desarrollan una disfunciéon inmunoldgica progresiva
caracterizada por una depleciéon de células T CD4+; también se pueden presentar
signos de caquexia, gingivitis-estomatitis y de alteraciones neuropatoldgicas
(Kenyon y Lever, 2011; Ackley et al., 1990; Shimojima et al., 2004; (Willet y Hosie,

2008). La replicacion viral se esquematiza en la Figura 1.

El FIV infecta también a linfocitos T CD8+, macréfagos, linfocitos B, astrocitos y
células de la microglia (Hein et al., 2000; Joshi et al., 2005). La infeccién latente se
mantiene cuando las células tienen el provirus integrado en el ADN celular, sin

embargo no hay produccion de particulas virales (McMichael, 2006).
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En la fase aguda de la enfermedad, dificiimente identificada a nivel clinico, se
observa un sindrome similar al del HIV: episodios de fiebre y linfadenopatia
generalizada. En los primeros dias de la infeccion el virus se replica en linfocitos T
CD4+, células dendriticas y macréfagos; el pico de carga viral ocurre entre las
semanas 8 a 12 después del inicio de la infeccion. La disminucion de la carga viral
implica el inicio de la fase asintomatica caracteristica de los lentivirus, que dura de
meses a anos, durante la cual la proporcion de linfocitos T CD4/CD8 disminuye
gradualmente. En esta fase la replicacion viral es controlada por la respuesta
inmune del hospedero y la presentacion clinica pocas veces es reportada (Barlough
et al., 1991; Inoshima et al., 1996; Hosie et al., 2009).

. ;@f
=}
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Figura 1 Ciclo de replicacidon del Virus de Inmunodeficiencia Felina. 1. La adhesién ocurre cuando el ligando viral
encuentra el receptor CD134 y el correceptor CXCR4. 2. Sucede la penetracién y la pérdida de la envoltura 3. El virus
ingresa a la célula. 4. Denudacion (el virus pierde la capside). 5. A partir del material genético del virus la polimerasa
dependiente de ARN genera ADN de doble cadena. 6. Formacion del complejo de integracion viral nuclear. 7. El DNA viral
se integra al DNA gendmico (provirus). 8. Sintesis de ARN de progenie y generacién de mARN. 9. Maduraciéon de ARN
(empalme). 10. Salida del RNA del nicleo. 11. Traduccidn de la proteina Rev. 12. Ingreso de la proteina Rev al nucleo. 13.
La proteina Rev exporta el material genético del virus al citoplasma 14. Traduccidn de otras proteinas virales (enzimas,
capside, matriz, etc). 15 y 16 Ensamblaje y encapsidacion. 17. Salida del virus tomando una porciéon de la membrana
plasmatica. 18. Para la infectividad el virién necesita madurar. Modificado de Kenyony Lever, 2011.
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El curso y pronéstico de la enfermedad son variables, dependiendo de las
condiciones ambientales, presencia de infecciones oportunistas, edad del gato,
carga viral y del subtipo involucrado. La etapa asintomatica puede evolucionar a un
estado asociado al sindrome de inmunodeficiencia que puede resultar en la muerte

de los animales (Hosie y Beatty, 2007).

1.4 Respuesta inmune

Los gatos persisten infectados a pesar de la gran produccion de anticuerpos y de la
respuesta inmune celular contra el virus. Las células T CD8+ especificas contra el
FIV pueden ser detectadas en la sangre del hospedero después de la primera
semana de infeccién (Beatty et al., 1996). Los anticuerpos contra el FIV, incluyendo
los neutralizantes, son encontrados en plasma en presencia de altas tasas de
carga viral en sangre periférica (Fevereiro et al., 1991). Los anticuerpos que
reconocen las glicoproteinas de la envoltura viral son producidos de manera precoz
comparados con los anticuerpos anti-p24 (Rimmelzwaan et al., 1994; Matteucci et
al., 1993).

Hay evidencia de algunos factores especificos de restriccion por parte del
hospedero, tales como la proteina APOBEC3, que induce hipermutacién del
provirus del FIV (Zhang et al, 2003). Si bien esto podria incrementar
potencialmente la diversidad genética viral, al menos en el virus de
inmunodeficiencia humana las hipermutaciones son casi letales para el virus, por lo

cual no implica un beneficio para la evolucion viral (Armitage et al., 2012).

1.5 Cuadro clinico

La mayoria de las manifestaciones clinicas no son causadas directamente por la
infeccidn retroviral, sino por infecciones secundarias, que deben ser identificadas y
tratadas oportunamente. Las alteraciones clinicas observadas en los animales
infectados persistentemente son numerosas y extremadamente variables, de
caracter esporadico o persistente, a medida que la infeccidon progresa (Barlough et
al., 1991; Teixeira, 2010).
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Dado que la infeccion por el FIV esta asociada a inmunodeficiencia, los animales
se tornan mas susceptibles a otras infecciones o al desarrollo de neoplasias; este
virus también puede ser responsable de una respuesta inmune exacerbada, lo que

resulta en enfermedades inmunomediadas (Hosie et al., 2009).

En la fase inicial de la infeccion por el FIV, se puede observar manifestaciones
como fiebre, linfadenopatia y signos sistémicos como anorexia y depresion,
persistiendo por algunas semanas y desapareciendo durante una larga infeccion de
fase cronica. La linfadenopatia puede persistir durante el tiempo que perdure la
infeccion, presentandose hiperplasia linfoide como respuesta (Del Fierro et al.,
1995).

En general, después de la fase aguda los animales infectados permanecen
clinicamente sanos, esto perdura afos (en promedio 6) en la mayoria de los casos,
sin embargo algunos gatos pueden no presentar manifestaciones clinicas

relacionadas a la infeccion viral durante toda la vida (Addie et al., 2000).

La inmunodeficiencia y/o la exacerbada respuesta inmune se manifiestan
frecuentemente de forma cronica por gingivitis-estomatitis, linfadenopatia, pérdida
de peso y glomerulonefritis inmunomediada. Las infecciones concomitantes que
involucran protozoarios, virus y bacterias son frecuentemente relacionadas con

esta infeccion (Flynn et al., 1994; Callanan et al., 1996; Hughes et al., 1999).

En algunos casos, el virus puede causar desordenes neuroldgicos (Hosie et al.,
2009). Se ha comprobado la actividad neurotoxica de la glicoproteina 120 (gp120)
(Prospero-Garcia et al., 1994). Las manifestaciones neuroldgicas descritas incluyen
alteraciones de comportamiento, alteraciones en patrones de suefo, dificultad de
aprendizaje, convulsiones, alteraciones electroencefalograficas y paresias
(Prospero-Garcia et al., 1994; Bendinelli et al., 1995; Phillips et al., 1996).

En la fase final de la infeccion son frecuentes las alteraciones renales, tales como
lesiones glomerulares y tubulointersticiales asociadas con una severa proteinuria.
Estas lesiones pueden ser ocasionadas por el propio virus o por la deposicion de

complejos inmunes en las estructuras glomerulares (Matsumoto et al., 1997).
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1.6 Diagndstico

Los procedimientos actuales para la deteccion de la infeccion por el FIV incluyen
meétodos de deteccion directa, como el aislamiento viral y pruebas moleculares
como la PCR, y métodos de deteccion indirecta, como las pruebas inmunolégicas
para deteccion de anticuerpos especificos como ELISA, inmunocromatografia y
Western Blot (Hosie et al., 2009). El diagnéstico no puede ser establecido sélo por
la presencia de ciertas manifestaciones clinicas, sin embargo es importante
identificar a los animales infectados para tomar medidas de control con el fin de

proteger en cierta medida a otros animales susceptibles (Bendinelli et al., 1995).
1.6.1 Técnicas serologicas

