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RESUMEN

Los virus de leucemia e inmunodeficiencia felina (FeLV y FIV) son retrovirus de
distribucion mundial que infectan a diferentes especies de felinos, incluyendo al
gato doméstico (Felis silvestris catus). Las infecciones causadas por retrovirus
felinos pueden causar varios sindromes que pueden conducir a la muerte del
hospedador. De acuerdo con la manera en la que se transmite, el FelLV puede
clasificarse como enddgeno (enFelV) y exdgeno (exFelV). Las secuencias de
enFelV se encuentran en el genoma de especies del género Felis y es heredado
de los padres a la descendencia, mientras que el exFelV se transmite
principalmente a través de la exposicion oronasal con la saliva y las secreciones
nasales de animales infectados y se divide en subgrupos denominados: FelLV-A,
B, C, D, EyT, surgiendo algunos de ellos de la recombinacién con secuencias de
retrovirus enddgenos. El virus de inmunodeficiencia felina se transmite
principalmente a través de mordeduras y actualmente se clasifica en diferentes
subtipos: A - F. La identificacidon y segregacion de los gatos infectados es la
medida mas importante para el control de las infecciones causadas por retrovirus
felinos, siendo la variabilidad genética viral y la fase de la infeccion puntos clave
para el empleo de las diferentes herramientas diagnésticas. El objetivo del
presente estudio fue detectar y genotipificar a los retrovirus felinos presentes en
gatos domésticos mexicanos infectados naturalmente. La deteccién de las
infecciones retrovirales se realizé con inmunocromatografia de flujo lateral y
diferentes ensayos de PCR punto final y en tiempo real, disefiados para la
amplificacién de las regiones genéticas LTR y/o gag en 50 gatos domésticos con
diferentes caracteristicas clinico-hematoldgicas. Las secuencias de enFelV se
detectaron en todas las muestras de ADN de los gatos incluidos en el estudio, asi
como la deteccién de transcritos de enFelV en 48 de los individuos. El exFelV se
detecté en 17 de los gatos con alguna de las pruebas empleadas. Ademas, se
identificé la presencia de ADN proviral del FIV en 10 individuos. No parecid existir
relacion entre los niveles de carga proviral y viral de enFelV y exFelV. Las
secuencias genéticas de enFelLV mostraron ser las méas variables en comparacién
con las secuencias de exFelV, que fueron méas conservadas y relacionadas con
secuencias del subgrupo A previamente reportadas en América. El anélisis
filogenético de las secuencias del gen gag del FIV revelaron la presencia del
subtipo B en los gatos infectados.

Palabras clave: FelV; FIV; retrovirus enddgenos; genotipificacion; LTR; gag.



ABSTRACT

Feline leukemia and immunodeficiency viruses (FeLV and FIV) are retroviruses
with worldwide distribution that infect different species of felines, including
domestic cats (Felis silvestris catus). Infections caused by feline retroviruses can
cause various syndromes that can lead to the death of the host. According to the
way of transmission, FelV can be classified as endogenous (enFelV) and
exogenous (exFelV). The enFelV sequences are found in the genome of species
of the genus Felis and are inherited from parents to offspring, while exFelV is
mainly transmitted through oronasal exposure with the saliva and nasal secretions
of infected animals and is divided in subgroups assigned as: FeLV-A, B, C, D, E
and T; some of them arising from recombination with endogenous retrovirus
sequences. Feline immunodeficiency virus is mainly transmitted through bites and
is currently classified into different subtypes: A - F. The identification and
segregation of infected cats is the most important measure for the control of
infections caused by feline retroviruses; viral genetic variability and the phase of
infection are key points for the use of different diagnostic tools. The aim of this
study was to detect and genotype feline retroviruses present in naturally infected
Mexican domestic cats. Detection of retroviral infections was performed by lateral
flow immunochromatography and different endpoint and real-time PCR assays,
designed for amplification of the LTR and/or gag genetic regions in 50 domestic
cats with different clinical-haematological characteristics. The enFelV sequences
were detected in all the DNA samples of the cats included in the study, as well as
the detection of enFelV transcripts in 48 of the individuals. Seventeen cats were
detected as positive for exFelV by any of the tests used. In addition, the presence
of FIV proviral DNA in 10 individuals was detected. There appeared to be no
relationship between proviral and viral loads of enFelV and exFelV. The enFelV
genetic sequences were shown to be the most variable compared to exFelV
sequences, which were more conserved and related to subgroup A sequences
previously reported in America. Phylogenetic analysis of the sequences of the FIV
gag gene revealed the presence of subtype B in infected cats.

Keywords: FelLV; FIV; endogenous retroviruses; genotyping; LTR; gag.
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1. INTRODUCCION

Los retrovirus (familia Retroviridae) son virus que se caracterizan por integrar su
informacidn genética de manera permanente en el genoma de las células que
infectan, como parte esencial de su ciclo de replicacion. Las enzimas transcriptasa
inversa e integrasa permiten la conversion de ARN viral monocatenario en ADN
bicatenario, seguido de la integracion del ADN viral en el genoma nuclear de la
célula infectada para formar el material genético denominado provirus. Como
insercion cromosdmica, el provirus se encuentra integrado en la célula infectada
y perdura mientras lo haga dicha célula o su progenie. Cuando se produce la
integracion en una célula germinal, el provirus resultante se puede heredar a la
progenie como un alelo del hospedador. Este provirus se conoce entonces como
retrovirus enddégeno (ERV) (Gifford et al., 2018). Atendiendo al mecanismo de
transmisién, los retrovirus pueden categorizarse como exdgenos y enddgenos.
Los retrovirus exdgenos se transmiten horizontalmente, como sucede con
muchos agentes infecciosos; mientras que los retrovirus enddgenos son
elementos virales integrados en el genoma del hospedador que se heredan a la
descendencia, comprenden de 5-10 % del genoma de los mamiferos y parecen

tener un papel importante en la regulacion de la expresién génica (Coffin, 2004).

1.1. Propiedades de los retrovirus felinos

Los viriones tienen un didmetro de alrededor de 100 nm (Ryu, 2017). El genoma
viral estd conformado por dos copias de ARN monocatenario positivo y tiene una
longitud de 8 - 10 Kb (Rabson & Graves, 1997). Contiene tres genes principales:
gag, pol y env. El gen gag o de antigeno asociado al grupo, codifica las
principales poliproteinas estructurales: las proteinas de matriz (MA), capside (CA)
y nucleocépside (NC). El gen pol codifica una proteasa (PR) responsable de

facilitar la maduracion de la proteina viral, la transcriptasa inversa (RT) y la enzima



integrasa (IN). El gen env codifica las glicoproteinas de superficie (SU) y de

transmembrana (TM) (Chiu et al., 2018).

Matriz

ARN viral

>— Glicoproteina de superficie

5 @R gag pol R ;-

Figura 1. Estructura del virién y mapa genético del virus de leucemia felina. Modificado de Sykes
& Hartmann, 2014.

Adicionalmente, el genoma del virus de inmunodeficiencia felina cuenta con tres
genes accesorios: vif, que codifica una proteina que promueve la degradacién de
las proteinas APOBEC3 del hospedador a través de la via ubiquitina-proteasoma,
evitando la hipermutacién del genoma generada por este factor de restriccion
(Yoshikawa et al.,, 2017); rev, que expresa una proteina reguladora
postranscripcional que participa en la exportacién de los ARNm virales del nicleo
al citoplasma (Gonzélez & Affranchino, 2018); y orf-A, que se ha involucrado en la
disminucién de la expresion del receptor viral (CD134) en la superficie de los
linfocitos, lo que promueve la diseminacién viral al minimizar las interacciones del

receptor con las particulas virales en gemacién (Hong et al., 2010).
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Figura 2. Estructura del virion y mapa genético del virus de inmunodeficiencia felina. Se muestra
la unién del virién con la superficie de un linfocito T CD4+. Modificado de Sykes, 2014.

