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ABREVIATURAS UTILIZADAS

°C Grados centigrados
uL Microlitro
uM Micromolar

ADN Acido desoxidoribonucleico
ARN Acido ribonucleico

EDTA  Acido etilendiaminotetraacético
ELISA  Ensayo inmuno enzimatico

env Gen codificante para componentes de la envoltura viral
FOCMA Antigeno de membrana asociado con el oncornavirus felino
gag Gen viral del antigeno asociado a virus

gp70 Proteina de envoltura viral que define al subgrupo

LeVF Leucemia viral felina
LTR's  Long terminal repeats
MgCl,  Cloruro de magnesio

mL Mililitro

mM Milimolar

plO Proteina estructural interna de virus
pl2 Proteina estructural interna de virus
pl5c Proteina estructural interna de virus
pl5e Proteina transmembrana viral

p27 Proteina estructural interna de virus
pb Pares de bases

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa
pol Gen viral especifico de la RT

rpm Revoluciones por minuto

RT Enzima transcriptasa reversa

RT-PCR PCR transcriptasa reversa
SIDA Sindrome de inmunodeficiencia adquirida



1. RESUMEN

LOPEZ DEL PRADO FRANCISCO GERARDO. Deteccion del ADN proviral del virus
de leucemia viral felina por medio de reaccidén en cadena de la polimerasa a partir de
muestras sanguineas de gatos con viremia (bajo la direccion de: Dra. Laura Cobos
Marin y MVZ Liliana M. Valdés Vazquez).

A la infeccidn por el virus de leucemia viral felina, un retrovirus de distribucién mundial, se
asocian diferentes patologias que van desde tumores (linfoma y leucemia), anormalidades
hematologicas (anemia, anormalidades leucocitarias y plaquetarias) e inmunosupresion. Esta
ultima deriva en infecciones secundarias.

El diagnostico de la enfermedad se lleva a cabo principalmente por ensayos
inmunocromatograficos debido a su practicidad y disponibilidad. Estos son eficientes solo en
el estado de viremia activa, debido a que se detecta la proteina p27 del virus, la cual es
producida en grandes cantidades en células infectadas durante la replicacion viral. Estas
pruebas se realizan a partir de muestras de suero o plasma. Otras metodologias para el
diagnostico son la inmunofluorescencia directa en frotis sanguineos, aislamiento viral, asi
como la reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR), que detecta el ARN en una RT-PCR o el
ADN viral (provirus) en la célula infectada.

En el presente estudio se utilizo la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) punto final para
detectar el provirus integrado al material genético de las células sanguineas infectadas en 59
especimenes de sangre con EDTA. Estos fueron obtenidos de animales positivos al ensayo
inmunocromatografico que detecta la proteina p27. Del total de muestras analizadas el 71 %
(42 muestras) presentaron un amplificado en la PCR correspondiente a un segmento de U3
LTR del provirus de LeVF, mientras que 29 % (17 muestras) no presentan amplificacion
alguna. A su vez, de las muestras con amplificacion 28 (67%) presentan un tamafio de
amplicon de 235 pares de bases mientras que, 14 de ellas (33%) amplificaron un producto
mayor a 235 pb (aproximadamente 246 pares de bases) utilizando las mismas condiciones en

la programacion en el termociclador y los componentes para la reaccion asi como los primers.



2. INTRODUCCION

El virus de la leucemia viral felina (LeVF) pertenece al género gammaretrovirus, el cual
presenta su material genético conformado por ARN de cadena simple. Es un virus envuelto
causante de una gran variedad de signos clinicos tales como; tumores (como linfoma,
leucemia), desérdenes hematoldgicos (anemia, anormalidades leucocitarias —leucopenia- y
plaquetarias —neutropenia-) e inmunosupresion esta ultima deriva en infecciones secundarias’
2.

El virus tiene una distribucién mundial, en México se reporta una prevalencia del 7.5 %", en
Norteamérica (lugar de donde se obtiene la mayor informacién) de 2.3% *, en Canada 3.44%’,
mientras que en Australia se reporta hasta del 7% de seroprevalencia ®. Todos estos resultados
en pruebas que detectan el antigeno p27 en suero.

El diagndstico de este agente se realiza principalmente por medio de ensayos
inmunocromatograficos los cuales son eficientes s6lo en el estado de viremia activa, debido a
que se detecta la proteina p27, la cual es producida en grandes cantidades durante el proceso
de replicacion viral en células infectadas. En estas técnicas resultan Utiles muestras bioldgicas
como suero y plasma para realizar la prueba " *. Otros métodos para el diagndstico son:
ELISA’, aislamiento viral e inmunofluorescencia en frotis sanguineo'".

Por otra parte, diversos autores han utilizado técnicas moleculares como la RT-PCR, RT-PCR
en tiempo real para la deteccion de ARN viral tanto en sangre como en muestras de saliva,
ademas de PCR en tiempo real, PCR y PCR anidada para la deteccion del ADN proviral. Estas
técnicas han sido comparadas con los procedimientos de rutina que se utilizan para el
diagnéstico de la  enfermedad (ELISA, ensayos inmunocromatograficos e
inmunofluorescencia) y han demostrado tener mayor sensibilidad y especificidad ademas de
tener la capacidad de detectar infecciones latentes. Para ellas se pueden utilizar diferentes
especimenes como tejidos (bazo, higado, glandula salival, linfonodos) asi como orina y heces

.12 13- 14 “Estas téenicas dirigidas al provirus

ademas de poder realizarse en felinos salvajes
tienen la capacidad de amplificar regiones de algin gen, por ejemplo el gen pol, region
altamente conservada® o pueden estar dirigidas hacia algin fragmento de potenciadores

(enhancer) que se encuentran dentro de las LTR’s (Long terminal repeats)'. Estas tienen la



capacidad de detectar infecciones en estado de latencia y de no tener reaccion ante oncogenes
endégenos'”.

Debido a que los retrovirus se encuentran dentro de los genomas de las células infectadas,
ademas de tener mecanismos de escape a los efectos de farmacos antivirales y a la respuesta
inmune del hospedero, es necesario considerar las alteraciones provocadas por la infeccion de
estos agentes y que son necesarias tratar. Dependiendo de esto la terapia puede diversificarse
y debe ser enfocada a la presentacion de los signos clinicos, es por ello que los costos por el
tratamiento de los animales enfermos pueden variar. Ademds de la terapia antimicrobiana
podemos encontrar el uso de los siguientes farmacos: inmunomoduladores como el interferén
alfa el cual es de origen humano pero que también es usado en gatos, el interferén omega de
origen felino, asi como el levamisol (antihelmintico) el cudl se considera por tener actividad
inmunomoduladora'® .