Las pruebas de rutina para identificar la infeccion del FIV se basan en la deteccion
de anticuerpos que reconocen proteinas estructurales del virus (como la p24 y la
p15) y una de las glicoproteinas de la envoltura viral (gp41). Estas pruebas son en
forma de ensayos inmunoenzimaticos (ELISA) e inmunocromatografia. Una de las
pruebas mas utilizadas como diagnostico rutinario es un kit comercial basado en
inmunocromatografia (SNAP COMBO® anticuerpo-FIV/antigeno-FeLV Laboratorio
IDEXX) que puede ser utilizado en la practica clinica. La principal ventaja del
diagnostico de la infeccion basada en la deteccion de anticuerpos mediante
inmunocromatografia es su rapidez, acceso relativamente facil y su costo accesible
(O’Connor et al., 1989; Crawford y Levy, 2007), sin embargo su interpretacion debe
ser cuidadosamente analizada por la posible apariciéon de falsos resultados, por
ejemplo los titulos bajos de anticuerpos pueden ser encontrados en presencia de
una viremia severa, dado que se forman complejos inmunes y por ende el
secuestro de anticuerpos (Crawford y Levy, 2007). La presencia de anticuerpos
maternos en cachorros nacidos de madres positivas puede generar resultados
positivos en estas pruebas, es por ello que es mejor realizarlas después de las 16
semanas de edad, tiempo suficiente para la eliminacién completa de anticuerpos
maternos. En algunos casos atipicos, los anticuerpos maternos pueden persistir por
mas de 16 meses, por lo que es recomendable hacer una prueba dos meses

después de la primera (Levy et al., 2003). En estos casos, la reaccion en cadena
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de la polimerasa constituye una excelente herramienta, teniendo en consideracion
también evaluar a la madre y en caso de ser posible identificar el tipo genético
involucrado (Crawford y Levy, 2007).

Figura 2. Pruebas comerciales de inmunocromatografia para el diagndstico de inmunodeficiencia felina. El kit detecta
antigenos del FelV y anticuerpos contra el FIV. 1- Muestra negativa para el FIV y el FelLV; 2- Muestra positiva para el FIV;
3- Muestra positiva para el FeLV; 4- Muestra positiva para el FIV y el FeLV. Tomado de Teixeira et al., 2010

1.6.2 Técnicas moleculares

Las pruebas moleculares (PCR) que detectan ADN proviral del FIV constituyen una
importante herramienta diagndstica (Bienzle et al., 2004) de la cual se puede hacer
uso en caso de que haya algun laboratorio universitario o de la iniciativa privada
que ofrezca este servicio. Tanto las pruebas moleculares como las serolégicas
poseen sensibilidades y especificidades diferentes, de modo que en algunas

ocasiones no hay concordancia entre los resultados (Crawford y Levy, 2007).

Recientemente el diagndstico molecular ha sido ligeramente modificado por la
amplia diversidad genética, por lo que suele complementarse con la secuenciacion
de los productos obtenidos mediante la PCR (Bastien et al., 2003; Lara et al., 2007,

Martins et al., 2008; Teixeira et al., 2009). En las fases iniciales y cronicas de la
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enfermedad los titulos de anticuerpos son bajos y por tanto es mejor el empleo de

técnicas moleculares (Levy et al., 2004).

Los resultados falsos negativos en la PCR pueden presentarse por el
procesamiento inadecuado de las muestras, por una hibridacién errénea de los
iniciadores, una insuficiente cantidad de virus en la muestra o la inadecuada

preparacion de los reactivos de la PCR (Borst et al., 2004).

En un estudio realizado en Canada por Ammersbach et al., 2013 se realizd una
evaluacion preliminar de una prueba diagnéstica para detectar la infeccidén por el
FIV mediante PCR cuantitativa, en la cual se reportaron ventajas como la lectura
mas rapida, precisa y objetiva de los productos de PCR comparados con los
meétodos de la PCR convencional (visualizacion mediante electroforesis de los
productos), ademas de la oportunidad de determinar carga viral; sin embargo el
desarrollo de estas técnicas requiere material y equipo costoso, sumandose la

necesidad de personal especializado.
1.6.3 Aislamiento viral

El aislamiento viral en un cocultivo de linfocitos de sangre periférica de gatos
sospechosos con células T primarias de felinos puede permitir la identificacion de
la infeccidn, sin embargo el trabajo de laboratorio es muy exigente, por lo que no es

usado como técnica de diagndstico en la rutina clinica (Hosie et al., 2009).
1.7 Profilaxis

Dado que en México no existen vacunas disponibles, las medidas de proteccién se
reducen a limitar el acceso del gato a la calle, asi mismo se recomienda la
esterilizacion de tal manera que los cambios de conducta involucrados reduzcan el
riesgo de adquirir la infeccidén. Es asi que la importancia de la proteccién contra

este virus radica en el control de los animales ya infectados (Hosie y Beatty, 2007).

Muchos animales infectados por el FIV permanecen sin ninguna manifestacion
clinica durante anos. En estas condiciones, se deben procurar algunas

precauciones. Una de las medidas mas importantes es proteger a los animales
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infectados por el FIV de otras infecciones o de que representen un foco de

infeccion para otros animales.

Es importante evitar el acceso a la calle a animales infectados y mantenerlos
separados de animales no infectados o de animales con otras enfermedades
infecciosas, asi mismo la castracion modifica la conducta minimizando la
agresividad en el caso de machos, lo que a la vez disminuye la posibilidad de
infectar a otros gatos asi como de contraer alguna otra enfermedad infecciosa. Los
gatos infectados deben ser sometidos a un examen clinico general por lo menos
cada 6 meses y siempre deben ser monitoreados en cuanto a su peso y

alteraciones hematologicas y/o bioquimicas (Hosie y Beatty, 2007).

En otros paises como Estados Unidos y Japon existe de manera comercial la
vacuna; se debe evitar la vacunacion de los gatos positivos, dado que la
inmunoestimulaciéon causada por la vacuna puede promover una progresion
acelerada de la enfermedad, ademas de que una estimulaciéon de linfocitos
positivos al virus promueve una mayor produccion de particulas virales (Hosie et
al., 2009). Los linfocitos activos expresan un mayor numero de receptores
favoreciendo asi la infeccién viral (por el mismo o por un virus de otro subtipo) (De
Parseval et al., 2005; Reggeti et al., 2008).

1.7.1 Vacunacion

La rapida mutacién de los lentivirus en la region de la envoltura viral con la
generacion de nuevas variantes o la superposicion de infecciones con diferentes
subtipos representan importantes limitantes para el desarrollo de una vacuna eficaz
contra el FIV. Las vacunas desarrolladas con un subtipo unico protegen contra la
infeccion homodloga, pero pueden omitir la proteccion contra cepas divergentes que
representen mas del 20% de diferencia en las secuencias del gen env (Elyar et al.,
1997).

De manera comercial, en Estados Unidos, Japén, Australia y Nueva Zelanda ya se
ofrece una vacuna con virus inactivado de los subtipos A (Petaluma) y D (Shizuoka)
de Fort Dodge Animal Health (Uhl et al., 2002; Yamamoto et al., 2007), la cual ha
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reportado buenos resultados en Estados Unidos, donde ningun caso de infeccion

ha sido descrito en animales vacunados (Yamamoto et al., 2007).

La European Advisory Board on Cat Diseases (ABCD) no recomienda el uso de la
vacuna en la Uniéon Europea debido a la imposibilidad de diferenciar mediante
pruebas serologicas a los animales vacunados de los animales infectados, ademas
de que no hay una proteccion completa para los tipos genéticos descubiertos hasta
ahora (Hosie et al., 2009).

En México no hay vacuna disponible comercialmente para evitar la infeccion por el

virus de inmunodeficiencia felina.

1.8 Tratamiento

El tratamiento en la mayoria de las ocasiones es de soporte y dirigido contra las
condiciones morbidas concomitantes. La gingivitis/estomatitis cronica puede
requerir el uso de antiinflamatorios esteroideos o de otros farmacos
inmunosupresores con el fin de permitir la deglucion, sin embargo este tipo de
terapia puede conllevar otros efectos colaterales (Barr et al., 2000; Pedersen et al.,
2003; Phillpis et al., 2005). Respecto a los cambios hematoldgicos, en casos de
neutropenia se ha reportado el uso de filgastrim, un farmaco estimulante de las

colonias de granulocitos (Phillpis et al., 2005).
1.8.1 Antivirales

Algunos farmacos antivirales utilizados para el tratamiento del HIV han sido
probados contra la infeccion del FIV, sin embargo se ha reportado casos de

toxicidad en gatos domésticos (Hosie et al., 2009).