En su forma proviral, el genoma se encuentra flanqueado por secuencias
reguladoras no traducibles denominadas long terminal repeats (LTR), las cuales
se conforman de las regiones U3, Ry U5. La regién U3 contiene el promotor viral
y sitios de unién a factores de transcripcion que incrementan el nivel de
transcripcién del provirus. La regién R incluye el sitio de iniciacion del ARNm. La
region U5 esté involucrada en la poliadenilacion eficiente de los ARNm virales.
Los elementos de control del virus, asi como las regiones reguladoras
potenciadoras, se ubican dentro de las regiones U3 y R; e interactdan con
proteinas celulares y virales. Estas interacciones, son cruciales para controlar la

expresion viral en las células (Béhnlein et al., 1989; Ryu, 2017).




1.2. Ciclo de replicacion retroviral

El ciclo de replicacién de los retrovirus inicia con la unién de la glicoproteina de
superficie de la envoltura viral con el receptor presente en la superficie celular.
Esta interaccién es altamente especifica, lo que define tanto la susceptibilidad de
la especie hospedadora como el tropismo celular (Chameettachal et al., 2022).
Después de la unién del virus, ocurre la fusién de la membrana de la célula
hospedadora con el virus, lo que facilita la liberacién de la capside viral en el
citoplasma de la célula. Dentro de la capside viral se encuentra el genoma ARN
diploide, las enzimas transcriptasa inversa e integrasa y las proteinas Gag
asociadas (Muriaux et al., 2001). Después de la penetracion de la capside viral en
el citoplasma, la enzima transcriptasa inversa sintetiza una copia de ADN a partir
del genoma de ARN monocatenario de sentido positivo del virus (Dharan et al.,
2020). Una vez que ocurre el proceso de retrotranscripcion, el provirus se
transloca al niucleo, donde la enzima integrasa lleva a cabo la integracién de la
copia lineal del provirus en el genoma de la célula hospedadora. La integracién
en el ADN cromosémico del hospedador no es completamente aleatoria, ya que
tiende a ocurrir en regiones de cromatina abierta (dreas del cromosoma que
experimentan transcripcién activa). Una vez que el provirus se integra en el
genoma nuclear, puede permanecer latente (transcripcionalmente inactivo) o
puede replicarse y transcribirse mediante mecanismos dependientes de las ADN
y ARN polimerasas celulares (Desfarges & Ciuffi, 2010). La transcripcién del
provirus integrado da como resultado tanto moléculas de ARN viral de longitud
completa (ARN gendémico) como moléculas de ARNm que codifican la
informacion para las sintesis de las proteinas virales en los ribosomas
(Chameettachal et al., 2022). Las proteinas de Env (SU y TM) son glicosiladas y
escindidas en el reticulo endoplasmatico rugoso y en el aparato de Golgi, para
posteriormente transportarse hacia la membrana plasmatica (Murakami, 2012). El
ARN viral genédmico completo se empaqueta con proteinas Gag para formar la

estructura central del virus (Freed, 1998). El ensamble de los viriones ocurre en la



membrana plasmética. Los viriones recién formados se liberan de la superficie
celular mediante gemacién a través de microdominios de membrana
especializados conocidos como balsas lipidicas. Durante la gemacién, los viriones
se recubren con una capa externa de moléculas lipidicas derivadas de la
membrana plasmatica que contienen las glicoproteinas de la envoltura

(MacLachlan & Dubovi, 2017a; Pedersen et al., 2011).
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Figura 3. Ciclo de replicacion de los retrovirus. 1) El virus se adhiere a los receptores celulares a
través de las glicoproteinas de la envoltura para que ocurra la fusién con la membrana celular. 2)
Internalizacidn y descapsidacion. 3) El genoma de ssRNA (+) se copia en una molécula de dsDNA
por la transcriptasa inversa. 4) El complejo de preintegracién se dirige al nucleo. 5) Ingreso al
ntcleo del dsDNA viral que se integra en el genoma de la célula por la integrasa viral (provirus).
6) Transcripcion del provirus por ARN polimerasa Il produce los ARNm y virales. 7 y 8) Exportaciéon
nuclear de los ARNm al citoplasma para su traduccion en los ribosomas (poliproteinas Gag-Pol).
9) Exportacién del genoma (ARN viral) hacia citoplasma. 10y 11) Exportacién nuclear de los ARNm
al reticulo endopldsmico rugoso para su traduccién en los ribosomas asociados (poliproteinas
Env). 12) Procesamiento postraduccional de las glicoproteinas de envoltura en reticulo
endoplésmico y aparato de Golgi. 13 y 14) Transporte vesicular de glicoproteinas de envoltura
hacia membrana celular y ensamble de los viriones. 15) Liberacion de los viriones a través de la
membrana plasméatica por gemacion. 16) Maduracién de los viriones por el procesamiento
proteolitico de las poliproteinas precursoras por la proteasa viral (MacLachlan & Dubovi, 2017b).



1.3. Retrovirus enddgenos

Los retrovirus generalmente infectan los tejidos sométicos; sin embargo, a
medida que un retrovirus se propaga en una poblaciéon determinada, existe la
posibilidad de que la integracién pueda ocurrir en los precursores o en las células
de la linea germinal, lo que resulta en la producciéon de gametos del hospedador
que llevan provirus como nuevas inserciones. La mayoria de los organismos
eucariotas tienen ADN retroviral en sus genomas como elementos heredados de
manera estable. Al ingresar al grupo de genes del hospedador de esta manera,
este ADN proviral se conoce como retrovirus enddégeno (ERV) y puede perderse
o fijarse dependiendo de la deriva genética aleatoria y de la seleccién natural
(Fan, 2009; Gifford & Tristem, 2003). Por lo tanto, los ERVs son loci genéticos
cuyos Ultimos origenes se remontan a los retrovirus de replicaciéon exdgena,
independientemente de si conservan o no la capacidad de expresar viriones
infecciosos. De hecho, la gran mayoria de los ERVs son defectuosos para la
expresién génica viral como consecuencia de mutaciones acumuladas a lo largo

de miles o millones de anos de evolucién de los vertebrados (Johnson, 2019).

Los ERVs son considerados como "fdsiles gendmicos" de sus contrapartes
infecciosas, por lo que pueden proporcionar evidencia de retrovirus exégenos
que previamente infectaron a una especie (Halo et al., 2019). El impacto a largo
plazo de los retrovirus en la evolucidn de los vertebrados es doble: primero, al
igual que con otros virus, los retrovirus actian como agentes de seleccién,
impulsando la evolucién de los genes del hospedador que bloquean la infeccion
viral o que mitigan la patogénesis, y segundo, a través del fendmeno de la
endogenizacién, los retrovirus aportan una gran cantidad de informacién
genética a los genomas de los hospedadores, incluidos genes Unicos que
codifican proteinas y elementos reguladores (Johnson, 2019). De igual manera,

se cree que los ERVs desempefian un papel importante en las infecciones



retrovirales, pudiendo favorecer la infeccion por retrovirus exégenos (Rasmussen,

1997; Tandon et al., 2008).

Los ERVs pueden ir desde restos de provirus altamente fragmentados hasta
provirus completos. Incluso cuando permanecen porciones sustanciales de los
genes gag, pol y env, a menudo no generan productos funcionales debido a la
acumulacién de sustituciones, deleciones e inserciones. Las LTR son las
secuencias mas variables en el genoma retroviral, y hay muy poca similitud entre

las LTR de retrovirus de diferentes géneros (Johnson, 2019).

Aunque se sabe que los ERVs parcialmente inactivados pueden representar un
riesgo potencial para el hospedador debido a la generacién de nuevas variantes
virales a través de la recombinacién viral, también es posible que los ERVs
adquieran una funcién biolégica que favorezca al hospedador, por lo que estan

relacionados con la evolucién de las especies (Kawasaki & Nishigaki, 2018).

Los ERVs representan aproximadamente del 6% al 10% del genoma en gatos,
humanos y ratones. La mayoria de los ERVs estan inactivos, pero se ha reportado
la presencia de ERVs competentes para la replicacion en varias especies, incluidos
los ratones, los koalas, los cerdos y los gatos (Anai et al., 2012; Kuse et al., 2016;

Ngo et al., 2020).