La finalidad del presente estudio fue evaluar mediante una prueba de PCR punto final los
resultados positivos obtenidos en pruebas inmunocromatograficas en muestras sanguineas,
para establecer esta metodologia como prueba diagnostica. Lo anterior, debido a que ha
demostrado tener mayor confiabilidad en los resultados y a que es capaz de detectar el
material genético del agente causal de la leucemia viral felina en cualquier etapa de infeccion
incluyendo los estados de latencia.

Dentro de este contexto el presente trabajo planted como objetivo amplificar mediante PCR un
segmento del ADN proviral del virus de leucemia viral felina contenido en las LTR’s a partir

de 59 muestras sanguineas de gatos domésticos, las cuales previamente fueron probadas con

un ensayo inmunocromatografico de la marca Anigen® que detecta el antigeno p27.



3. REVISION DE LA LITERATURA

3.1 Epizootiologia

Dentro de los agentes infecciosos mas comunes que afectan a los gatos domésticos se
encuentran bacterias tales como Chlamydophila felis, Bordetella bronchiseptica, Mycoplasma
haemofelis (Haemobartonella felis tanto en su forma hemotropica como la no hemotrépica),
Streptococcus sp, Staphylococcus sp asi como los virus causantes de la panleucopenia felina
(parvovirus felino), el virus de la peritonitis infecciosa felina (coronavirus felino), el
herpesvirus felino, los retrovirus como el virus foamy felino (género spumavirus), el virus de
la inmunodeficiencia felina (género lentivirus) y el virus de la leucemia viral felina (género
gammaretrovirus). El virus de la leucemia viral felina tiene una distribucién mundial, es
causante de enfermedades neoplasicas (linfosarcomas) asi como no neoplésicas (desérdenes
hematologicos como anemia), e inmunosupresion'” . Afecta tanto a felinos domésticos como

félidos salvajes'™ .

El agente causal de la leucemia viral felina, fue descrito por William Jarrett y colaboradores en
el afio de 1964 cuando observaron las particulas virales unidas a la membrana de linfoblastos

malignos en un gato con linfoma'”.

Ademas de ello, este agente es un importante modelo en la investigacion de tumores y el

SIDA en humanos'® %%,

3.2 Caracteristicas del virus

El virus es un agente exdgeno y pertenece a la familia Retroviridae, subfamilia
Orthoretrovirinae, género gammaretrovirus, es un virus ARN de cadena simple, envuelto'.
Estd dividido en subgrupos: LeVF-A, LeVF-B, LeVF-C y LeVF-T, este tltimo tiene gran

capacidad citolitica para linfocitos T y causa una inmunosupresion severa'® *' 2> 2y



actualmente se ha reconocido un retrovirus recombinante denominado subgrupo D**. Estan
clasificados con base en su interferencia y habilidad de replicarse en tejidos no felinos® todos
ellos relacionados inmunolégicamente. Solo el subgrupo A es infeccioso y transmitido
horizontalmente de forma natural, mientras que los demas son desarrollados in NOVO en gatos
infectados con el subgrupo A, por mutacion o recombinacion del mismo con secuencias
retrovirales enddgenas contenidas normalmente en el ADN felino'’. Este es el caso del virus
del sarcoma felino, el cual también es una recombinaciéon de LeVF-A con proto-oncogenes
(genes celulares asociados a tumores) e igualmente es generado in NOVO en gatos infectados

con el subgrupo A®.

Cuadro 1. Subgrupos de leucemia viral felina.

Subgrupos del virus de leucemia viral felina

Frecuencia de aislamientos en Comparacién por especies
Subgrupo Enfermedades asociadas
gatos positivos a LeVF. de la replicacién in vitro
Gato, conejo, cerdo, mink y
A 100 % en gatos infectados Inmunosupresion, replicante y contagioso
humano
Ocurre con el subgrupo A en 50 Neoplasia hematopoyética, no replicante y no
Gato, perro, vaca, hamster,
B % o mas de los gatos con contagioso, virulento en combinacion con el subgrupo
cerdo y humano
linfoma. A.
Raramente aislado, ligeramente Anemia no regenerativa y mielosis eritémica, no
C en gatos con anemia no replicante, no contagioso, virulento en combinacién Perro, gato, cuyo y humano.
regenerativa. con el subgrupo A.

Tomado de Green, C. Enfermedades infecciosas del perro y del gato. Tercera edicién, 2006 *°.

Es un virus envuelto liposoluble, susceptible a desinfectantes, al jabon, al calentamiento y a la
desecacion, se inactiva rapidamente en el ambiente. Tiene un nicleo de ARN de cadena
sencilla y utiliza la transcriptasa reversa para producir ADN (provirus) el cual es integrado al
genoma de la célula hospedadora por una enzima denominada integrasa (codificada por el
virus) (figura 1). Se replica en muchos tejidos incluyendo médula o6sea, glandula salival y

epitelio respiratorio'’.



Figura 1. Integracion del ARN viral y formacion del ADN (provirus) dentro de la célula.

Tomado de Green, C. Enfermedades infecciosas del perro y del gato. Tercera edicién, 2006 *°.

Es un virus no citopatico liberado de las células infectadas por gemacion tanto en células
malignas (tumorales) como no malignas (Figura 2). Durante este proceso de liberacion, existe
la formacion de estructuras proteicas en la membrana de la célula infectada, una vez liberado
el virus su envoltura acarrea antigenos de histocompatibilidad propios de la célula de origen.
También se encuentra en células de tumores inducidos por el virus de leucemia viral felina y el
virus del sarcoma felino, la expresion del antigeno de superficie denominado “FOCMA”

10, 26

(feline oncornavirus-associated cell membrane antigen) , morfologicamente es un virus

tipo C*°.

Figura 2. Produccién y liberacion del virus de LeVF de una célula maligna.
Tomado de Green, C. Enfermedades infecciosas del perro y del gato. Tercera edicién, 2006 *°.
Los genes del provirus estan flanqueados por las LTR (Long Terminal Repeats), las cuales son
secuencias repetidas que tienen la funcion regulatoria y de expresion de otros genes virales, no

codifican para alguna proteina pero tienen un papel importante en el tropismo hacia los tejidos



y la patogenicidad del virus. Ademas, dentro de estas secuencias también se encuentran las
secuencias intensificadoras, las cuales son frecuentemente encontradas en gatos con leucemias
mieloides y son consideradas por jugar un papel importante en la oncogénesis. Una de estas
regiones intensificadoras es la denominada U3-LTR, la cual no codifica para una proteina pero
hace una transcripcion especifica de ARN?" %,

Del extremo 5’ al 3’ el orden de los genes es LTR-gag-pol-env-LTR (Figura 3)*.

El gen gag (group-associated antigen) codifica las proteinas estructurales internas pl5c, p12,
pl0 y p27. Esta ultima es utilizada rutinariamente para el diagnoéstico de la infeccion por LeVF
debido a que es producida en grandes cantidades en células infectadas, pues es necesaria para
el ensamblaje de nuevas particulas virales'’.