La azidotimidina (AZT) es un analogo nucledsido que bloquea la retrotranscriptasa,
de tal manera que inhibe la replicacién in vitro e in vivo del FIV. Su uso puede
reducir la carga viral, mejorando la calidad de vida de los animales positivos. La
evaluacion hematolégica semanal debe realizarse en los primeros meses de

tratamiento, debido a la anemia no regenerativa que se observa en dosis elevadas;
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por ello el uso de la AZT no estd recomendado para los gatos con supresion
medular. Por otro lado, como en el caso del HIV, posterior al uso de este farmaco
pueden aparecer mutaciones del virus que impliquen resistencia. Sin embargo no
existe una forma farmacéutica disponible de la AZT para uso veterinario (Kuritzkes,
2007, Martins et al., 2008). Otro medicamento que si bien hoy dia no esta
autorizado como antiviral, pero ha demostrado ser prometedor es el AMD3100.
Esta molécula actua como un agonista selectivo del receptor de citocina CXCR4,
que cuando es bloqueado inhibe la entrada del virus. Esta molécula disminuye las
manifestaciones clinicas de los animales y reduce la carga viral en los hospederos
(Hosie et al., 2009)

Los interferones son citocinas con actividad antiviral, inmunomoduladora y
antineoplasica. El interferén-alfa (IFN-a) recombinante humano administrado por
via oral induce un estado antiviral en las células, ademas de estimular un efecto
inmunomodulador en el hospedero (Tompkins, 1999). El uso de IFN-a humano ha
sido utilizado en gatos infectados y se han descrito efectos positivos, prolongando

la vida de los animales infectados (De Mari et al., 2004).

Un interferon-omega felino ya se utiliza como producto veterinario en Europa y
Japon. Este se puede utilizar durante toda la vida del felino sin inducir produccion
de anticuerpos, como puede ocurrir con el uso de interferon humano (Hosie et al.,

2009), se ha reportado buena actividad in vitro.
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2. Virus de Inmunodeficiencia Felina

El FIV es un virus ARN con amplia distribucion geografica. La morfologia de las
particulas virales, las caracteristicas bioquimicas de la enzima transcriptasa
reversa y la secuencia nucleotidica de su genoma han permitido clasificar al FIV
dentro del género Lentivirus, de la familia Retroviridae. Los lentivirus se
caracterizan por ocasionar enfermedades con un largo periodo de incubacion entre
el momento de la infeccién y la aparicién de la semiologia clinica (Gabor 2001;
Chang-Fung-Martel, 2013). El virion mide de 105-125nm de diametro, de
morfologia icosaédrica y con envoltura. La particula viral esta constituida por una

unica cadena diploide de ARN, de polaridad positiva (Shimojima et al., 2004).
2.1 Genoma

El genoma del FIV tiene una longitud de aproximadamente 9500 bases, en el que
estan presentes los tres principales genes caracteristicos de los retrovirus: gag, pol
y env (Stickney et al., 2013). El gen pol codifica las enzimas virales necesarias para
la replicacién y ensamblaje viral: transcriptasa reversa (RT), proteasa, integrasa y
la fosfatasa deoxiuridina (dUTPasa) (Elder y Philips, 1993). El gen gag codifica una
proteina precursora (Pr) de gran tamafno, la cual posteriormente es dividida por la
proteasa viral para producir la proteina de matriz, capside y nucleocapside. (Luttge
y Freed, 2009). El gen env codifica la glicoproteina de la envoltura, expresada en la
superficie de células infectadas y viriones; la constituyen dos subunidades: la
unidad de superficie (gp120) y la unidad de transmembrana (gp41) (Pancino et al.,
1993; Shimojima et al., 2004). Ademas, el FIV posee al menos tres genes
accesorios (Vif, ORF-A y Rev) que desempefian su funcién en la expresion génica
viral, infectividad y replicaciéon viral (Miyazawa et al., 1994). En el Cuadro 1 vy
Figura 3 se puede observar la organizacion del genoma del FIV, asi como la

descripcion de las principales funciones de sus productos proteicos.

La alta variabilidad nucleotidica es resultado de las mutaciones que ocurren
durante la transcripcion viral, asi como de la susceptibilidad de la transcriptasa
reversa a errar, ya que no cuenta con una funcién de correccién, como sucede con

otras polimerasas. Las mutaciones son mas frecuentes en el gen env, donde se
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han identificado nueve regiones variables (V1-V9) (Pancino et al., 1993). Se ha
demostrado que los genes pol y gag son mas conservados que el env (Greene et
al., 1993). La glicoproteina de envoltura contiene importantes epitopos y las
mutaciones pueden originar una evasion inmunolégica mas eficaz, lo que implica
una ventaja evolutiva (Stickney 2013). En contraste, las mutaciones en el gen gagy
pol alteran la funcion de enzimas esenciales y proteinas estructurales, lo que
resulta ser letal para el virus y representa una desventaja evolutiva importante. Por
otro lado, la variabilidad de la secuencia gendmica también se incrementa por los
frecuentes eventos recombinantes debido a altas densidades poblacionales, asi
como por la presencia de coinfecciones (Reggeti y Bienzle, 2004; Hayward vy
Rodrigo, 2008; Teixeira, 2010). Para que la recombinacion suceda, una célula debe
ser coinfectada con dos virus diferentes, ademas deben ser producidos viriones
hibridos que posean una cadena de ARN de cada virus (Kann et al., 2007). La
recombinacion intergénica sucede de manera menos frecuente, pero han sido
reportados genomas que poseen el gen env y pol de diferentes subtipos (Hayward
y Rodrigo, 2008).

Esta variabilidad genética permite al virus el desarrollo de mecanismos de evasion
inmunoldgico, tales como la variabilidad de proteinas de superficie, asi como de
mecanismos de adaptacién frente a antivirales o a condiciones ambientales
desfavorables (Teixeira et al., 2009). Sin embargo se ha demostrado que el virus
resiste apenas algunos minutos fuera del hospedero y es susceptible a la mayoria

de los desinfectantes (Hosie et al., 2009).
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Figura 3 Organizacion del genoma del FIV. Los genes y LTRs se muestran a escala. El gen pol es traducido de ARN como
una proteina de fusién Gag/Pol a través de un marco de lectura. LTR: Long Terminal Repeat, MA: Matriz, CA: Capside, NC:
Nucleocdpside, PR: Proteasa; RT: Transcriptasa reversa; DU: dUTPasa; IN: integrasa. Modificado de Kenyon y Lever, 2011.
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Cuadro 1. Principales funciones de las proteinas del FIV

Gen Productos funcionales Principales funciones.
Gag Matriz Proteina estructural del virién
Capside Proteina estructural del virién

Nucleocapside

Pol Proteasa

Transcriptasa Reversa

Trifosfatasa Deoxiuridina (dUTPasa)

Integrasa

Vif Factor de infectividad viral.

orfA Marco abierto de lectura.

Rev Proteina reguladora de la expresion
del ARN viral.

Env Transmembrana y proteinas de

superficie (SU).

Recubrimiento del dcido nucleico.
Ruptura de los enlaces peptidicos de las
proteinas precursoras Gag y Gag-Pol, para

la posterior maduracion del virion.

Transcripcidén inversa del ARN gendmico
en ADN proviral.
Limitacion de la incorporacién errénea de

uracilo durante la transcripcion inversa.

Integracion del ADN proviral en el genoma
del hospedero.
Bloqueo de las citidina desaminasas de la

célula infectada.

Activacion transcripcional, en el control
del empalme y en la diseminacién de los

viriones.

Exportacion nuclear parcial de transcriptos

de ARN.