De acuerdo con su equivalencia con las variantes exdgenas, los ERVs se agrupan
en tres clases: clase | (ERV1, Gammaretrovirus y Epsilonretrovirus), clase Il (ERV2,
Alpharetrovirus, Betaretrovirus, Deltaretrovirus y Lentivirus) y clase Il (ERV3 vy
Spumavirus). Estas clases se pueden dividir adicionalmente en familias o linajes.
La nomenclatura de estos grupos de ERVs es variada y depende en gran medida
de las especies (Chong et al., 2014). Ademas, es muy probable que la clasificacién
de los ERVs requiera la adicion de nuevos grupos para representar linajes extintos
de retrovirus exdégenos (Gifford et al., 2018). Es importante mencionar que en esta

clasificacion, las categorias de clase y de familia no tienen una connotacidn



equivalente a la de los taxones empleados en la taxonomia de las especies

(Blomberg et al., 2009).

Los gatos domésticos albergan una amplia diversidad de ERVs, con
predominancia de secuencias relacionadas con Gammaretrovirus (clase I). Dentro
de esta clase se incluye a los ERV-DC, a RD-114 y al virus de leucemia felina
enddégeno. No obstante, también se han encontrado ERVs de las clases Il y llI

(Mata et al., 2015; Song et al., 2013).

Los ERVs de gatos domésticos (ERV-DC) son gammaretrovirus enddgenos que se
clasifican dentro de tres genotipos: genotipo | (ERV-DC1, -DC2, -DC3, -DC4, -
DC8, -DC14, -DC17 y -DC19), genotipo Il (ERV-DC7 y -DC16) y genotipo Il (ERV-
DCé6, -DC10 y -DC18). ERV- DC10, -DC14 y -DC18 son considerados como
provirus infecciosos (Anai et al., 2012; Kuse et al., 2016). Los ERV-DC tienen una
estructura gendémica simple de aproximadamente 8.8 kpb que codifica una

poliproteina Gag-Pol y una proteina Env (Kawasaki & Nishigaki, 2018).

En algunos casos, las secuencias derivadas de ERVs han adquirido actividades
relacionadas con el mantenimiento de la fisiologia del hospedador, lo que
sugiere un rol importante en la evolucién de las especies, dicho fenémeno es
conocido como "domesticacion de ERVs" (Kawasaki & Nishigaki, 2018). La
domesticacion de los ERVs puede ejemplificarse a través de algunos factores de

restriccion retroviral (Malfavon-Borja & Feschotte, 2015).

Refrex-1, es un factor de restriccion antirretroviral codificado por el gen env de
ERV-DC7 y -DC16 que interfiere con la infecciéon por ERV-DC del genotipo |y por
el virus de leucemia felina subgrupo D causando interferencia extracelular del
receptor (Ito et al., 2013). Se ha descrito que los loci ERV-DC7 y -DC16 estan fijos
en el genoma del gato. Por lo tanto, la actividad antirretroviral de Refrex-1 puede
haber contribuido a la supervivencia del hospedador durante la evolucién felina

(Kawasaki & Nishigaki, 2018).



Por otro lado, la mayoria de los provirus ERV-DC poseen marcos de lectura
abiertos (ORF), por lo que debe considerarse la posibilidad de que otros provirus
ERV-DC hayan adquirido nuevas funciones bioldgicas. El caso de ERV-DCé es
interesante porque conserva un ORF intacto en el gen env, lo que hace factible
que ERV-DCé6 tenga alguna funcién como gen del hospedador (Kawasaki &
Nishigaki, 2018).

RD-114 es un ERV quimérico compuesto por los genes gag-pol de ERV-DC y el
gen env de un retrovirus enddégeno de babuino (BaEV) (van der Kuyl et al., 1999).
Otros estudios muestran que el BaEV también es un virus quimérico compuesto
por los genes gag-pol de un retrovirus endégeno de babuino amarillo (PcEV) y el
gen env de un retrovirus endégeno de simio (SERV) (Mang et al., 1999; van der
Kuyl et al., 1997). Hasta ahora se sabe que al menos cuatro retrovirus distintos
estan involucrados en la generacién de RD-114 a través de dos eventos de
recombinacién: la transduccidn de env de SERV en PcEV y la transduccién de env
de BaEV en ERV-DC. Estos datos sugieren que se han producido multiples
transmisiones retrovirales entre los monos del viejo mundo y los gatos, dando

lugar a varios eventos de recombinacién viral (Kim et al., 2004).

1.3.1. Virus de leucemia felina endégeno

El virus de leucemia felina endégeno (enFelV) es un provirus de replicacion
defectuosa que se encuentra en especies del género Felis, incluyendo al gato
doméstico (Felis silvestris catus) (Roca et al., 2004). Es posible que haya ingresado
en el genoma antes de la especiacién del género Felis (Polani et al., 2010). A pesar
de que se cree que los enFelV no inducen de manera directa la presentacion de
enfermedad en el hospedador, son muy relevantes para la biologia del FelLV
exdgeno en los gatos domésticos. El FeLV enddgeno se expresa en muchos tipos
de tejidos y estd asociado con la infeccidon del FelLV exégeno (Krunic et al., 2015;

McDougall et al., 1994; Tandon et al., 2008). El sitio de integracién del enFelV,



asi como el nimero de copias presentes, varian entre individuos y se ha estimado
en un rango de 6-12 copias por genoma haploide (Polani et al., 2010). Se ha
asociado tanto el incremento, como la disminuciéon del nimero de copias
provirales del enFelV con una mayor carga viral de FelLV (Powers et al., 2018;

Tandon et al., 2008).

Se han detectado secuencias de longitud completa de enFelV genémicamente
intactos en el genoma de gatos domésticos, pero no en los de especies
relacionadas en el género Felis (Roca et al., 2004; 2005), lo que indica que pueden
haber ingresado recientemente en la linea germinal y que el proceso de

endogenizacién puede estar en curso (Stewart et al., 2011; Willett & Hosie, 2013).

Las versiones enddgenas y exdgenas del FelV son genéticamente similares un
86% aproximadamente. Las principales diferencias entre enFelLV y exFelV se
encuentran en los genes gag y env, asi como en las regiones Unicas 3" de la LTR.
El enFelLV generalmente presenta inserciones y deleciones (INDELs), cambios en

marcos de lectura y mutaciones sin sentido (Chiu et al., 2018).

1.4. Virus de leucemia felina exégeno

El virus de leucemia felina (FelLV) fue descubierto en gatos que desarrollaron
linfomas (Jarrett et al., 1964) y posteriormente fue purificado y caracterizado
morfolégicamente a partir del plasma de gatos infectados experimentalmente
(Kawakami et al., 1967). Estos estudios fueron pioneros en la investigacién sobre

el FelV e iniciaron el campo de la retrovirologia felina (Willett & Hosie, 2013).

El FeLV en su forma exdgena (exFelV) se encuentra taxondmicamente en el orden
Ortervirales, familia Retroviridae, subfamilia  Orthoretrovirinae, género
Gammaretrovirus (Coffin et al., 2021). Este retrovirus infecta principalmente a
gatos domésticos, aunque la infeccion también ha sido reportada en felinos

silvestres como el gato montés euroasiatico (Felis silvestris silvestris) (Daniels et



al., 1999; Fromont et al., 2000; Leutenegger et al., 1999), el guepardo o chita
(Acinonyx jubatus) (Marker et al., 2003), la pantera de Florida (Puma concolor
coryi) (Brown et al., 2008; Chiu et al., 2019; Cunningham et al., 2008), el lince
ibérico (Lynx pardinus) (Meli et al., 2009, 2010), el leopardo (Panthera pardus)
(Tangsudijai et al., 2010), el jaguarundi (Puma yagouaroundi) (Filoni et al., 2017),
el ocelote (Leopardus pardalis) y el tigrillo oncilla o leopardo tigre (Leopardus

tigrinus) (Guimaraes et al., 2009).