El gen pol (polymerase) especifico de la enzima viral RT (transcriptasa reversa) que es la
responsable de la sintesis de ADN a partir del templete de ARN'.

El gen env (envelope) codifica para los componentes de la envoltura gp70 y pl15e. La proteina
gp70 define el subgrupo del virus (A, B o C) y juega un papel importante en la induccion de la
inmunidad. La proteina transmembrana p15e interfiere en la respuesta inmune celular y por lo

tanto facilita la persistencia viral'’.

Figura 3. Representacion del genoma del provirus de LeVF. Del extremo 5° al 3° se encuentran los genes gag,
pol y env flanqueados por las LTR (long terminal repeat).

Tomado de The viral zone https://viralzone.expasy.org/67.

3.3 Transmisiéon

La transmision puede ocurrir por dos rutas: a) vertical a través del utero o por la leche, ya que

se ha podido aislar el virus en leche de gatas virémicas, o b) por contacto estrecho

10, 17, 29

principalmente por saliva ya que existe una mayor concentracion viral que en plasma.

Los gatos virémicos eliminan millones de particulas virales a través de la saliva y esta

11, 30

eliminacion suele ser constante . En cuanto a la transmision vertical de madre a cachorro



ocurre de manera comun en gatas virémicas, los cachorros pueden ser infectados
transplacentariamente o bien cuando la madre los lame para asearlos o mientras los cuida. Si la
infeccion se da a través del ttero se produce una falla reproductiva con reabsorcion fetal,
aborto o muerte neonatal aunque un porcentaje de estos gatos puede sobrevivir este periodo y
convertirse en gatos adultos con infeccion persistente con produccidon activa de virus y

s , . . s 1
excrecion de particulas virales o presentar una infeccion latente *'.

Existen factores de riesgo debido a comportamientos sociales como son: el compartir los
platos de alimento o bebederos, el aseo mutuo entre individuos asi como peleas y mordeduras
por congéneres lo que permite la inoculacién de particulas virales’’, es menos probable la
propagacioéon por orina'> 7. Ademas, se ha demostrado la presencia del ARN viral, ADN
proviral y el aislamiento del microorganismo en heces de gatos con viremia persistente. Estos
hallazgos correlacionan con la presencia de AND proviral y la deteccion del antigeno p27 en
sangre no asi en gatos con infeccion latente. Lo anterior demuestra el papel de la carga viral
eliminada en heces y la susceptibilidad por parte de algunos individuos y su posible
seroconversion aun sin tener contacto directo con los gatos antigénicos con viremia activa,
ademas de permanecer negativos al antigeno de LeVF y al provirus en sangre>. Las pulgas
han sido consideradas una fuente potencial de infeccion ya que se ha encontrado el ARN de
LeVF en ellas y en sus heces, aunque no se considera que tenga un papel importante en la
transmision natural®* *°. A su vez, la transmision iatrogénica puede ocurrir a través de fomites,
agujas o instrumental contaminado y transfusiones sanguineas®.

Debido a las caracteristicas que hacen al virus labil en el medio ambiente no se considera un
peligro la transmision al estar en contacto con jaulas o transportadoras en hospitales
veterinarios, asi mismo una buena desinfeccion evita de gran forma la presencia del antigeno y

. . 1
su potencial riesgo'’.

3.4 Patogénesis

El resultado de la infeccion por el virus de LeVF es diferente en cada gato y depende de
muchos factores, entre ellos el estado inmune del animal, la edad, la patogenicidad del virus,

., , . . 31
su concentracion, asi como algunas mutaciones en el mismo™ .



Tras la exposicion oral o nasal al virus hay una replicacion viral en tejido linfoide orofaringeo,
si existe una adecuada respuesta inmune en animales inmunocompetentes el virus es eliminado
efectivamente del organismo convirtiéndose en un gato “regresor”. Esta etapa también es
conocida como abortiva y en ella los resultados en pruebas de rutina que detectan antigeno

: 1
son negativos'".

Si la respuesta inmune es inefectiva, existe una propagacion sistémica del virus, replicacion
en médula 6sea y células linfoides, presentando una linfadenopatia e hiperplasia linfocitica. En
esta infeccion puede haber una eliminacion del virus del organismo con resultados negativos
en pruebas de rutina, pero al estar integrado el ADN (provirus) en células de la médula 6sea se
habla de una infeccion latente sin viremia ni sintesis activa de particulas virales, que puede ser
reactivada en procesos de estrés. Por otro lado si la viremia contintia se vuelve persistente con
sintesis activa de particulas virales la cual puede convertirse en una viremia transitoria y
presentar resultados negativos en pruebas de rutina. Sin embargo, en una viremia persistente
el gato puede ser un portador sano (sin presentar algiin signo de enfermedad) con pruebas de
rutina positivas o presentar algin tipo de enfermedad asociada como: malignidad (leucemia,
linfoma o mielodisplasia), mielosupresion (anemia, trombocitopenia o granulocitopenia),
inmunosupresion (linfopenia o una funcion linfocitica anormal) o algunos otros desordenes
(glomerulonefritis, desordenes reproductivos u osteocondromas) todos ellos acompafiados de

.. . 1
resultados positivos en pruebas de rutina '°.

3.5 Etapas de la infeccion de leucemia viral felina

Existe controversia acerca de la clasificacion de las etapas de la infeccion por LeVF, sin
embargo con la llegada de nuevas herramientas diagnosticas como es el caso de métodos con
gran sensibilidad como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se han provisto de
nuevos datos que cuestionan lo que se conocia acerca de la patogénesis de la infeccion que se
clasificaba en viremia indetectable, transitoria y persistente. Con el uso de la PCR-tiempo real,
se redefini6 el espectro de las categorias de respuesta del huésped para la infeccion por LeVF
segun la carga del ADN proviral y el ARN viral. Fue asi como gatos que se creia eran inmunes

a la infeccidn presentaban resultados positivos a pruebas de deteccion del provirus. El provirus
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fue encontrado persistentemente por anos y en algunos gatos se observé la recurrencia de la
viremia y desarrollo de enfermedades. Asi gatos con resultados negativos a pruebas de
deteccion al antigeno y positivos en pruebas de deteccion al provirus son considerados
portadores, los cuales después de la reactivacion viral pueden ser una fuente de infeccion. La
presencia del ADN viral integrado al genoma de las células del huésped puede también ser
esencial para una proteccion y un mantenimiento de larga duracion con una respuesta inmune
protectora®’. Por lo tanto, la clasificacion de las etapas de la infeccién por LeVF han sido
reclasificadas y se han descrito como: a) infeccion abortiva (comparable con la forma de “gato
regresor’’), b) infeccion regresiva (comparable con la forma de “viremia transitoria seguida por
la infeccion “latente”), c) infeccion progresiva (comparable con la forma de “viremia

) . Y 37,38,39
persistente”) y d) infeccion atipica o focal” ™™ ™.