Unién del virién, asi como la entrada en

células blanco.

El FIV, como todos los Retrovirus, presenta los tres genes caracteristicos (env, gag y pol), ademas de algunos genes

accesorios (Vif, Orf A, Rev) los cuales codifican proteinas importantes con funciones necesarias en la replicacion del

virus. Tomado de Kenyon y Lever, 2011.
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2.2 Epidemiologia

Se ha descubierto que el FIV tiene un amplio rango de hospederos dentro de la
familia Felidae; la prevalencia de la infeccidbn depende del pais, edad, género y
riesgo de exposicion (Olmsted et al., 1992; Brown et al., 1994; Pedersen et al.,
1999).

El VIF se encuentra ampliamente distribuido en el mundo (Beatty, 2007; Yamamoto
et al., 2007). En todos los paises donde se ha buscado la infeccion ésta ha sido
confirmada. En la Figura 4 se muestran los paises donde ha sido confirmada la

infeccion asi como el subtipo correspondiente.

Los datos de prevalencia en gatos expuestos al FIV en diferentes regiones
geograficas son variables, sin embargo se reporta un intervalo del 1 al 22% (Spada
et al., 2012; Sukura et al., 1992; Dorny et al., 2002; Rypula et al., 2014; Tiao et al.,
2012; Chang-Fung-Martel et al., 2013).

En México sélo existen tres estudios que describen la enfermedad: el primero a
cargo de Morales-Ramirez, 1993, donde a partir de pruebas comerciales de
inmunocromatografia que detectan anticuerpos no se encontrd ningun caso positivo
al FIV; el segundo estudio fue realizado en Yucatan donde Ortega-Pacheco et al.,
2013, igualmente con pruebas de inmunocromatografia encontraron una
prevalencia de 2.5%, mientras que el tercer estudio (Marin et al., 2005) abarco

diferentes estados de la Republica obteniendo una prevalencia del 7.4%.
Cabe resaltar que ninguno de estos estudios detecté de manera directa al virus,

sino la presencia de anticuerpos contra el mismo.

En cuanto a la distribucion geografica, dependiendo del tipo genético se ha
demostrado que el subtipo A se encuentra altamente distribuido alrededor del
mundo (Weaver, 2010). El subtipo B ha sido reportado en EUA, Canada, Argentina,
Japén, ltalia, Australia y Alemania (Reggeti y Bienzle, 2004; Weaver, 2010). El
subtipo C ha sido identificado en Canada, Nueva Zelanda, Alemania, Japén,
Taiwan, Vietham, EUA y Sudafrica (Nakamura et al., 2003; Reggeti y Bienzle,
2004). Los subtipos D y E son menos comunes; se ha descrito el subtipo D en Asia,

especificamente en Japdén, Vietnam y Tailandia (Nakamura et al., 2003;
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Keawcharoen et al., 2006) y para el subtipo E s6lo ha sido reportado en Argentina
(Pecorato et al., 1996). Finalmente, el subtipo F ha sido identificado sélo en los
Estados Unidos de América (Weaver 2010).

Los estudios epidemioldgicos evidencian que la poblacion con mayor riesgo de
infectarse son los gatos machos callejeros con edades comprendidas entre los 5 y
10 anos; ademas, los gatos de raza indefinida demuestran un mayor riesgo de
infeccion respecto a los de raza pura (Gentile et al., 1996). Una importante via de
transmision es la inoculacién por mordedura de gatos infectados (eliminacion del
virus a través de la saliva) a gatos susceptibles, esto principalmente por las luchas
territoriales frecuentes entre gatos machos (Pedersen et al., 1999; Hosie y Beatty,
2007). La transmision vertical ocurre en el utero, durante el parto o a través del
calostro y la leche (O’neil et al., 1995; Hoover, 2003). Por otro lado, la transmision
oronasal y venérea no ha sido demostrada de manera natural, pero si de manera

experimental (Teixeira, 2010).

Cuadro 2. Prevalencia del FIV reportada en gatos domésticos de diferentes paises.

Pais Caracteristicas de la n FIV (+) Referencia
poblacién

EUA Mixta 2254 14% Yamamoto et al., 1989
EUA Feral 553 5.2% Luria et al., 2007
Reino Unido Clinicamente sanos 1007 6% Hosie et al.,2007
Finlandia Callejeros 196 6.6% Sukura et al., 1992
Alemania En necropsia 255 6% Holznagel et al., 1997
Italia Clinicamente sanos 203 11.3% Bandecchi et al., 2006
Espafia Clinicamente sanos 180 8.3% Arjona et al., 2000
Turquia Muestreo aleatorio 103 22.3% Yilmaz et al., 2000
Israel Enfermos 37 22% Harrus et al., 2002
Vietnam Gatos callejeros 54 22% Nakamura ef al., 2000
Taiwan Gatos esterilizados 75 4% Lin et al., 1995
Australia Clinicamente sanos 200 7.5% Malik et al., 1997
Australia Ferales 66 9% Winkler et al., 1999
Australia Enfermos 101 50% Gabor et al., 2001
México En necropsia 45 0% Morales-Ramirez, 1993
México Muestreo aleatorio 100 2.5% Ortega-Pacheco, 2013
México Muestreo aleatorio 500 7.4% Marin et al., 2005
n = nimero de gatos considerados en el estudio: FIV (+)= porcentaje de gatos infectados
por el FIV
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Figura 4. Distribucién geografica del FIV segun sus tipos genéticos. Se describen seis subtipos del Virus de
Inmunodeficiencia Felina (A-F), de los cuales el A y B estan ampliamente distribuidos en el mundo, mientras que el C, D
han sido reportados en pocos paises; el E sélo se ha reportado en Argentina y el F en el estado de Texas en Estados

Unidos (Stickney et al., 2013).
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1 Justificacion

En México existe escasa informacién sobre el FIV, donde se incluyen algunos
trabajos de identificacion serolégica por inmunocromatografia, no obstante, no se
tiene respaldo sobre la presencia a nivel molecular del Virus de Inmunodeficiencia
Felina. La inmunodeficiencia felina es una enfermedad que tiene presentaciones
clinicas inespecificas, comunmente relacionadas a inmunosupresion, por lo que se
vuelve importante detectar la causa primaria de ésta. Por otro lado, en la actualidad
la unica forma de diagnosticar la infeccion del FIV es por medio de pruebas
comerciales que so6lo detectan anticuerpos contra algunas proteinas virales. Debido
a esto es importante generar informacién sobre la presencia del virus en México,
asi como estudiar y sentar las bases para una mejora en las técnicas de
diagnostico locales. El presente trabajo pretende implementar una prueba de
deteccion a nivel molecular para identificar el FIV, determinar los factores de riesgo
inherentes a la enfermedad y complementar el conocimiento que se tiene de esta

infeccion en el pais.
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[l Hipotesis

En los gatos que habitan el area metropolitana de la Ciudad de México esta
presente el Virus de Inmunodeficiencia Felina y mediante el uso de la prueba de
Reaccion en Cadena de la Polimerasa es posible detectarlo de manera directa en
gatos clinicamente sanos lo que a la vez generara informacion para analizar

posibles factores de riesgo de la infeccion.

31



IV Objetivos

e General
o ldentificar la presencia de la infeccion por el FIV en gatos de la zona

metropolitana del Valle de México utilizando PCR.

e Particulares

o Disefar iniciadores para la técnica de PCR con la finalidad de
identificar ADN proviral en células mononucleares de sangre
periférica.

o Estandarizar las condiciones de la PCR para la deteccién del FIV.

o Establecer la prevalencia del FIV en una poblacion de gatos de la
zona metropolitana del Valle de México.

o Determinar algunos factores de riesgo implicados en la prevalencia

del FIV en este estudio.
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V Metodologia

1. Poblacion de estudio

El presente trabajo se realizd en el laboratorio de Virologia, Genética y Biologia
Molecular (L-504) de la Facultad de Estudios Superiores, ubicada en la Carretera
Cuautitlan-Teoloyucan Km. 2.5, San Sebastian Xhala, Cuautitlan Izcalli, Estado de

México.