La infeccidn por el FelLV se asocia con multiples sindromes fatales en gatos, que
incluyen trastornos en la médula dsea, neoplasias hematoldgicas (leucemia y
linfoma) e inmunosupresion (Jarrett, Martin, et al., 1964; Mackey et al., 1975;
Ogilvie et al., 1988; Pare et al., 2022; Quigley et al., 2000; Sykes & Hartmann,
2014). El exFeLV se transmite horizontalmente y se divide en subgrupos con base

en su relacidn genética y funcional (Miyazawa, 2002).

La transmisién de exFelV ocurre principalmente a través de la exposicion
oronasal con la saliva y las secreciones nasales, por ejemplo, al acicalarse
mutuamente y compartir platos de comida y agua. El virus también se elimina a
través de las heces y la orina de los animales infectados. Otras vias de transmisién
consideradas de menor relevancia son: a través de mordeduras, transfusiones de
sangre, la lactancia y posiblemente por pulgas (Cattori et al., 2009; Gomes-Keller

et al., 2009; Sykes & Hartmann, 2014; Vobis et al., 2003).

El subgrupo A del FelLV (FeLV-A) es el que se describe con mayor frecuencia
(Jarrett et al., 1978; Miyazawa, 2002). Aunque se ha informado que el FeLV-A es
menos patdgeno que otros subgrupos de FelV, se ha asociado con anemia
macrocitica, inmunosupresion y linfoma (Hartmann, 2012; Willett & Hosie, 2013).
FelLV-A utiliza como receptor al transportador de tiamina THTR1 (Mendoza et al.,

2006).

Durante la infeccion por FelV-A, la recombinacion ocurre a menudo con el

enFelV en la regidn genética env, lo que resulta en la generacién del subtipo



FelLV-B (Overbaugh et al., 1988; Stewart et al., 1986). El FeLV-B se asocia con el
desarrollo de leucemia y linfoma (Bolin & Levy, 2011). Para el ingreso a la célula,
el FeLV-B utiliza como receptores a los transportadores de fosfatos inorganicos
(PiT-1 y PiT-2) (Takeuchi et al., 1992; Willett & Hosie, 2013). Se considera que la
transmisién horizontal del FeLV-B esrara, a menos que ocurra de manera conjunta

con el FeLV-A como un virus auxiliar (Chiu et al., 2019).

El FeLV-C surge de mutaciones de novo en el gen env del FeLV-Ay se ha asociado
con el desarrollo de anemia aplasica. El FeLV-C utiliza el transportador de hem
FLVCR1 como receptor (Quigley et al., 2000; Tailor et al., 1999). Aunque el
receptor FLVCR1 se expresa ampliamente en los tejidos hematopoyéticos, su
funcion en la exportacion de hem citoplasmaético parece ser esencial para el
desarrollo de progenitores eritroides, protegiéndolos de la toxicidad del hem
(Quigley et al., 2004). La perturbacidn de esta funcion esencial de FLVCR1 en las
células progenitoras eritroides da como resultado la pérdida selectiva de
unidades formadoras de colonias-eritroides (CFU-E) y el desarrollo de una anemia

severa no regenerativa (Dunham & Graham, 2008).

El FeLV-D es un subgrupo que se origind de la recombinacion de las regiones
genéticas gag-pol de FelLVy el gen env de ERV-DC del genotipo I. Este subgrupo
ha sido asociado con la generacién de neoplasias hematoldgicas, que incluyen al
linfoma y la leucemia (Kawasaki & Nishigaki, 2018). El FeLV-D utiliza un receptor
diferente al de los otros subgrupos, sin embargo, todavia no ha sido descrito

(Anai et al., 2012).

El FeLV-E es un subgrupo descrito recientemente, que fue aislado a partir de un
macho castrado de un afo que presentaba lesion por mordedura y estomatitis.
Aunque este subgrupo es genéticamente similar al FelV-A, presenta
sustituciones e inserciones en el gen env. El receptor utilizado por este subgrupo
es distinto a los previamente descritos (THTR1, PiT-1/PiT-2, y FLVCR1), sin
embargo, aiin no ha sido identificado (Chiu et al., 2018; Miyake et al., 2016).



El FeLV-T es un subgrupo que presenta tropismo por linfocitos T, induciendo un
trastorno inmunosupresor fatal descrito como FelLV-FAIDS (sindrome de
inmunodeficiencia adquirida felina). Este subgrupo es una variante del FeLV-A
que presenta inserciones y deleciones en la regién env (Chiu et al., 2018). El
marcado tropismo de linfocitos T de FelLV-T se debe a que para ingresar a las
células, ademas del receptor (Pit1) necesita de un correceptor denominado
FelLlX, el cual es expresado en linfocitos T (Anderson, 2000; Dunham & Graham,
2008). FeLIX es una proteina de envoltura truncada producida constitutivamente
por enFelV, que comparte mas del 90% de identidad con la regidn env del FelLV-

B (Anderson, 2000).

1.5. Curso de la infeccion por el FeLV

La infeccién por el FelLV puede causar una amplia variedad de signos clinicos, los
cuales generalmente se asocian con desérdenes hematoldgicos, entre los que se
encuentran citopenias y neoplasias como la leucemia y el linfoma que con
frecuencia conducen a la muerte de los animales (Gleich & Hartmann, 2009). Se
ha propuesto que aproximadamente un tercio de las muertes causadas por
neoplasias en gatos son consecuencia de la infeccién por el FelLV y que la
presentacion de linfoma es el segundo signo clinico més frecuente asociado a la
infeccion, después de la anemia (Hartmann, 2011). Clinicamente han sido
descritas tres formas de linfoma asociadas con la infeccién por el FelLV: timico,
una neoplasia del mediastino anterior, conformada por células de linaje T en
diferentes etapas de madurez; alimentario, en el que la neoplasia involucra al
tracto gastrointestinal; y multicéntrico, en el que la neoplasia afecta a muchos

érganos, pero generalmente excluye el timo (Cotter, 1992).

Después de la exposicidn con el virus, este llega al tejido linfoide regional, donde
infecta principalmente a linfocitos y monocitos. Si el virus llega a la médula ésea,

es capaz de infectar a células precursoras, neutrdfilos y plaquetas.



Posteriormente, las mucosas y los tejidos glandulares se infectan (tracto
gastrointestinal, glandulas salivales), por lo que el virus se elimina principalmente
por la saliva, pero también por las heces, la orinay la leche (Hartmann & Hofmann-

Lehmann, 2020).

El curso de la infeccion por el FelV esté influenciado por diferentes factores, tales
como la inmunosupresidn, las coinfecciones o el cambio en el entorno (factores
estresantes), mismos que pueden alterar la presentacion y el prondstico de la
infeccion. Estos cursos se han denominado como: infeccidn progresiva, infeccidn
regresiva, infeccion abortiva e infeccidn focal o atipica y pueden determinarse
mediante el seguimiento con diferentes pruebas diagnédsticas (Hofmann-

Lehmann & Hartmann, 2020).

1.5.1. Infeccion progresiva

En la infeccién progresiva por el FelV, se produce una replicacién viral extensa,
inicialmente en los tejidos linfoides y posteriormente en la médula ésea y en los
tejidos epiteliales glandulares y mucosos. Esta infeccidon se asocia con la excrecion
de virus infecciosos y la respuesta inmune frente al virus es insuficiente, con
niveles de anticuerpos neutralizantes bajos o indetectables. La infeccion
progresiva se caracteriza por la presentacién de viremia persistente y la excrecién
viral. Los gatos que cursan con esta infeccion generalmente desarrollan
enfermedades asociadas con el FelLV que pueden ser fatales. En sitios donde se
alojan multiples gatos y no existe un control de la infeccion entre el 30y el 40 %
de los gatos se volverdn persistentemente virémicos (Hartmann & Hofmann-

Lehmann, 2020; Lutz et al., 2009; Sykes & Hartmann, 2014).