Tanto la infeccidon progresiva como la regresiva pueden ser distinguidas por pruebas repetidas
para detectar el antigeno viral en sangre periférica’’. Muchos gatos presentan resultados
positivos al antigeno dentro de 2-3 semanas posteriores a la exposicion con el virus, y en el
caso de los gatos con infeccion regresiva presentan resultados negativos a pruebas de antigeno
viral de 2 a 8 semanas e incluso después de meses. Ambos tipos de infeccion son casi siempre

acompaiiadas por ADN proviral persistente en sangre'".

Cuadro 2. Etapas de la infeccion por LeVF y hallazgos en diferentes pruebas.

Caracteristicas de las etapas de la infeccién por LeVF

Resultado de la

infeccion por

LeVF

Antigeno P 27 en

sangre

Cultivo de virus

en sangre

ARN viral en

sangre

ADN viral en

sangre

Cultivo de virus

en tejido

Diseminacion de

virus

Enfermedad

asociada a LeVF

Progresiva

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Probable

Regresiva

Negativo

Negativo

Negativo

Positivo

Negativo

Negativo

Improbable

Abortiva

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Improbable

Focal

Negativo

Negativo

No muestreado

No muestreado

Positivo

Variable

Improbable

Tomado de Green, C. Enfermedades infecciosas del perro y del gato. Tercera edicion, 2006 *°.
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Figura 4. Interaccion de leucemia viral felina con células del huésped y el sistema inmune que conduce a varios

problemas clinicos en gatos con respuesta inmune inefectiva.

Tomado de Green, C. Enfermedades infecciosas del perro y del gato. Tercera edicién, 2006 *°.

3.6 Hallazgos clinicos

Dentro de los hallazgos clinicos se pueden encontrar desordenes proliferativos y no

proliferativos'’. Los principales desérdenes de tipo proliferativo hematopoyético son linfoma
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y leucemia, mientras que los de origen no hematopoyético son fibrosarcoma, osteocondromas

. 1
o0 neuroblastoma olfatorio'’.

Los desdérdenes hematologicos no proliferativos que han sido descritos en asociacién con
LeVF son: anemia (no regenerativa o regenerativa); neutropenia persistente, transitoria o
ciclica, panleucopenia, anormalidades plaquetarias (trombocitopenia o funcidon anormal de
plaquetas), anemia aplésica o pancitopenia'’.

Ademas de estos padecimientos se puede encontrar otros tales como: enfermedades
inmunomediadas, desordenes reproductivos como reabsorcion fetal, abortos que pueden estar
acompaifiados por endometritis bacteriana (particularmente en gatos con neutropenia y, muerte
neonatal), neuropatia causada por linfoma o infiltracion linfocitica en cerebro o medula

. . . Cge . , 1
espinal, anisocoria, ceguera, midriasis y sindrome de Horner 0

3.7 Prevencion

Entre los métodos para prevenir la enfermedad se incluyen precauciones generales, pruebas de
rutina, el retiro de animales enfermos y la vacunacion. Por las caracteristicas propias del virus
y su labilidad en el ambiente es necesario un contacto estrecho entre animales susceptibles y
aquellos con infeccion progresiva (que pueden excretar alta carga de particulas virales). Por
tal motivo, es necesario mantener a estos animales alejados de otros para evitar el contagio de

la enfermedad'’.

La vacunacion es otro método efectivo para la disminuciéon en la prevalencia de la

enfermedad, en el mercado existen diferentes tipos de vacunas, inactivadas asi como las

vacunas recombinates'® 6.

3.8 Diagnoéstico

El diagnostico de la enfermedad puede realizarse por medio de pruebas que detectan el

, , . . . . . . . 110
antigeno, pruebas que detectan el acido nucleico del virus o bien por aislamiento viral .
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Dentro de las pruebas que detectan el antigeno podemos encontrar aquellas que lo hacen en
forma libre como las ELISA™® los ensayos inmunocromatograficos y la

inmunofluorescencia, la cual detecta el antigeno dentro del citoplasma de células infectadas'’.

El diagndstico por rutina se realiza con pruebas que detectan el antigeno libre p27 en sangre el

cual es producido abundantemente en células infectadas por LeVE”* '°,

Dentro de las pruebas que detectan el material genético del virus, encontramos a la reaccion en
cadena de la polimerasa, que permite detectar el ARN utilizando la RT-PCR. De igual manera
se puede cuantificar la carga viral utilizando PCR en tiempo real o punto final con el fin de
determinar el provirus integrado en el material genético de células infectadas por el virus.
Esta prueba puede ser realizada a partir de productos bioldgicos como tejidos, orina, heces,
médula 6sea y tiene la capacidad de determinar estados de latencia a diferencia de las pruebas

. 10,11,12, 13, 14,15
que detectan antigeno > 7 .

Debido a que los ensayos inmunocromatograficos presentan falsos positivos ademas de no
. . . . . 8 .
tener la capacidad para detectar al provirus en infecciones en estado de latencia®, es necesario
contar con pruebas con mayor especificidad y sensibilidad, como son las técnicas moleculares
que puedan ser utilizarlas como pruebas confirmatorias para los ensayos

inmunocromatograficos.

Por otra parte, en México no se realizan en forma rutinaria este tipo de técnicas de biologia
molecular para el diagnostico de esta enfermedad, lo que nos obliga a mantener la
dependencia de laboratorios transnacionales inhibiendo asi el desarrollo de esta area. Lo
anterior conlleva al incremento de los costos y al posible subdiagnostico de la enfermedad.
Por ello resulta indispensable contar con este tipo de técnicas diagnosticas, que sean
confiables y con altos porcentajes de especificidad y sensibilidad, y que a su vez abran el

campo de investigacion para obtener una vanguardia médica a nivel nacional.
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4. HIPOTESIS

Si el provirus de LeVF se encuentra en tejidos de gatos infectados, éste podra ser detectado

por medio de PCR en muestras sanguineas.
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5. OBJETIVO GENERAL

Detectar por medio de PCR el material genético (provirus) del virus de leucemia viral felina
en muestras de gatos positivos a la prueba rdpida inmunocromatografica de la marca

Anigen®.

5.1 Objetivos especificos

A. Realizar la extraccion del ADN viral a partir de tejidos obtenidos de un gato positivo al
antigeno p27 por medio de una prueba inmunocromatogréfica.

B. Utilizar los primers previamente descritos y establecer las condiciones adecuadas para
amplificar el segmento de U3 de LTR correspondiente al provirus de LeVF a partir del
ADN obtenido de los tejidos del gato positivo.

C. Amplificar mediante PCR el segmento de U3 LTR del provirus de LeVF en muestras
sanguineas de gatos positivos al antigeno p27 por la prueba inmunocromatografica de

la marca Anigen®.