El grupo de estudio se conformé por una poblacion de 100 gatos con
caracteristicas heterogéneas. Las muestras fueron obtenidas en colaboracion con
el Hospital de Pequefias Especies de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan
(HPE-FES-C) a partir de gatos clinicamente sanos que acudieron a vacunacion y
por otra parte de gatos remitidos al laboratorio donde los propietarios de manera
voluntaria accedieron a colaborar con el estudio. Los gatos al momento del
muestreo no presentaron signos clinicos sugestivos de la infeccion por el Virus de
Inmunodeficiencia Felina, ademas se generé un expediente clinico de forma

individual.

2. Procesamiento de las muestras

De cada gato se obtuvo una muestra de sangre completa (2ml) en tubos con EDTA
por puncion en la vena cefalica. Las muestras se centrifugaron para obtener dos
fracciones; de la fraccion liquida se obtuvo el plasma y de la celular se separé
mediante gradientes de densidad las células mononucleares de sangre periférica

siguiendo el protocolo de Gorodezky et al., 2009.

De las células mononucleares se extrajo el ADN total siguiendo las indicaciones del
kit comercial FavorGen®. EI ADN fue cuantificado y almacenado a -20°C hasta su

uso.

3. Reaccion en cadena de la polimerasa

Para el disefo de los iniciadores a utilizar en la PCR, se consideraron secuencias
del gen gag en la region de capside, tomando en cuenta lo descrito en la literatura y

las secuencias nucleotidicas de genomas completos del FIV disponibles en la base
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de datos del GenBank. Para el disefio se utilizaron los programas bioinformaticos
BioEdit y Primer3 Input, donde ademas se incluyeron bases degeneradas con el fin
de ampliar el espectro de deteccion considerando 6 subtipos reportados del FIV y
que los iniciadores se ubicaran en regiones conservadas. Por ultimo se emitio la
peticion comercial de sintesis al laboratorio Eurofins®, ubicado en Alabama,

Estados Unidos de América.

La mezcla de reaccion utilizada para la PCR fue: buffer 1X, 1.5mM de MgCly,
225uM de cada dANTP, 600nM de cada iniciador, 0.08 U/ul de Taqg ADN polimerasa
y 500ng de DNA por reaccion en un volumen final de 30ul. Las condiciones de la
PCR fueron las siguientes: desnaturalizacion inicial por 5 minutos a 94°C, seguido
por 45 ciclos a 94°C por 50 segundos; una hibridacién de 50°C por 30 segundos y
una extensién a 72°C por 40 segundos y un paso final de extensién a 72°C por 7
minutos en un termociclador Bio-Rad Gene Cycler™. Al finalizar la PCR el producto
fue analizado y separado por electroforesis en un gel de agarosa al 1.5%
conteniendo bromuro de etidio, el cual fue visualizado en un transiluminador con luz
UV (UVP® USA).

Las amplificaciones que comparadas con el marcador de pares de bases,

correspondieran a la altura de 511 pares de bases fueron consideradas positivas.
4. Analisis e interpretacion de los resultados

En base a los resultados obtenidos mediante PCR se clasific6 a la poblacion
estudiada en relacién a su resultado positivo o negativo a la prueba y a la vez se
dividi6 considerando caracteristicas demograficas como edad, raza, ubicacion
geografica, cohabitacion intraespecifica y acceso al exterior de la vivienda; datos
que mediante se sometieron a un estudio de hipétesis y analisis de varianza de dos
factores para cada caracteristica estudiada. Ademas se utilizé la informacién
referente al nimero y proporcion de positivos y negativos para estimar la

frecuencia de la infeccion y la prevalencia del virus en el area estudiada.
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VI Resultados

Las caracteristicas de la poblacion de estudio analizadas se estructuraron de la
siguiente forma: el 55% fueron machos y el 45% hembras; el intervalo etario fue:
37% de los gatos menores de un ano, 41% entre 1-4 afios, 10% entre 4-8 afos, 6%
entre 8-12 afos y 6% de gatos mayores de 12 afos. Respecto a la ubicacion
geografica, el 54% de las muestras provenian de gatos que habitan en el Distrito
Federal, mientras que el 46% fueron de gatos provenientes del Estado de México.
Estas caracteristicas, asi como los datos referentes al acceso al exterior se

muestran esquematizados en la Figura 5.

Estado Reproductivo Origen Geografico
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5%
Rango etario Acceso al exterior (por
8-1
afios semana)
Desconocido 0 dl’af dia
2 dias
<1 afio
5 dias
1-4 afios Diario

Figura 5. Caracteristicas de la poblacién estudiada. Se muestra la distribucién de los gatos evaluados en el estudio
considerando el estado reproductivo, el lugar de origen, el rango etario y el acceso al exterior en dias a la semana. La
informacién se obtuvo mediante un cuestionario respondido por los propietarios de los gatos.
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1. Caracteristicas de los iniciadores

Las caracteristicas de los iniciadores y la secuencia se muestran en el Cuadro 3.

Cuadro 3. Caracteristicas de los iniciadores disefiados para hibridarse al gen gag del FIV.

Nombre Secuencia (5’-3’) Longitud  Producto ™
(bases) esperado
TGlgag FIV TAGGAGGTGTCGAAGTTCAACTAT 24 511 pares de 59.3
5 bases. —
Rutigag Rv FIV GTACTCTCTTGYTTAAGRTG 20 61.2

2. Reaccion en cadena de la polimerasa

Se estandarizo la técnica de PCR utilizando como molde ADN proviral derivado de
células mononucleares de sangre periférica de gatos domésticos infectados por el
FIV. Los productos positivos amplificaron bandas de un tamafo de 511 pares de
bases nucleotidicas. Del total de las 100 muestras de ADN evaluadas por PCR se
obtuvo en un 24% de ellas resultados positivos. En la Figura 6 se observa un gel
de agarosa donde se puede apreciar una amplificacion positiva mientras que en la
Figura 7 se aprecian en porcentajes los resultados obtenidos en la PCR para
detectar ADN proviral del FIV .
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1000

500

100

Figura 6. Gel de agarosa donde se muestra un ejemplo de resultados positivos a la PCR del gen gag del FIV. Deteccién de
ADN proviral en células mononucleares de gatos por PCR, mostrando los productos de amplificacion obtenidos para la
region genética gag del FIV. Mpb: marcador de pares de bases; C-: control negativo; C+: control positivo; 1y 2: muestras
de gatos no infectados; 3 y 4: muestras de animales positivos.
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3. Frecuencia y prevalencia

Por la relacién de los resultados obtenidos en la PCR (Figura 7) se reporta una
frecuencia de 24/100 para la infeccion por el FIV, por lo que la prevalencia del FIV
en el area metropolitana de la Ciudad de México es de 24%

Porcentaje

Figura 7. Relacion de resultados de la PCR basada en la regidn genética gag del FIV en una poblacién heterogénea de 100
gatos. Se encontraron resultados positivos en 24% de la poblacién.
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Figura 8 Relacion de los resultados obtenidos en la PCR con los rangos etarios. Se determind el rango etario como
potencial factor de riesgo para la infeccién por el FIV. Es de destacarse la proporcion mayor de gatos infectados en las
edadesde 1 a4 (26.8%) y de 4 a 8 afios (90%).

4. Potenciales factores de riesgo

Mediante una prueba de hipodtesis y un analisis de varianza de dos factores con
una sola muestra por grupo realizada en la caracteristica de la poblacion referente
al rango etario se encontré una significancia estadistica comparando los positivos
contra los negativos a la prueba. Ademas destaca que en los rangos la clase donde
se ubico el mayor porcentaje de gatos infectados fueron entre 1-4 afios con 26.8%
de los gatos con resultado positivo, mientras que de 4-8 anos el 90% de los gatos

resultaron infectados (Figura 8).

En cuanto al género, los machos presentaron mayor proporcién de casos positivos
(31%) comparados con las hembras (15.5%) (Cuadro 4) y se observé una alta

influencia en los resultados respecto a la cohabitacion con otros felinos (Cuadro 5).