1.5.2. Infeccion regresiva

Se ha reportado que en entornos con varios gatos que excretan el FelV (alta
presion infecciosa), 30-40% de los gatos desarrollan una infeccidn regresiva que
se caracteriza por la presentacion de viremia transitoria (Lutz et al., 2009). En la
infeccion regresiva se monta una adecuada respuesta inmunitaria, por lo que la
replicacién viral y la viremia se contienen antes (o poco después) del momento
de lainfeccion de la médula ésea (Hartmann, 2012). Estos gatos nunca desarrollan
o eventualmente eliminan la viremia, generalmente dentro de las 3 a 6 semanas
posteriores a la exposicidn al virus, por lo que es transitoria (Hartmann &
Hofmann-Lehmann, 2020). Aunque el ADN proviral permanece integrado, no
existe una produccién activa del virus; por lo tanto, estos gatos tienen resultados
negativos en las pruebas de rutina que detectan el antigeno viral (Hartmann,
2012). Los gatos con infeccidn regresiva no eliminan el virus infeccioso en la saliva,
pero el ADN proviral aunque se presente en bajos niveles, puede transmitirse a
través de transfusiones sanguineas (Nesina et al., 2015). La infeccion puede
reactivarse y la viremia puede reaparecer en cualquier momento, especialmente
seguida de episodios de inmunosupresién o durante la gestacion, lo que trae
como consecuencia la eliminacion del virus en la saliva y la posibilidad de
desarrollar la enfermedad asociada al FelLV (Hartmann & Hofmann-Lehmann,

2020; Rojko et al., 1982).

1.5.3. Infeccion abortiva

Las infecciones abortivas ocurren en aproximadamente 20-30% de los gatos
infectados (Lutz et al., 2009). Es probable que la infeccion abortiva sea causada
por la exposicidn a dosis bajas del FelLV, en donde la replicacidn viral se limita
inicialmente en el tejido linfoide local, como en la orofaringe, mediante una

respuesta inmune humoral y mediada por células eficaz; por lo que estos gatos



nunca se vuelven virémicos (Madewell & Jarrett, 1983; Willett & Hosie, 2013).
Estos animales montan una respuesta inmune muy eficaz que los protege contra
nuevos desafios virales durante varios anos. Por lo tanto, las infecciones abortivas
se caracterizan por resultados negativos en las pruebas de aislamiento viral, asi
como en la deteccién de antigenos, de ARN viral y ADN proviral; siendo la
presencia de anticuerpos contra el FelV la Unica sefal de exposicidn al virus, por
lo que, los gatos que cursan con infecciones abortivas tienen la misma esperanza
de vida que aquellos que nunca han estado expuestos al FelLV (Boenzli et al.,

2014; Hofmann-Lehmann & Hartmann, 2020; Major et al., 2010).

1.5.4. Infeccion focal (atipica)

Las infecciones focales, también llamadas infecciones atipicas, se han reportado
hasta en el 10% de los gatos infectados experimentalmente. En estos gatos, la
infeccién por el FelLV esté restringida a ciertos tejidos, como la glandula mamaria,
la vejiga, los ojos, el bazo, los linfonodos o el intestino delgado, en los que se
presenta replicacién viral local persistente (Hayes et al., 1989; Hofmann-Lehmann
& Hartmann, 2020). En esta infeccién, la producciéon del antigeno viral y su
liberacién en la sangre puede ser intermitente o en niveles muy bajos. Por lo tanto,
estos gatos pueden tener resultados positivos débiles o discordantes en las
pruebas para la deteccién de antigeno, o pueden alternar resultados positivos y
negativos. Algunos de estos gatos dan positivo para el antigeno en sangre, pero
resultan negativos en las pruebas de aislamiento del virus o incluso en la PCR de
provirus, lo que también dependera de la sensibilidad del ensayo empleado

(Hartmann & Hofmann-Lehmann, 2020; Miyazawa & Jarrett, 1997).



1.6. Virus de inmunodeficiencia felina

El virus de inmunodeficiencia felina (FIV) fue descrito por primera vez en gatos
que presentaban marcada baja de peso y tenian una o mas infecciones crénicas,
como gingivitis, periodontitis, dermatitis, infecciones de oido, rinitis crénica,
conjuntivitis créonica o diarrea (Pedersen et al., 1987). Taxondmicamente se
encuentra en el orden Ortervirales, familia Retroviridae, subfamilia
Orthoretrovirinae, género Lentivirus (Coffin et al., 2021); e infecta a especies de la
familia Hyaenidae y Felidae (Troyer et al., 2005). Debido a que existen similitudes
genéticas, estructurales y de patogenia con el virus de inmunodeficiencia humana
(HIV), el FIV es un modelo util para en estudios terapéuticos y de profilaxis en la

infeccién por el HIV (Elder et al., 2010).

La transmision del FIV ocurre principalmente a través de heridas causadas por
mordeduras, por las que ingresa saliva que contiene al virus. La infeccién también
puede ocurrir de forma iatrogénica a través de la inoculacién con sangre o saliva
infectada, como por ejemplo a través de transfusiones de sangre, esterilizacion
inadecuada de equipos dentales y quirdrgicos, asi como por la utilizacién de
agujas contaminadas. Los gatitos también pueden adquirir el FIV verticalmente
de sus madres, ya sea antes del nacimiento (es decir, en el ltero) o después del
nacimiento (a través de leche de madres infectadas y/o flujo vaginal), aunque esta
parece ser una via de transmisién de menor relevancia (Burkhard & Dean, 2003;

Sykes, 2014; Westman et al., 2022).

El FIV infecta principalmente a los linfocitos T CD4+ utilizando como receptor
primario a la glicoproteina de transmembrana CD134 (OX40), que participa en la
activacion de células T, asi como molécula coestimuladora (Shimojima et al.,
2004); y al receptor de quimiocinas CXCR4 como co-receptor (Willett & Hosie,
2008). El heparan sulfato proteoglicano (HSPG) también ha sido descrito como un
posible receptor involucrado en el ingreso del FIV a las células (De Parseval &

Elder, 2001; Hu et al., 2011). El FIV también puede infectar a las células T CD8+,



los linfocitos B, los macréfagos, las células dendriticas, la microglia y los astrocitos

(Brown et al., 1991; Elder et al., 2010; Frey et al., 2001; Meeker & Hudson, 2017).

1.7. Curso de la infeccion por el FIV

Existen tres fases de la infeccidén por el FIV: aguda (inicial), subclinica y clinica
(terminal). No todas las fases se reconocen en los gatos infectados naturalmente,
lo que se debe principalmente a que los tutores de los gatos infectados con

frecuencia no notan los primeros signos (Little et al., 2020).

1.7.1. Fase aguda

El virus se replica inicialmente en los tejidos linfoides y hay altas concentraciones
de virus en la sangre a partir de las dos semanas posteriores a la infeccion,
alcanzado el pico de viremia entre las 8 a 12 semanas después de la infeccidn,
cuando el virus se disemina por todo el organismo (Taniwaki et al., 2013). Durante
esta etapa inicial o fase aguda, los animales pueden presentar signos clinicos de
leves a moderados, como fiebre, linfadenopatia generalizada transitoria, anorexia
y letargo (Callanan et al., 1992). Linfocitos T citotdxicos (CD8+) especificos contra
el virus pueden detectarse desde la segunda semana post-infeccidn, previo a la
seroconversion (Beatty et al., 1996). De dos a ocho semanas después de la
infeccidn, es posible identificar anticuerpos contra las proteinas SU y TM del gen
env, y hacia las proteinas MA y CA del gen gag (Lecollinet & Richardson, 2008;
Taniwaki et al., 2013).



1.7.2. Fase subclinica

A pesar del desarrollo de una respuesta inmune celular y humoral, los animales
son incapaces de eliminar el virus, lo que conduce al establecimiento de una
infeccion persistente por el FIV. En esta fase subclinica, los gatos permanecen
infectados sin presentar signos clinicos, a menudo durante afios o incluso de por
vida. En esta etapa la replicacion viral continta en niveles bajos con una
disminucién lenta y progresiva en el nimero de células T CD4+, inversién en la
proporcion de células T CD4+:CD8+ y en algunos gatos, hiperglobulinemia que
resulta de la hiperactivaciéon de las células B (Miré et al., 2007; Sykes, 2014,
Taniwaki et al., 2013).