6. MATERIALESY METODOS

Se realiz6 un estudio observacional, descriptivo, transversal y analitico™, en el que se
incluyeron los sujetos de prueba que resultaron ser positivos a la prueba rapida diagndstica
inmunocromatografica de la marca Anigen®.

Para la realizacion del presente estudio todas las muestras sanguineas y demas especimenes
empleados fueron donados a la UNAM por un laboratorio privado que recibe muestras de

diversas clinicas para el diagnéstico de LeVF.

6.1 Extraccién de ADN a partir de tejidos

Para la obtencion del control positivo que se utilizdo en la PCR, se procedio a realizar la

extraccion del material genético (ADN) con un kit comercial (DNeasy blood & tissue kit
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QIAGEN®) a partir de tejidos tales como linfonodos, glandulas salivales y médula ésea de un

gato positivo a LeVF, del cual fueron obtenidos los 6rganos una vez que el animal fallecio.

La extraccion se hizo siguiendo el protocolo de acuerdo al proveedor, para la purificacion de

ADN a partir de tejidos animales como sigue.

1.
2.

wook W

10.

11.

12.

Colocar 25 mg de tejido en un mortero estéril.

Adicionar 180 pl de buffer ATL y macerarlo perfectamente hasta obtener una
suspension.

Colocar la suspension en un tubo para microcentrifuga de 2 ml.

Adicionar 20 pl de proteinasa K y mezclar por vortex 10 segundos.

Incubar en termobloc a 56 °C 15 minutos.

Mezclar por vortex 15 segundos y adicionar 200 ul de buffer AL y mezclar por vortex

15 segundos.
Adicionar 200 pl de etanol (96-100 %) y mezclar por vortex 15 segundos.

Pipetear la mezcla obtenida y colocarla en la columna del kit DNeasy mini spin,

centrifugar a 8,000 rpm 1 minuto.

Colocar la columna en un tubo colector y adicionar 500 pl de buffer AWI y

centrifugar a 8,000 rpm 1 minuto.

Colocar la columna en otro tubo colector y adicionar 500 pl de buffer AW2 y

centrifugar a 14,000 rpm 3 minutos para secar la membrana.

Colocar la columna en un tubo para microcentrifuga nuevo de 1.5 6 2 ml y agregar 200

pl de buffer AE dejar incubar a temperatura ambiente 1 minuto.

Centrifugar a 8,000 rpm 1 minuto para eluir.

6.2 Deteccion de LeVF en tejidos por PCR

Se utilizaron un par de iniciadores previamente descritos '° para amplificar un segmento de
235 pb de la regiéon U3 LTR (long terminal repeat). Estos son: Forward 5’-AAA ATT TAG
CCA GCT ACT GCA G-3’ y Reverse 5’-GAA GGT CGA ACT CTG GTC AAC T-3’. Se
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utiliz6 un kit de PCR comercial: Top Taq Master Mix Kit (QIAGEN) y los componentes de la
reaccion se muestran en el cuadro 3.

La reaccion se llevd a cabo bajo las condiciones descritas en el cuadro 4. Para la
estandarizacion de la PCR se llevd a cabo un ensayo en gradiente, utilizando las temperaturas
de alineacion 49, 50, 51, 52 y 53 °C. Se encontr6 que la temperatura de alineaciéon Optima
correspondid a 51°C. La concentracion del MgCl, debi6 ser ajustada a 2.5 mM debido a que el
buffer del Master Mix so6lo contenia 1.5 mM de MgCl,.

Los productos amplificados se visualizaron en un gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de

etidio.

6.3 Extraccion de ADN a partir de sangre con EDTA de gatos

Se utilizaron muestras de sangre completa con anticoagulante (EDTA) de 59 gatos positivos al
antigeno p27 por el método de ensayo inmunocromatografico de la marca Anigen. Para llevar
a cabo la extraccion de ADN a partir de la sangre se utiliz6 un kit comercial (DNeasy blood &
tissue QIAGEN), ssiguiendo el protocolo de acuerdo al proveedor para la purificacion de

ADN a partir de sangre con EDTA.

1. Agregar 100 pl de sangre completa con EDTA en un tubo para microcentrifuga y

afiadir 20 pl de proteinasa K.

2. Anadir 200 pl de buffer AL, mezclar por vortex 15 segundos e incubar a 56°C por 10

minutos.

3. Anadir 200 pl de etanol (96-100-%) y mezclar por vortex 15 segundos.

4. Pipetear la mezcla obtenida a una columna del kit DNeasy mini spin, centrifugar a
8,000 rpm 1 minuto.

5. Colocar la columna en un tubo colector y afiadir 500 pl de buffer AW1, centrifugar a
8,000 rpm 1 minuto.

6. Colocar la membrana en otro tubo colector y afiadir 500 pl de buffer AW2, centrifugar

a 14,000 rpm 3 minutos para secar la membrana.
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7. Colocar la columna en un tubo para microcentrifuga nuevo de 1.5 6 2 ml y agregar 200

ul de buffer AE dejar incubar a temperatura ambiente 1 minuto.

8. Centrifugar a 8,000 rpm 1 minuto para eluir.

6.4 Deteccion por PCR del provirus de LeVF en sangre periférica con
EDTA de gatos positivos al antigeno p27 en pruebas

inmunocromatograficas

Se utilizaron un par de iniciadores previamente descritos'® para amplificar un segmento de
235 pb de la region U3 LTR (long terminal repeat). Estos son: Forward 5’-AAA ATT TAG
CCA GCT ACT GCA G-3’ y Reverse 5’-GAA GGT CGA ACT CTG GTC AAC T-3’. Se
utilizo un kit de PCR comercial: Top Taq Master Mix Kit (QIAGEN) y los componentes de la
reaccion se muestran en el cuadro 3.

La reaccion se llevd a cabo bajo las condiciones descritas en el cuadro 4. Los productos

amplificados se visualizaron en un gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio.

Cuadro 3. Componentes para la reaccion de PCR

Componentes para la reacciéon de PCR

Componente y su concentracion Volumen Concentracion final
Master Mix, 2x* 12.5 ul 1X
MgCl, (1 mM) 0.5 pl 2mM
Primer forward (20 uM) 0.5 ul 0.4uM
Primer reverse (20 uM) 0.5 pl 0.4uM
Coral load 2.5 ul -

Agua 3.5ul

ADN templete 5ul

Total 25l

*1.25 unidades de TopTaq DNA polimerasa, 1x PCR buffer (contiene 1.5 mM de MgCl, y 200 uM de cada
dNTP)
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Cuadro 4. Condiciones de la programacion del termociclador utilizada para la reaccion de

PCR.