El analisis estadistico de varianza demostré una diferencia significativa en los
factores de riesgo asociados al acceso al exterior, cohabitacion con otros gatos y

género (Cuadro 6).
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Cuadro 4. Relacidon entre el rango etario, género, acceso al exterior,
region geografica y raza con los resultados obtenidos mediante PCR para

detectar ADN proviral del FIV.

Edad Total de gatos Provirus (+)
<1 afio 37 2
1-4 afios 31 11
4-8 afios 20 9
8-12 afos 6 2
>12 afios 6 0
Género

Macho (completo) 50 15
Macho (castrado) 5 2
Hembra (completa) 35 5
Hembra (esterilizada) 10 2
Acceso al exterior (por semana) n=76*

1 dia 2 0
2 dias 7 4
5 dias 15 5
Diario 36 13
Sin acceso 40 2
Estado de México 54 12
Distrito Federal 46 12
Raza Pura 4 1
Sin raza 96 23

Resultados obtenidos en la poblacién de gatos de estudio y su correlacién con la deteccion
de provirus del FIV.
*De los 100 gatos del estudio, solo 76 estuvieron expuestos al exterior.



Cuadro 5. Relacion entre gatos positivos a provirus del FIV y su convivencia con

otros gatos.

Numero de gatos Numero de gatos con los que

Deteccion de provirus

convive
18 0 1
20 1 1
9 3 3
16 5 4
37 Mas de 5 15

Numero de gatos en convivencia en un mismo habitat de la poblacion total de estudio en correlacion
con la deteccion de ADN proviral del FIV. Los datos de convivencia se obtuvieron de un cuestionario

realizado a los propietarios de los animales.

Cuadro 6. Resultados del analisis de varianza de dos vias de los factores de riesgo

estudiados.

Prevalencia FIV (+) FIV (-) P

del FIV
Raza pura 1% 1/24 (4%) 3/76 (4%) 0.78
Raza indefinida 23% 23/24 (96%) 73/76 (96%)
Sin acceso al exterior 2% 2/24 (8%) 36/76 (47%) <0.05*
Con acceso al exterior 22% 22/24 (92%) 40/76 (53%)
Sin cohabitacidén con 1% 1/24 (4%) 18/76 (24%) <0.05*
otros gatos
En cohabitacién con 23% 23/24 (96%) 58/76 (76%)
otros gatos
Estado de México 12% 12/24 (50%) 42/76 (55%) 0.28
Distrito Federal 12% 12/24 (50%) 34/76 (45%)
Macho 17% 17/24 (70%)  38/76 (50%)  <0.05*
Hembra 5% 7/24 (29%) 38/76 (50%)

* Estadisticamente significativo
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Vi Discusion

La poblacién de estudio analizada en el presente trabajo fue conformada por cien
gatos domésticos muestreados aleatoriamente y ubicados en dos regiones
geograficas bien definidas (Distrito Federal y Estado de México). Se evalud la
frecuencia de infeccion mediante la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa

y se analizaron los factores de riesgo asociados a la infeccion del FIV.

Solo se han realizado tres estudios realizados en México, sin embargo fueron
desarrollados utilizando pruebas comerciales de inmunocromatografia que detectan
anticuerpos. El primer estudio (Morales-Ramirez, 1993) se desarrollé en el Distrito
Federal y Estado de México donde no se encontré positividad al FIV; el segundo
estudio (Ortega-Pacheco et al., 2013) reporta una prevalencia del 2.5% vy el tercer
estudio (Marin et al., 2005) de 7.4%. Los resultados de las pruebas de
inmunocromatografia no son concluyentes debido a que en etapas tempranas de la
infeccion no se ha montado la respuesta inmunoldgica, o bien en la etapa final el
sistema inmune se encuentra deprimido por lo que la produccion de anticuerpos
puede ser nula (Hosie y Beatty, 2007; Hayward y Rodrigo, 2010; Ammersbach y
Bienzle, 2011; Chang-Fung-Martel, 2013).

La PCR disenada en este trabajo detectoé la presencia del virus en gatos del centro
del pais, ademas identifico un porcentaje de positividad ligeramente superior a los
trabajos realizados en otros paises, con la excepcion de Materazzi (2011), quien
detectd un 35% de prevalencia en Argentina. Por otro lado se registran en otras
investigaciones que los valores de deteccion de ADN proviral son altamente
variables, por ejemplo en Italia se reporta una prevalencia del 7% (Spada et al.,
2012), en Finlandia del 6.6% (Sukura et al., 1992), en Bélgica de 11.3% (Dorny et
al., 2002), en Polonia de 4.2% (Rypula et al., 2014), 5% en los Estados Unidos y en
Australia del 10.4% (Chang-Fung-Martel et al., 2013); es importante mencionar que

en estos estudios la region genética estudiada se encontraba dentro del gen env.

En el estudio realizado por Teixeira, 2010 en un grupo heterogéneo de gatos y en
el cual se disefidé una PCR para detectar provirus del FIV, se encontré un 23% de
gatos positivos en la PCR, lo cual fue altamente concordante con la prevalencia
encontrada en el presente trabajo (24%), sin embargo de igual forma el estudio
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citado fue desarrollado basandose en amplificaciones de productos dentro del gen

env.

En los trabajos descritos por Dorny et al. (2002) y Rypula et al. (2014) fueron
utilizados iniciadores disefiados en el gen env, mientras que Spada et al., 2012 y

Tiao et al., 2012 lo hicieron con iniciadores disefiados en el gen gag.

En el presente estudio se disefiaron iniciadores para detectar la region de capside
en el gen gag, encontrandose una diferencia superior del 7% en la deteccién de
ADN proviral en esta region genética comparado con lo reportado por Spada et al.,
2012 y del 5% en comparacion por lo descrito por Tiao et al., 2012; esto puede ser
explicado debido a que en la PCR descrita en el presente estudio el diseno fue
complementado con el empleo de bases degeneradas con el fin de ampliar el
espectro de deteccion del provirus, considerando que existen 6 subtipos diferentes
del FIV. El establecimeinto de la PCR en el gen gag se justifica dado que es uno de
los genes de los retrovirus que presenta un menor numero de mutaciones y se

considera conservado.

Con excepcion de Ammersbach et al., 2013 que utiliz6 una PCR cuantitativa
encontrando una frecuencia de 23/29 gatos positivos al FIV, los demas estudios
consultados utilizan una técnica de PCR convencional, también conocida como
PCR punto final.

En las técnicas descritas por Stickney et al., 2013 y Weaver, 2010 se emplearon
1000ng como molde de gADN para el desarrollo de la PCR, sin embargo en el
presente trabajo se encontré que el uso excesivo de molde de gADN limitaba la
concentracion del producto en los amplificados finales, por lo que se determiné que
la cantidad adecuada para esta técnica molecular deberia de ser de 500ng de ADN
total, de tal manera que si esto se toma en cuenta para futuras investigaciones se

puede conseguir un mejor rendimiento en las muestras de ADN.

Otra diferencia encontrada en la deteccién de ADN proviral entre el presente
estudio y otros trabajos realizados en diferentes paises pudiera radicar en que en la

region geografica estudiada posee una alta presencia de la infeccion por el FIV,
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dado que la deteccion del provirus fue mas elevada que lo reportado en la mayoria

de los paises que han estudiado al lentivirus de gato.

Existen diversos factores involucrados en la eficacia de la técnica de PCR como
son la especificidad de los iniciadores, la calidad y pureza del ADN, la etapa de la
infeccion en la que se encuentren los animales y ademas la fuente de ADN proviral.
En el presente trabajo, al igual que en otros estudios reportados, se realizd la
obtencién de ADN total a partir de células mononucleares de sangre periférica
debido a que en este grupo celular se puede encontrar una alta cantidad de
linfocitos, una de las principales células blanco especificas que infecta el FIV
(Weaver et al., 2010). Tal como se ha demostrado en estudios en los que se ha
determinado la carga viral de ADN/ARN y se ha encontrado que los linfocitos son
infectados predominantemente, no asi los monocitos y granulocitos (Spada et al.,
2012; Tiao et al.,, 2012). Las células mononucleares de gatos infectados no
siempre se encuentran con una alta carga viral disponible para el diagndstico, esto

depende de la fase patogénica de la enfermedad (Teixeira, 2010).