1.7.3. Fase clinica

Esta fase también es conocida como Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida
(SIDA) felino debido a su similitud con el causado por el HIV (Hartmann, 2012) y
se caracteriza por una severa inmunosupresién con consecuente reduccién de los
anticuerpos circulantes, lo que permite el aumento de la carga viral y el desarrollo
de enfermedades que son causadas por infecciones crénicas oportunistas o
secundarias, neoplasias y trastornos neurolégicos. A pesar de la
inmunodeficiencia progresiva, el curso de la enfermedad depende de la
interaccion virus-hospedador, lo que explica porque no todos animales
infectados desarrollen la fase terminal (Hartmann, 2011; Sykes, 2014; Taniwaki et

al., 2013).



1.8. Subtipos del FIV

El FIV se clasifica en subtipos (A - F) con base en la divergencia de la regién
genética env, siendo la distancia genética entre los diferentes subtipos superior
al 17% (Frankenfeld et al., 2019). El subtipo A ha sido descrito en Australia, Nueva
Zelanda, Estados Unidos, Sudafrica y en el noroeste de Europa. El subtipo B se ha
encontrado en Estados Unidos, en el centro y sur de Europa, Brasil y Japdn. El
subtipo C ha sido identificado en Canada, Nueva Zelanda y en el sureste de Asia.
El subtipo D se ha descrito en Japdén y Vietnam. Los subtipos E y F se han
encontrado en Argentina y en Portugal respectivamente. A medida que se
obtienen mas secuencias virales son propuestos nuevos subtipos, tal es el caso
del mas reciente subtipo asignado como U-NZenv, identificado en Nueva Zelanda

(Andrade et al., 2022; Perhari¢ et al., 2016).

La recombinacién es un mecanismo de diversificacion genética que puede
originar variantes genéticas denominadas intersubtipos. Secuencias genéticas de
las regiones gag y env del FIV han evidenciado la presencia de virus

recombinantes A/B, A/C, A/D, B/C, B/D (Hayward & Rodrigo, 2010).

El FIV puede causar un sindrome de inmunodeficiencia adquirida en los gatos
domésticos que inicia con una fase latente, seguida de la disminucion de los
linfocitos T CD4+, que conduce a un mayor riesgo de infecciones oportunistas,
enfermedades neuroldgicas y neoplasias. No obstante, en la mayoria de los gatos
infectados naturalmente, el FIV no causa un sindrome clinico severo y con el
cuidado adecuado, los gatos infectados por el FIV pueden vivir muchos afos y

pueden morir a una edad avanzada por causas no relacionadas con la infeccién

por el FIV (Hartmann, 2012).



1.9. Diagndstico de los retrovirus felinos

La medida mas importante para el control del FeLV y el FIV es la identificacion y
segregacion de los gatos infectados. Se recomienda evaluar a todos los gatos
para detectar infecciones oportunamente; antes de la vacunacion, luego de una
posible exposicion a gatos infectados, o si se muestran signos clinicos de

enfermedad (Little et al., 2020).

Las pruebas rapidas realizadas en el punto de atencidn (point of care o POC en
inglés) estdn basadas en metodologias de inmunomigracidon rapida también
denominada inmunocromatografia de flujo lateral (IFL). Estas pruebas rapidas se
usan comunmente en la practica veterinaria para detectar el antigeno del FelLVy

los anticuerpos contra el FIV en sangre total, suero o plasma (Levy et al., 2017).

1.9.1. Diagndstico de la infeccion por el FeLV

El diagndstico de infeccidn por el FelV se realiza con frecuencia con base en la
deteccion del antigeno de cépside (p27) mediante pruebas de IFL. La mayoria de
los gatos desarrollardn antigenemia y dardn positivo dentro de los 30 dias
posteriores a la exposicion. Dado que las consecuencias de una prueba de
deteccion positiva para FelV son significativas para el futuro del gato, se
recomiendan pruebas adicionales para confirmar el diagndstico. Para tal fin
pueden enviarse muestras a un laboratorio para ser evaluadas con pruebas de
ELISA que detecten el antigeno p27 o de PCR para la deteccién del provirus.
Como alternativa, se puede usar una prueba de IFL de una marca diferente a la
empleada inicialmente para confirmar el resultado (Hofmann-Lehmann et al.,

2001; Little et al., 2020; Tandon et al., 2005).

Las pruebas de PCR para deteccién del provirus proporcionan informacién
adicional para conocer el estatus de la infeccidn en el individuo. Los gatos que

inicialmente resultan positivos tanto en la deteccion de antigeno p27 como en la



PCR pueden pasar a un patrén de infeccidon regresivo, generalmente dentro de
las 16 semanas posteriores a la infeccién (Hofmann-Lehmann & Hartmann, 2020;

Little et al., 2020).

Con las pruebas de RT-PCR para la deteccién de ARN viral en muestras de sangre
y saliva ha sido posible detectar a los animales infectados desde 1 a 3 semanas
post-exposicion (Cattori et al.,, 2009; Hofmann-Lehmann et al.,, 2006).
Adicionalmente, la deteccidn de ARN en hisopados de saliva se considera un
método confiable para determinar la presentacion de antigenemia y de secrecion
viral, lo que resulta relevante en situaciones en las que la extraccién de sangre no
es factible, como ocurre en poblaciones grandes de gatos (Gomes-Keller, Gonczi,

etal., 2006; Gomes-Keller, Tandon, et al., 2006; Little et al., 2020).

Se ha reportado que los ensayos de PCR en tiempo real para la cuantificacién de
cargas de ADN proviral y de ARN viral parecen tener relacion con el estatus de la
infeccion, al encontrar que los gatos con infecciones progresivas tienen niveles
mas altos de ARN viral y ADN proviral en comparacién con los gatos con

infecciones regresivas (Beall et al., 2019; Cattori et al., 2009).

Las pruebas de inmunofluorescencia (IFA) para frotis de sangre o médula dsea
pueden estar disponibles en algunos laboratorios especializados para el
diagndstico de la infecciéon por el FelV, por lo que no se considera un método de
deteccion de rutina. Estas pruebas detectan la presencia de antigeno viral (p27)
en el citoplasma de neutréfilos y plaquetas, lo que es indicativo de infeccidn de
la médula ésea. Antes de que se establezca la infeccién de la médula ésea, como
ocurre en la mayoria de los gatos con infecciones regresivas el resultado a esta
prueba serd negativo. También es posible obtener resultados falsos negativos en

gatos con leucopenia (Hofmann-Lehmann & Hartmann, 2020; Little et al., 2020).

Como se ha descrito anteriormente, es posible que existan resultados
discordantes entre las pruebas de antigeno y otras técnicas, como PCR e IFA, ya

que estas pruebas detectan la etapa de infeccién del gato en un solo momento,



por lo que es necesario repetir las pruebas posteriormente para esclarecer el
estado de la infeccion en algunos individuos. Los gatos con resultados
discordantes deben considerarse fuentes potenciales de infeccidon para otros

gatos hasta que se aclare su estado (Little et al., 2020).

1.9.2. Diagndstico de la infeccion por el FIV

La mayoria de los gatos producen altas concentraciones de anticuerpos contra el
virus dentro de los 60 dias posteriores a la infeccion, por lo que su deteccidn es
util para el diagnéstico. Estos anticuerpos pueden identificarse con pruebas de
IFL o ELISA basados en diferentes antigenos virales. Los kits disponibles de IFL
pueden detectar anticuerpos dirigidos hacia una o més proteinas virales. La
confirmacién de resultados positivos puede realizarse a través de la deteccién de
anticuerpos con Western blot o mediante la deteccién de ADN proviral y/o ARN
viral por PCR. De igual manera, con base en la disponibilidad de las pruebas, se
puede hacer uso de una prueba de IFL de una marca diferente a la inicialmente

utilizada para confirmar el resultado (Little et al., 2020).