Condiciones de la programacion del termociclador

Desnaturalizacion inicial 94°C 4 minutos
Desnaturalizacion 94°C 1 minuto
Alineacion 51°C 1 minuto
Extension 72°C 2 minutos

Extension final 72°C 15 minutos
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7. RESULTADOS

Una vez realizada la extraccion del material genético por los medios antes descritos se
procedio a realizar una electroforesis en un gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio
para determinar la presencia del material genético con el cual se trabajaria y apreciar asi su

integridad (figura 5).

Figura 5. Electroforesis en gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio, carril 1 marcador de peso
molecular 100 pares de bases, carriles 2 al 8 ADN obtenido de diferentes tejidos. Carril 9 control negativo. Los
carriles 2 al 5 corresponden a la extraccion de ADN a partir de muestras de sangre, mientras el carril 6
corresponde a ADN extraido de linfonodo, carril 7 ADN a partir de médula 6sea y carril 8 de glandula salival.
En la imagen se puede observar la integridad del material genético el cual no presenta ningtn tipo de barrido a lo

largo del gel, ademas de presentar una buena definicion de la banda.

Al determinar que el material genético procedente de las muestras de tejidos del gato infectado
por LeVF eran las adecuadas para realizar la reaccion de PCR, se hizo la misma utilizando el
material en pool (linfonodo, médula 6sea y glandula salival juntos). A partir de esta muestra se
obtuvo un amplicén, observandose una banda en el gel de agarosa al 2% tefiiddo con bromuro

de etidio. Sin embargo, la banda observada fue muy discreta en el gel (figura 6).
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Figura 6. Electroforesis en gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio. Carril 1 marcador de peso
molecular, carril 2 reaccion positiva utilizando el pool de ADN Yy carril 3, control negativo. En la imagen se
puede observar indicadas con flecas rojas las bandas del marcador de peso molecular de 100 pares de bases cada
una mientras la flecha amarilla indica el amplicon que se obtuvo al utilizar el ADN en pool extraido a partir de

los d6rganos del gato positivo que, al ser secuenciado, muestra un tamafio de 246 pb.

El producto obtenido se envid a secuenciar al Instituto de Investigaciones Biomédicas de la

Universidad Nacional Autonoma de México.
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Figuras 7 y 8. Estos son electroferogramas correspondientes a la secuenciacion del material genético

amplificado, reaccion 5’y 3’ respectivamente analizado mediante el programa Chromas (version gratuita), en las
imagenes se observan en la parte superior las bases nitrogenadas presentes en la reaccion de secuenciacion, estas

bases pertenecen al segmento U3 LTR del provirus de LeVF.

Al analizar este resultado se observa que el nimero de bases es de aproximadamente 246,
mientras que el reportado era de 235 pb (figuras 7 y 8).

La secuencia reportada tras la secuenciacion fue analizada en la pagina del NCBI (National
Center for Biotechnology Information) y su herramienta BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool), la cual encuentra regiones de similitud focal entre secuencias, compara
secuencias de nucledtidos o secuencias de proteinas de una base de datos y calcula la
significancia estadistica entre coincidencias. Esta herramienta se puede utilizar para inferir
relaciones funcionales y evolutivas entre secuencias, asi como para ayudar a identificar
miembros de familias de genes. El resultado del analisis arroj6 desde un 98% al 93% de
homologia con la secuencia del LTR y la regién U3 del LTR del virus de Leucemia Viral

Felina descritas en el cuadro 5.
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Cuadro 5. Resultados de identidad de los alineamientos con respecto a la reaccion
secuenciada.

Descripcion Ndmero de acceso en NCBI Porcentaje de identidad
Feline leukemia virus LTR, complete AY374189.1 98%
sequence
Feline leukemia virus LTR, complete M37971.1 97%
sequence
Feline leukemlcfu virus U3 region LTR, AY374186.1 97%
partial sequence
Feline leukemia virus LTR, partial FI476268.1 97%
sequence
Feline leukemlcfu virus U3 region LTR, AY374210.1 97%
partial sequence
Feline leukemia virus proviral gene for D13922.1 96%
gag, complete cds and 5' LTR ) ’
Feline 1eukem1a} virus U3 region LTR, AY374185.1 96%
partial sequence
Feline leukemlcfu virus U3 region LTR, AY374188.1 95%
partial sequence
Feline sarcoma Gardner-Arnsteln virus 7020861 94%
long termina repeat
Feline 1eukem1a} virus U3 region LTR, AY374194.1 94%
partial sequence
Feline leukemia virus strain Glasgow-1, KP728112.1 94%
complete genome
Feline leukemia virus LTR, partial GUT31413.1 93%
sequence
Feline leukemia virus strain Rickard AF052723.1 93%
subgroup A, complete genome
Feline leukemia virus, subgroup A
(FeLV-FAIDS), complete nucleotide M18247.1 93%
sequence
Snyder-Theilen _fehne sarcoma virus M22820 1 93%
genomic sequence

Por otra parte al realizar el alineamiento con estas secuencias se obtienen los siguientes

resultados:

1 ATTT-ACAA-GCATGAGAAATTACCCAAGCATGTTCCCATGAGATATAAGGAAGTTAGAG

O e e AN EEEE
2 ATTTCACAAGGCATGGAAAATTACCCAAGCATGTTCCCATGAGATATAAGGAAGTTAGAG

3 ACTGCCAGCAGTTTCAAGGCCACTGCCAGCAGTCTCCAGGCTCCCCAGTTGACCAGAGTT

Crrrrrerrrrrrererrrrerrrrrrerrrrrrre et
4 ACTGCCAGCAGTTTCAAGGCCACTGCCAGCAGTCTCCAGGCTCCCCAGTTGACCAGAGTC

El resultado del alineamiento se muestra a partir del nucleotido 127 del LTR punto donde
inicia el primer 5°. Los numeros 1 y 3 corresponden a la reaccion secuenciada producto de la

amplificacion de la PCR, los niimeros 2 y 4 corresponden a la secuencia con nimero de


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_37577222
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_37577222
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_37577219
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_37577219
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acceso del NCBI AY374189.1, cuya longitud es de 248 pb. La diferencia con respecto al
producto amplificado (de 246 pb) se debe a la presencia de 2 gaps (marcados con el fondo de
color amarillo) ademas existe la sustitucion de 3 nucleotidos (marcados con el fondo de color

gris). Estas son las causas que justifican el porcentaje de identidad del 98%.

Al confirmar que el amplicon obtenido correspondia a LeVF, se procedid a usar esta muestra
como control positivo de la PCR en las siguientes reacciones a partir de las muestras

sanguineas.

Al realizar las reacciones de PCR con las 59 muestras de sangre se observan amplificados en

42 de ellas (71%), mientras 17 no muestran amplificacion (29%) (Grafica 1)

De las 42 muestras amplificadas, 28 de ellas (67%) presentan el tamafio del amplicon
reportado para los primers utilizados el cual corresponde a 235 pb, mientras que las 14 (33%)
restantes presentan un tamafio mayor, de aproximadamente 246 pb, al igual que el pool

amplificado y secuenciado previamente.