El grupo de gatos del estudio fue una poblacién totalmente heterogénea, las
caracteristicas del grupo dividieron a los animales respecto a: a) region geografica
b) género c) edad d) acceso al exterior f) cohabitacion con otros gatos. Todas estas
variables han sido evaluadas en otros estudios similares (Ammersbach y Bienzle D,
2011; Weaver et al., 2010; Tiao et al., 2012; Teixeira et al., 2010) en los cuales
determinan que son factores de riesgo para la infeccion por el FIV. Considerando la
region geografica, se encontré que el numero de gatos infectados en el Estado de
México (60%) fue mayor que en el Distrito Federal (40%), esta diferencia puede
radicar en el numero de animales muestreados procedentes de ambas regiones
54% y 46% respectivamente, por otro lado, el tipo de vivienda y el estilo de vida de
la poblacién felina del Distrito Federal puede ser determinante en la densidad de
poblacién de gatos, sin embargo no es posible corroborar esta informacién dado

gue no existen censos disponibles de la poblacién de gatos en ambas entidades.

El analisis estadistico generado a partir del registro de datos de la poblacion felina
de estudio y su correlacion con los factores de riesgo muestra que los machos
(27% infectados) tienen un mayor porcentaje de infeccién con el FIV respecto a las
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hembras (13%), lo cual concuerda con otros estudios similares (Teixeira, 2010;
Stickney et al., 2013). En el analisis estadistico realizado por intervalo etario no se
encontré una diferencia significativa, aunque fue evidente que la poblacién con una
mayor cantidad de animales infectados se ubicé en gatos mayores a 3 afios,
posiblemente esto radique en la convivencia entre animales de esta edad, ademas
de que estos resultados provienen de animales que comunmente tienen acceso a
la calle. La transmision de la enfermedad es facilitada por la convivencia con otros
gatos, el acicalamiento mutuo, las peleas territoriales y la promiscuidad

caracteristica de la especie (Nakamura et al., 2003; Keawcharoen et al., 2006).

El analisis hecho respecto al numero de gatos que conviven entre si en grupos
sociales definidos demostré que la infeccion por el FIV fue mayor en gatos que
conviven en grupos que involucran a mas de cinco individuos, demostrando
significancia estadistica; este factor no se encontréo en otros ensayos hechos en
Iberoamérica (Teixeira, 2010). Respecto a la deteccidon de provirus del FIV, fue
relevante que en la poblacion de estudio, tanto en las hembras como en los
machos con una mayor frecuencia de acceso al exterior por semana, se incrementé
la frecuencia de deteccion de individuos infectados con el FIV. Ademas del acceso
al exterior y la convivencia entre poblaciones de gatos, es importante también
considerar la densidad de poblacion y el hacinamiento, lo cual resulta en estrés,

mala higiene y un mayor contacto directo entre los gatos (Hosie et al., 2009).

El presente estudio pretende mostrar que una evaluacién inicial con la técnica de
PCR como método de diagndstico para detectar la infeccion por el FIV en México
es adecuada, ya que por ahora el unico método de diagndstico utilizado en el
ejercicio clinico es la inmunocromatografia en sus presentaciones comerciales, lo
que implica la dependencia hacia estas pruebas de origen extranjero; por otro lado
la interpretacion de los resultados de estos kits debe ser cuidadosamente
analizada. Cuando se encuentra un resultado positivo en un animal con bajo riesgo
de infeccidon, por ejemplo, un gato sin acceso a la calle, el resultado debe ser
confirmado con otras pruebas, como el Western blot. El resultado positivo en un
gato perteneciente a un grupo de alto riesgo (gato macho, adulto, con acceso a la
calle) tiene un alto valor predictivo positivo. Los resultados falsos negativos pueden
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ser encontrados en la fase terminal de la enfermedad en animales con titulos bajos
de anticuerpos, esto como consecuencia de la inmunodeficiencia o en casos de
infecciones recientes, donde no haya ocurrido la seroconversion. Muchas veces
existe un lapso de tiempo de varios meses después de la infeccion para poder

obtener un resultado positivo en las pruebas serologicas.

A partir de los resultados del presente estudio, se demuestra que la prevalencia del
FIV es elevada entre los gatos del Estado de México y esta influenciada
significativamente por factores de riesgo relacionados con la demografia, el estado
de salud del gato, edad, el género, el comportamiento y tipo de hogar, los cuales
son elementos importantes para determinar la condicion de salud de los felinos. La
presencia del FIV en México sugiere la necesidad de un mayor uso de medidas de
control especificas, tales como la deteccion temprana de la infeccion y cuando ésta
sea positiva, implementar medidas de proteccidn para el gato infectado como para
otros gatos. Como la mayoria de los factores de riesgo identificados en el presente
estudio son similares a los descritos en otras partes del mundo (Crawford y Levy,
2007; Hosie, 2009; Teixeira, 2010), es posible entonces adoptar e implementar las
actuales practicas recomendadas por otros investigadores, para mejorar las

estrategias de control y prevencion en los gatos domésticos del pais.

La identificacion del subtipo del virus predominante en la regién y el conocimiento
de la diversidad genética de las cepas o variantes circulantes, son fundamentales
para la produccién y validacién de pruebas diagndsticas, principalmente aquellas
que se basan en la deteccion de material genético; es por ello que la tendencia
actual en el diagndstico molecular de los retrovirus tiende a estar relacionada con la
diversidad genética de los mismos, por lo que al momento de disefar y
estandarizar una prueba se debe tener en cuenta esta variacién, por ejemplo con la
utilizacion de oligonucleétidos que, ademas de ser ubicados en regiones
conservadas, contengan bases degeneradas, esto con la finalidad de ampliar el
espectro de deteccién al momento de la hibridacion. La ligera desventaja de utilizar
iniciadores con bases degeneradas es el requerimiento de personal con
conocimiento de manejo de software especializado en la manipulacion de

secuencias y analisis in silico.
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A pesar de que los gatos en la poblacion de estudio fueron aparentemente sanos al
momento del muestreo, una cuarta parte de la poblacion resultd estar infectada, si
bien esto podria resultar contrastante respecto al hecho de que no mostraban
signos clinicos, estos hallazgos fueron también descritos por Teixeira en S&o
Paulo, en 2010.

Es necesario un estudio que involucre la secuenciacion de los productos
amplificados y la comparacion de las secuencias resultantes con las reportadas en
el GenBank con el fin de corroborar la infeccion por el FIV, asi mismo esto
permitiria realizar un analisis filogenético que otorgaria informacién sobre los tipos

genéticos presentes en gatos del centro de México.

Con la determinacion de los subtipos presentes, seria posible evaluar la probable
correlacion de algunos de estos con presentaciones clinicas o con factores
relacionados a la patogenia como se ha realizado con otras enfermedades

lentivirales (Stickney, 2013).

De igual manera, es conveniente evaluar los resultados del presente trabajo con
resultados obtenidos en estudios seroloégicos de los mismos animales, con el fin de
evaluar especificidad y sensibilidad de la técnica de PCR, como se ha realizado

con otras enfermedades retrovirales de felinos (Autran, 2014).
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VIl Conclusiones

Se detectd el provirus del FIV en células mononucleares de sangre periférica de
gatos utilizando la técnica de PCR punto final gracias al disefio de una pareja de

iniciadores que hibridan la regién de capside del gen gag.

La prevalencia de la infeccién por el FIV en el area metropolitana de la Ciudad de
México fue de 24%

Destacan como potenciales factores de riesgo para la infeccién por el FIV el género

masculino, la cohabitacién intraespecifica y el acceso al exterior del domicilio.