Aunque las pruebas para la deteccién de anticuerpos contra el FIV se consideran
altamente confiables en la mayoria de las situaciones, deben considerarse casos
especiales, como ocurre en paises donde la vacunaciéon contra el FIV esté
disponible (Australia, Nueva Zelanda y Japén), lo que complica el diagnéstico de
infecciones por el FIV basado en la deteccién de anticuerpos en los animales
vacunados. Otro factor que debe considerarse son los anticuerpos transferidos
de forma pasiva a los gatitos que se alimentan de madres infectadas o vacunadas,
ya que esto puede conducir a un resultado positivo en la prueba de anticuerpos
hasta la edad de 6 meses en caso de que la madre se encuentre infectada (Little

etal., 2020; Westman et al., 2022).



En circunstancias naturales, los gatitos nacidos de madres infectadas rara vez
adquieren la infeccion por el FIV en el Utero o después del nacimiento. En
consecuencia, la mayoria de los gatitos que inicialmente resultan positivos en la
prueba para deteccién de anticuerpos, resultardn negativos cuando los
anticuerpos maternos hayan disminuido. Sin embargo, es probable que los
gatitos que presenten persistentemente resultados positivos para anticuerpos
contra el FIV después de los 6 meses de edad estén verdaderamente infectados.
Debido a lo anterior, los gatitos positivos en la deteccién de anticuerpos contra
el FIV deberian volver a analizarse con un ensayo de PCR confiable para esclarecer

su estado (Little et al., 2020; MacDonald et al., 2004).

En contraparte, algunos gatos que entran en la fase terminal de la infeccion
pueden tener resultados negativos en la pruebas para deteccidon de anticuerpos
debido a las altas cargas virales que secuestran anticuerpos en los complejos

antigeno-anticuerpo (Hosie et al., 2009; Little et al., 2020; Matsumoto et al., 1997).

Una consideracidon importante que debe tenerse con respecto a la deteccion de
acidos nucleicos virales (ADN proviral y ARN viral) por PCR es que es posible que
no todos los gatos infectados sean detectados por esta prueba, lo que
probablemente se deba a la existencia de variaciones en la secuencia viral o a las
bajas cargas del virus. El disefio de estas pruebas debe dirigirse hacia la
amplificacién de regiones genéticas conservadas, con la intencién de disminuir la
posibilidad de obtener resultados falsos negativos (Hosie et al., 2009; Little et al.,

2020).



2. JUSTIFICACION

En México son reconocidas las infecciones por los retrovirus felinos (FeLV y FIV),
sin embargo, no existen datos precisos de los tipos virales circulantes. Un estudio
realizado previamente con gatos del centro del pais reportd secuencias
enddégenas de FelLV (Ramirez et al., 2016). Es por ello, que surge la necesidad de
realizar anélisis filogenéticos que permitan conocer los tipos virales que infectan
a los felinos domésticos mexicanos. De igual manera, es de relevancia conocer la
relacion de estas infecciones retrovirales con la presentacién de cuadros clinicos,
considerando a las formas enddégena y exdgena del FelV y a la posible infeccién

con el virus de inmunodeficiencia felina.



3. HIPOTESIS

Las regiones genéticas LTR y gag seran iddneas para la deteccién selectiva de
variantes enddgenas y exdgenas del FelV, y para la caracterizacidén genética de
los tipos virales del FelLV y el FIV que infectan a felinos domésticos, utilizando

técnicas de PCRy secuenciacion.



4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Detectar y caracterizar genéticamente a los retrovirus felinos (FeLV y FIV) que
infectan a gatos domésticos mexicanos con diferentes alteraciones clinico-

hematoldgicas.

4.2. Objetivos particulares

o lIdentificar gatos infectados con diferentes cuadros clinicos y alteraciones
hematoldgicas relacionados a la infeccidn con retrovirus felinos a través de
PCR punto final e inmunocromatografia de flujo lateral.

o Amplificar de manera diferencial secuencias enddégenas y exégenas del
FelLV por PCR punto final.

o Caracterizar genéticamente los retrovirus felinos presentes (FeLV y FIV) en
las muestras sanguineas de felinos domésticos infectados.

o Determinar las cargas proviral y viral de exFelV y enFelV mediante PCR en

tiempo real.



5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Animales de estudlio y coleccion de muestras

En el estudio se incluyeron 50 gatos (27 machos y 23 hembras) a partir de los seis
meses de edad, los cuales fueron atendidos en el Hospital de Pequefias Especies
de la FES-C, UNAM vy en clinicas privadas del Estado de México. Se realizd un
muestreo por conveniencia en el que se seleccionaron animales que presentaban
signos clinicos compatibles con infecciones causadas por retrovirus, como
enfermedad bucal, neoplasias y alteraciones hematolégicas. También se
consideraron animales que por su estilo de vida presentaban factores de riesgo
asociados a estas infecciones, como es el caso de los animales no castrados, los
gatos que tenian acceso al exterior, los que estuvieron en contacto con animales
infectados, los provenientes de refugios de animales y/o los gatos callejeros
rescatados. Las muestras sanguineas se obtuvieron por puncién de la vena radial
o yugular en tubos con anticoagulante EDTA (BD Vacutainer® con EDTA K2,
México), a partir de las cuales se realizaron hemogramas. Se obtuvo el
consentimiento previo otorgado por los tutores. Mediante centrifugacion se
separaron los leucocitos de sangre periférica (LSP) y el plasma sanguineo, los
cuales se almacenaron a - 75° C hasta su uso. Este proyecto fue aprobado por el
Comité Interno para el Cuidado y Uso de los Animales en Experimentacion,

CICUAE - FESC con la clave C19_03.

5.2. Deteccion de antigeno de FelV y de anticuerpos contra FIV

Se realizd la deteccidn simultdnea de antigeno de FelV y de anticuerpos contra
FIV por inmunocromatografia de flujo lateral utilizando el kit comercial Antigen
Rapid FIV Ab/FelLV Ag (BioNote, Inc., Republica de Corea) a partir de las muestras

de plasma sanguineo, siguiendo las instrucciones del fabricante.



5.3. Deteccion de enFelV, exFelLVy FIV por PCR

La extracciéon de ADN gendmico se realizé a partir de los LSP utilizando un kit
comercial, FavorPrep™ Tissue Genomic DNA Extraction Mini Kit (Favorgen,
Taiwan), siguiendo las instrucciones del fabricante. EIl ADN se cuantificd con un
espectrofotémetro Nanodrop Lite™ (Thermo Scientific™, USA) y se almacend a -

75 °C hasta su uso.

La detecciodn inicial de las muestras positivas al FelLV se realizé con una PCR que
amplifica una region parcial del gen env de 508 pb, utilizando los iniciadores y las
condiciones previamente establecidas (Ramirez et al., 2016). Debido a que esta
PCR detecta tanto secuencias endégenas como exdgenas de FelV se disefiaron
iniciadores que permitieran realizar la deteccion diferencial de secuencias
enddgenas o exdgenas de FelV. El diseno de los iniciadores se realizé en la LTR
con el programa Primer3 Input (v.0.4.0), considerando secuencias disponibles en
el GenBank. Los primers enFelLV LTR FW y FeLV LTR RV amplificaron un fragmento
de 205 pb de enFelV. Los primers exFelLV LTR FW y FeLV LTR RV amplificaron un
fragmento de 215 pb de exFelV (tabla 1). La mezcla de reaccidn contenia tampdn
1X (Ampligon, Odense M, Dinamarca), MgClz 1.5 mM (Ampliqon), dNTPs 200 uM
(Ampligon), 500 nM de cada cebador, 5 U de ADN polimerasa Taq (Ampligon) y
0.5 pg de ADN por reacciéon, en un volumen final de 25 plL. Las condiciones de
amplificacién fueron las siguientes: desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 5
min, seguida de 35 ciclos de tres pasos cada uno: desnaturalizacién a 95 °C
durante 40 s, alineamiento a 62 °C para la exFelLVy 60 °C para enFelV, extension

a 72 °C durante 13 sy una extensién final a 72 °C durante 5 min.