Figura 9. Imagen de gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio, en la cual se pueden observar los
productos de PCR y los dos tamaiios de los amplicones obtenidos en las reacciones, carril 1 marcador de peso
molecular de 100 pb, carriles 2 al 6 amplicones de las reacciones a partir de muestras sanguineas, carril 7 control
negativo, carril 8 control positivo, la flechas amarillas indican el tamafio de los amplicones de 235 pb,

mientras que el carril nimero 4 presenta el mismo tamafio que el del control positivo.
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Resultados de la PCR

Grafica 1. Resultados de la reaccion de PCR en las 59 muestras de sangre con EDTA, en la grafica se observa el
porcentaje de las muestras que presentaron amplificacion al realizar las reacciones de PCR.

Porcentaje de muestras con
diferentes tamafos de amplicon

m 235 pb OMayor a 235 pb

Grafica 2. Porcentaje de muestras con los tamafios de amplicon obtenidos.

Al analizar los resultados obtenidos de las reacciones de PCR se procedié a recabar
informacion de las muestras clinicas utilizadas para el estudio. Desafortunadamente no todos
cuentan con estudios previos, resefias y/o anamnesis. En los cuadros 6 y 7 se puede observar

que los animales presentaban alteraciones hematoldgicas como anemia y citopenias.
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Cuadro 6. Historias clinicas y hallazgos de algunos de los gatos de los cuales se corrieron las

reacciones de PCR, con un tamafio de amplicon de 246 pb.

Identificacion

Peso 246 pb

PC14-2500 Sam

Anemia severa (0.15 L/L) no regenerativa, trombocitopenia, hiperproteinemia
y monocitosis por inflamacion cronica, leucopenia por neutropenia por
inflamacion no controlada.

PC15-1463 Tico

Macho, Siamés 7 afios, depresion, anorexia, diarrea y heces sanguinolentas

PC15-3547 Boreal

Macho, europeo doméstico 5 afios, Anemia muy severa (0.04 L/L) no
regenerativa, trombocitopenia y leucopenia por neutropenia y linfopenia.

PC15-5878 Manchas

Macho, europeo doméstico 6 afios, depresion, hiporexia, deshidratacion del
6%. Anemia severa (0.11 L/L) no regenerativa, trombocitopenia, neutropenia
y linfopenia..

PC14-2219 Pintito

Macho Castrado, europeo doméstico, un afio y medio, pérdida de peso,
halitosisis y ulceras orales, vive en una colonia con congéneres positivos a
LeVF. Anemia ligera no regenerativa (0.20 L/L), linfopenia por proceso viral
activo

PC15-4257

2 afios Anemia severa (0.14 L/L) no regenerativa, trombocitopenia,
leucopenia por neutropenia por inflamacion no controlada.

PC16-3144 Square

Mach, 3 afios, europeo doméstico, secrecion oral mucopurulenta, anorexia,
adipsia, membranas mucosas palidas. Anemia severa no regenerativa (0.11
L/L), leucocitosis por neutrofilia con desviacion a la izquierda y monocitosis
por inflamacidon crénica, linfocitosis por sindrome paraneoplasico, positivo a
LeVF y a virus de inmunodeficiencia felina

Cuadro 7. Historias clinicas de algunos de los gatos de los cuales se corrieron las reacciones

de PCR con un tamafo de amplicon de 235 pb.

Identificacién Peso de 235 pb
PC15-1744 Macho, europeo doméstico, 5 afios.
Macho, europeo doméstico, 4 afios, hace 15 empezo a bajar de peso,
PC15-3271 hiporexia, Hematocrito en limite inferior (0.27 L/L), leucopenia por

neutropenia y monocitosis por inflamacion croénica.

PC15-2593 Patito

Macho, europeo doméstico, 4 afios, encontrado en la calle.

PCE14-2109 Coco

Hembra, 3 afios, Anemia ligera no regenerativa, trombocitopenia y linfopenia
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PC15-566

Hembra, un afio y medio, europeo doméstico. Anemia muy severa (0.09 L/L)
no regenerativa, leucopenia por neutropenia y linfopenia.

PC15-7586 Negro

Macho, europeo doméstico, 8 afios, depresion, anorexia ¢ hipotermia.

PC16-1234 Shawn

Macho, europeo doméstico, 2 afios, baja de peso, mucosas palidas y fiebre.
Anemia severa (0.11 L/L) no regenerativa, linfopenia.

PC15-402 Tinto

Macho, 2 afios, Siamés, depresion, anorexia y pérdida de peso, leucopenia
marcada por neutropenia y linfopenia.

PCE14-2249 Luky

Hembra, europeo doméstico, 5 meses, depresion, linfadenomegalia e
hiporexia. Hiperproteinemia, leucocitosis por neutrofilia y monocitosis por
inflamacion crénica.

PC16-2595 Wilo

Macho, europeo doméstico, 12 afios aprox., deshidratacion del 7%, depresion,
anorexia. Anemia ligera (0.24 L/L) no regenerativa, trombocitopenia.
Hiperproteinemia, leucocitosis marcada (61.2 x1 0%/ L) por neutrofilia y
monocitosis por inflamacion crénica, linfopenia total posiblemente por
proceso viral.

PC16-816 Princesa

Hembra, europeo doméstico, 7 afios, rescatada de la calle, condicion corporal
1/5, secrecion nasal mucopurulenta, gingivitis severa, deshidratacion del 8%.

PCE16-560

Hembra, 4 afios, europeo doméstico, linfonodos submandibulares y popliteos
aumentados de tamafio.

PC16-2690 Mishi

Hembra, 4 afios, europeo doméstico, vomito esporadico, anorexia, pérdida de
peso. Anemia severa no regenerativa (0.16 L/L), trombocitopenia, leucopenia
por neutropenia y linfopenia.

PCE16-294 Wilson

Macho, 3aiios, europeo doméstico, baja de peso, problemas respiratorios,
gingivitis y parasitosis.

Minino

PCE16-673 Junior

Macho, un afio y medio, mexicano doméstico, pérdida de peso progresiva y
deshidratacion.
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8. DISCUSION

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) utilizada en el presente trabajo, fue capaz de
amplificar un producto correspondiente a un segmento de la region U3 LTR (long terminal
repeats) utilizando los primer previamente descritos (Ronh, J. L et al., 1995, Jackson M. L, et

al. 1993) en el que se reporta un producto de amplificacion de 235 pb.