Este es el primer estudio orientado a la deteccidn directa del FIV en México.

48



IX Perspectivas

Basado en los hallazgos de este trabajo es necesario profundizar en la
secuenciacion nucleotidica de los productos amplificados para determinar los

genotipos virales prevalentes en el pais.

Disefiar PCRs en base a otras regiones genéticas del virus.

Realizar un estudio epidemiolégico mas amplio para identificar la prevalencia real

de la infeccion por el FIV en las principales regiones del pais.
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APENDICE

Ejemplo del documento que se utilizO para la recaudacion de datos

demograficos.

HISTORIA CLINICA

NOMBRE RAZA: EDAD:

SEXO: PESO: COLOR:

NOMBRE DEL PROPIETARIO:

DIRECCION:

TELEFONO: CORREO ELECTRONICO:

FAVOR DE DESCRIBIR EL NUMERO DE GATOS EN LA VIVIENDA'Y EN CONVIVENCIA, S| SALE POR LAS NOCHES
FUERA DE CASA, ESPECIFIQUE

ALOJAMIENTO: (# GATOS QUE VIVEN JUNTOS) (#GATOS EN CONVIVENCIA)

SALE AL EXTERIOR DE SU VIVIENDA CUANTAS VECES POR SEMANA

ALIMENTACION:

VACUNACION (CONTRA QUE), FECHA APROXIMADA:

DESPARASITACION: ESTERILIZADO Y/O CASTRADO:

SIGNOLOGIA:

TRATAMIENTOS:

Dx PRESUNTIVO:

DxLABORATORIO:

SUERO PLASMA PMN SALIVA L.VAGINAL L.PREPUCIO
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Protocolo de extraccion de células mononucleares (Lisis y obtencion de

nucleos)

Método de Gorodezky et al, 2009.

1.

Centrifugar el tubo con anticoagulante a 3000rpm durante 15 minutos para la
separaciéon de plasma.

Transferir con una pipeta el plasma y la capa blanca transferirla
cuidadosamente con una pipeta Pasteur a un tubo Falcon de 14ml.

Agregar solucion de lisis hasta llenar el tubo, agitar con el Vortex
suavemente por un minuto.

Centrifugar a 3000rpm durante quince minutos, desechar cuidadosamente el
sobrenadante mediante decantacion.

Repetir los pasos 3 y 4 hasta que queden las células blancas o libres de
eritrocitos; generalmente con dos repeticiones es suficiente.

Si es necesario al paquete de células blancas se le puede agregar agua
bidestilada para lisar los glébulos rojos restantes..

Se homogeniza y centrifuga a 3000rpm durante quince minutos.

8. Se decanta y se agrega la mitad de PBS, se vuelve a homogenizar y se

centrifuga por 15 minutos.
Se decanta y se recupera entre 200 y 300 pl de la pastilla del fondo y se
coloca en un tubo Eppendorf estéril a -20°C, se etiqueta y se almacena

hasta su uso.
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Protocolo de extraccién de ADN gendmico

Minikit para extraccion de ADN gendémico en tejidos

Introduccion

Es un kit comercial que ofrece un método rapido y econdmico para purificar ADN
total de muchos tipos de tejido animal. Algunos protocolos especialmente
modificados son desarrollados para otras muestras como bacterias, tejidos fijados y
levaduras. Esta tecnologia primero lisa las células y degrada la proteina usando
sales caotrdpicas y proteinasa K, luego se captura el ADN mediante membranas
basadas en silice, se lava con buffer de lavado que contiene etanol y después se

eluye con una solucion baja en sales o agua bidestilada.

Comparado con otros procedimientos mas complejos y que requieren mayor tiempo
para realizarlos, dicho kit acorta el tiempo del procedimiento en menos de una hora
(el tiempo de lisis varia dependiendo del tipo de tejido procesado). El tamafio del
ADN purificado es por arriba de 50KB. La mayor longitud del ADN mejora la

eficiencia durante la reaccion de PCR.

Protocolo general

PASO 1

Para células en crecimiento o en suspension: se transfiere un tubo completo con

células a un tubo Eppendorfy se centrifuga a 4000rpm por 15 minutos.
Se remueve cuidadosamente el sobrenadante.

1. Se agregan 200ul de buffer FATG1, se homogeniza la muestra de tejido y se

procesa con el micropestillo.
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PASO 2: LISIS

2.

Se agregan 20ul de Proteinasa K (10mg/ml) a la muestra obtenida. Se
mezcla generosamente por agitacion.

Se incuba a 60°C por quince minutos con la finalidad de que el tejido se lise
completamente.

Se centrifuga brevemente (spin) el tubo para remover los residuos de la
tapa.

Se agrega 200ul de buffer FATG2 a la muestra y se mezcla a fondo por
homogenizacion e incubar a 70°C por 10 minutos.

Se centrifuga brevemente el tubo para remover las gotas de la tapa; si existe
material insoluble presente se centrifuga a maxima velocidad y se transfiere

el sobrenadante a un tubo nuevo.

PASO 3: UNION AL ADN

Se agrega 200ul de etanol grado biologia molecular a la muestra y se
homogeniza la mezcla.

Se centrifuga brevemente el tubo para remover las gotas de la tapa.

9. Se coloca una minicolumna de FATG en un tubo colector, se transfiere la

mezcla de la muestra (incluyendo cualquier precipitado) cuidadosamente a

la columna.

10. Se centrifuga por un minuto y se desecha el fluido que paso a través de ella,

después se coloca la columna FATG en un tubo nuevo.

PASO 4. LAVADO

11.Se lava la columna FATG con 500ul de buffer W1, se centrifuga por un

minuto y se desecha el liquido restante. Es importante asegurar que el

etanol fue afadido por primera vez al buffer W1.
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12.Se lava la columna FATG con 750pl de buffer de lavado y se centrifuga por
un minuto; se desecha el restante y se centrifuga la columna adicionalmente

por tres minutos para secar la misma.
PASO IMPORTANTE.

Este paso evita el liquido residual que inhibe las reacciones enzimaticas

subsecuentes.

PASO 5. ELUCION DEL ADN (HOMOGENIZACION)

13.Se coloca la columna FATG en un tubo de elucion y se afade 25ul de buffer
de elucién o agua desionizada (pH 7.5-8.5) al centro de la membrana de la
columna, se deja reposar por tres minutos.

14.Se centrifuga por dos minutos para eluir el ADN total en un volumen final de
25ul. Para una elucion efectiva, asegurese que la solucion de elucion sea
colocada en el centro de la membrana y se absorba por completo. Si la
muestra tiene baja cantidad de células, reduzca el volumen de elucion para

incrementar la concentracion de ADN.
Repetir el paso 14 por tres ocasiones.

15.Se puede conservar el ADN total a 4°C o -20°C.
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Protocolo de la técnica de PCR para detectar una fraccion de la region de

capside del gen gag del virus de inmunodeficiencia felina.

Concentraciones requeridas para la reaccion.

Reactivo Concentracion
Buffer* 1x

MgCl,* 1.5mM
Iniciador (Forward)** 600nM
Iniciador (Reverse)*™* 600nM
Deoxinucleétidos trifosfato*** 225uM

Taq ADN polimerasa* 0.08 U/ul

Volumen final de reaccién: 30ul
ADN molde: 500ng

*Laboratorio Kapa Biosystems®
** | os iniciadores fueron sintetizados en el laboratorio Eurofins®

***Laboratorio MP®
Protocolo establecido por Gonzalez Fernandez, 2015
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Condiciones requeridas para la PCR para detectar una fraccion de la region

de capside del gen gag del virus de inmunodeficiencia felina

Desnaturalizacién inicial

5 minutos - 94°C

45 Ciclos
Desnaturalizacion 94°C — 50s
Hibridacién 50°C — 30s
Extension 72°C —40s

Extensioén final

72°C — 7min

Protocolo establecido por Gonzalez Fernandez, 2015
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Fear leads to anger
Anger leads to hate

Hate leads to suffering

Antiguo Proverbio Jedi
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