Si bien el tamafio del amplicon obtenido en 14 muestras clinicas fue mayor al reportado (246
pb), se infiere que todas las muestras amplificadas son positivas; pues la secuenciacion del
control mostrd corresponder a LeVF. No obstante, seria importante realizar la secuenciacion
de un mayor nimero de muestras: tanto las de 246 pb, como las de 235. Lo anterior permitiria
determinar las posiciones en las que se encuentren cambios de nucledtidos, realizar los
alineamientos con secuencias reportadas y asi obtener mayor informacioén sobre las cepas
circulantes en México, ya que el 33% de las muestras amplificadas presentaron un tamafno

mayor al reportado.

Los resultados de las PCR positivas muestran correlacion con los resultados de las pruebas
inmunocromatograficas y de la misma manera se puede apreciar con las historias de los gatos
que cuentan con estudios hematoldgicos previos, en los que se observan anemias desde muy
severas hasta ligeras, las mismas que son de tipo no regenerativas basadas en las cuentas de
reticulocitos. Algunos de los gatos presentan a su vez leucopenias marcadas, leucopenia por
neutropenia y/o linfopenia, mientras que otros presentan trombocitopenia y pancitopenias,
confirmando asi la presencia de una viremia activa y una infeccion a nivel de médula dsea.
Este diagndstico molecular es una herramienta para la confirmacion del diagnodstico de la
enfermedad ademads de tener la capacidad de detectar tanto la infeccidon progresiva como una
infeccion regresiva, asi como el estado de latencia debido a la deteccion de ADN integrado al

material genético de las células.

En el caso de los gatos con pruebas inmunocromatograficas positivas pero resultados
negativos en la PCR, seria importante determinar la cantidad y calidad del material genético
obtenido a partir de la extraccion, debido a que algunos de los especimenes fueron congelados
desde el afio 2013 a una temperatura de -4°C, pudiendo ser un factor importante para la
degradacion o fragmentacion del ADN. Algunas de las muestras tenian un volumen menor a

200 ul, si ademas de esto los animales presentaban citopenias, podria inferirse que la
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concentracion de material genético obtenido a partir de las células nucleadas disponible para
su extraccion se encontraba en menor cantidad. Desafortunadamente en este estudio no se
determino la cantidad ni la integridad del ADN utilizado en cada una de las muestras, solo
pudo determinarse en 5 de ellas y en los tejidos utilizados en pool para obtener el control
positivo a través de un gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio para estandarizar las

condiciones de la PCR.

En estudios posteriores se podria hacer un conteo de gldébulos blancos para determinar el
volumen sanguineo o la cantidad de células minima necesaria para obtener el suficiente
material genético para llevar a cabo la reaccion de PCR y con ello determinar la sensibilidad
de la prueba. También podria incluirse un control interno de la reaccidn, para que se tenga la
certeza de que aquellas que arrojen un resultado negativo, realmente sean por la ausencia del
DNA viral y no por una falla en su extraccion. Finalmente, también se debe considerar el tipo
de conservacion, el tiempo de toma de muestra y la correcta separacion de eritrocitos para
evitar la inhibicion de la reaccion por presencia de hemoglobina que podria generar falsos

negativos en la prueba.

También seria importante comparar estos resultados con la utilizacion de otros primers
dirigidos a zonas de mayor conservacion, o utilizar reacciones anidadas o semianidadas con el

fin de incrementar la especificidad de la prueba.

Por otra parte, un mal procedimiento en la realizacion de la prueba inmunocromatografica o
una mala lectura de la misma podria generar falsos positivos. Las pruebas
inmunocromatograficas de la marca Anigen que fueron utilizadas como base para la
realizacion del presente estudio fueron reportadas por Levy J. K. y colaboradores con una
sensibilidad del 91.8% y una especificidad del 95.5%"", por lo que es posible que los animales
que resultaron negativos a la PCR, realmente lo fueran.

En este trabajo se logro estandarizar una PCR para amplificar un segmento correspondiente a
la region U3 LTR del provirus de LeVF, lo que abre las puertas para continuar con la
validacion del método a partir de un mayor nimero de muestras obtenidas de gatos
sospechosos a la enfermedad, que sean recientes y conservadas bajo condiciones Optimas. Si
ademads de estas variables, se determina la sensibilidad del método y se utilizan los controles

internos mencionados se podria considerar a la PCR como prueba de oro (dado que el cultivo
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viral es muy complicado) y evaluar si los kits de diagndstico rapido que detectan el antigeno
p27 estan dando un alto nlimero de resultados falsos positivos.

Ademéds, la PCR podria ser utilizada para detectar el provirus en médula dsea y determinar
estados de latencia de la infeccion por LeVF en los casos de no obtener resultados positivos en
pruebas inmunocromatograficas.

La PCR podria también ser utilizada con otros especimenes como saliva, cuando la

venopuncion no es posible sin una restriccion fisica habil o sedacion con fines diagnosticos.

9. CONCLUSIONES

Se logr6 la estandarizacion de la PCR para amplificar un segmento del provirus de Leucemia
viral felina a partir de muestras de sangre con EDTA.

Del total de muestras analizadas el 33% dio un amplificado de mayor tamaio al reportado, lo
cual podria sugerir la presencia de una variante a nivel nacional.

La PCR utilizada en el presente estudio resulté ser una herramienta apropiada para el
diagnodstico de LeVF en gatos con viremia activa o con enfermedad latente.

Es necesario afinar la prueba para aumentar la certeza de los resultados negativos y ofrecer asi
un diagnostico mas confiable. Esto permitiria usarla para confirmar el diagndstico, una vez
realizada la prueba inmunocromatografica como prueba tamiz.

Se provee a los clinicos de una herramienta adecuada para el diagnostico de la enfermedad.

Se logra iniciar la investigacion de este tipo de retrovirus a nivel institucional con fines de

diagndstico.

10. PERSPECTIVAS

Incrementar la poblacion de estudio, a partir de animales cuya historia clinica sugiera la
enfermedad. Obtener muestras adecuadas y suficientes para realizar la PCR y pruebas
complementarias como hemogramas (con el fin de conocer el conteo total de leucocitos).
Utilizar pruebas inmunocromatograficas de otras marcas, para correlacionar toda esta

informacion y con ello obtener mayores herramientas para el diagnostico, determinar los
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valores de especificidad y sensibilidad de la prueba y de ser necesario, disefiar nuevos primers
hacia otras zonas del genoma, o utilizar pruebas anidadas o semianidadas que permitan
incrementar la sensibilidad y especificidad de la prueba.

Seria importante determinar la capacidad de la prueba de detectar el provirus a partir de
especimenes como sangre, saliva, orina, heces y material obtenido de tejidos como linfonodos
o tejido tumoral (con diagnostico de linfosarcoma).

Secuenciar los productos obtenidos, con el fin de determinar las variantes virales a nivel de
nucledtidos y determinar su relacion con la presentacion de los diferentes cuadros clinicos.
Desarrollar y ampliar el diagnostico molecular de enfermedades felinas en el laboratorio de
microbiologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM, y mantener

actualizada esta herramienta con fines de investigacion y diagnostico.
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