Para la obtencién de secuencias del gen gag de FelV, se estandarizé una PCR
anidada para ampdlificar un producto inicial de 713 pb utilizando los primers FelLV
gag FW1y FelLV gag RV1. En la segunda ronda con los primers FelLV gag FW2 y
FelLV gag RV2 se obtuvo el segundo producto de 562 pb (Tabla 1). La mezcla de

reaccion contenia tampon 1X (Ampligon, Odense M, Dinamarca), MgCl; 2.5 mM



(Ampligon), dNTPs 200 pM (Ampligon), 500 nM de cada cebador, 5 U de ADN
polimerasa Taq (Ampliqon)y 0.7 pg de ADN por reacciéon, en un volumen final de
25 pL. Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes: desnaturalizacion
inicial a 95 °C durante 5 min, seguida de 40 ciclos de tres pasos cada uno:
desnaturalizacion a 95 °C durante 40 s, alineamiento a 53 °C para la primera
reacciony 55 °C para la segunda reaccién durante 40 s, extension a 72 °C durante
45 s para la primera reaccion y durante 35 s para la segunda reaccién y una

extension final a 72 °C durante 5 min.

Con el propdsito de obtener secuencias del gen env, se intentd estandarizar una
PCR con los iniciadores FelLV-SU FW y FelLV-SU RV para la amplificacion de un
producto de 775 pb y utilizando diferentes condiciones de temperatura y

concentraciones de componentes de la mezcla de reaccién.

La deteccion de FIV se realizé mediante PCR anidada amplificando un fragmento
del gen gag. Los primers FIV gag FW1 y FIV gag RV1 amplificaron un producto de
9219 pb en la primera ronda y con los primers FIV gag FW2 y FIV gag RV2 se
amplificd un producto de 458 pb en la segunda ronda (tabla 1). La mezcla de
reaccion contenia tampon 1X (Ampligon, Odense M, Dinamarca), MgCl; 2.5 mM
(Ampligon), dNTPs 200 pM (Ampligon), 500 nM de cada cebador, 5 U de ADN
polimerasa Taq (Ampliqon) y 0.7 pg de ADN por reacciéon, en un volumen final de
25 pL. Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes: desnaturalizacion
inicial a 95 °C durante 5 min, seguida de 40 ciclos de tres pasos cada uno:
desnaturalizacion a 95 °C durante 40 s, alineamiento a 57 °C para la primera
reacciony 52 °C para la segunda reaccién durante 40 s, extension a 72 °C durante
56 s para la primera reaccién y durante 30 s para la segunda reaccién y una

extensiodn final a 72 °C durante 5 min.



5.4. Deteccion de enFelV, exFelVy FIV por RT-PCR

Se extrajo el ARN a partir del plasma sanguineo con kit comercial (FavorPrep™
Viral Nucleic Acid Extraction Kit, Taiwan) y posteriormente se realizé la RT-PCR en

un solo paso utilizando el kit comercial OneStep RT-PCR Kit (QIAGEN, USA) con

los iniciadores antes descritos y siguiendo las instrucciones del fabricante.

5.5. Electroforesis horizontal en geles de agarosa

Los productos finales se separaron por electroforesis horizontal en gel de agarosa
al 1.5% con bromuro de etidio (0.5 pg/ mL)y se visualizaron en un transiluminador

UVP M-20E (BioSurplus, San Diego, CA, USA). Las bandas de los amplicones

positivos se cortaron con una navaja de bisturi para su posterior purificacién.

5.6. Purificacion productos de PCR a partir de geles de agarosa

La purificacién de los amplicones positivos se realizd con el kit comercial
FavorPrep GEL / PCR Purification Kit (Favorgen, Taiwan), siguiendo las

instrucciones del fabricante.

5.7. Secuenciacion de productos de PCR

La secuenciacion de las muestras se realizd en la Unidad de Biotecnologia y
Prototipos de la FES - Iztacala, UNAM, utilizando el método Sanger en un equipo

ABI 3130 x 1 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).



Cuadro 1. Iniciadores disefados para la deteccién de retrovirus felinos por PCR.

Iniciador Secuencia 5’ - 3’ Posicidon 2 ™ Tamano
del
producto
enFelV 8977 -
LTR EW CCTCATTCTGGGAAATCGCC 8996
60°C  205pb
FelLV 9162 -
LTR RV GCGGTCAAGTCTCAGCAAAG 9181
exFelV 8120 -
LTR EW CCAAGAACAGTTAAACCCCGG 8140
62°C 215pb
FelLV 8315 -
LTR RV GCGGTCAAGTCTCAGCAAAG 8334
FelLV
gag TGACCAGAGTTCGACCTTCC 235-254
FW1 o
FolV 53°C 713 pb

gag RV TCAAGGGTGAGGCTTAAGGG 928 - 947
1

FelV
gag CTTTGCTGAGACTTGACCGC | 350 -369
FW2 55°C 562 pb
FelV. ' CCCATGACGGTTTCTGCAAT | 892 - 911
gag RV2
FelV-SU 6265 -
W CCAATGTAAAACACGGGGCA o ood
59°C  775pb
FelV-SU 7020 -
Ay GTCAGTTTATGTTGCGGAGT 5030
F';/stg GAGAAGGGAAYTTYAGATGGGC = 719 - 740
57°C 919 pb
FIV gag 1616 -

RV GTACTTTCTGGCTTAAGRTGRC 1637



FIVgag  ATGGGATTAGACACYAGRCC | 964 - 983

FW?2
52°C 458 pb
FIV gag 1402 -
RV?2 CCTAATGCYTCRAGATACCA 1421

2 Posiciones basadas en la secuencia enFelLV-AGTT (AY364318.1) de enFelV, cepa Rickard
(NC_001940.1) de exFelLV y cepa Petaluma (NC_001482.1) de FIV.

5.8. Carga proviral y viral de exFelV

La carga proviral y viral se determiné en las muestras de ADN gendémico de LSPy
de ADNc mediante PCR en tiempo real en el Laboratorio de Genética Molecular
de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, UNAM; con el apoyo del Dr.
Rogelio Alejandro Alonso Morales. Se usé el kit comercial FIND-IT (BioTecMol,
México) que utiliza una sonda TagMan marcada con FAM/TAMRA para la
deteccion de un fragmento de la LTR de exFelV y la sonda del control interno

estd marcada con HEX/BHQ1.

5.9. Carga proviral y viral de enFelV

Con la finalidad de conocer la carga proviral y viral de enFelV en las muestras de
ADN gendmico de LSP y de ADNc respectivamente, se realizé la estandarizacién
de una PCR en tiempo real, basada en la deteccién de un segmento de la regién
LTR, utilizando los iniciadores previamente descritos y SYBR® Green como
fluoréforo (Tabla 1). EI ADNc se obtuvo a partir del ARN extraido de las muestras
de plasma con el kit comercial RevertAid First Strand cDNA Synthesis (Thermo
Fisher Scientific Baltics, UAB, Lituania), siguiendo las instrucciones del fabricante.
Las reacciones se prepararon en un volumen de 10 pL con el kit comercial
SsoAdvanced Universal SYBR® Green Supermix (Bio-Rad, USA), de acuerdo a lo

indicado por el fabricante. Los ensayos se realizaron por duplicado en un



termociclador CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad),
utilizando como control positivo diluciones décuples seriadas de un gen sintético
(gBlocks™, Integrated DNA Technologies, USA) que contenia la secuencia de
interés (enFeLV-AGTT). El anélisis de los datos y la determinacién del nimero de
copias se realizd con los programas Bio-Rad CFX Maestro 1.1 y NEBioCalculator
1.15.0. El anélisis de correlacién entre la carga proviral y viral se realizé en el

programa GraphPad Prism 9.5.0.
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Figura 4. Condiciones de amplificacién de enFelV por gPCR. Desnaturalizacién inicial a 95 °C
durante 3 minutos (1); seguida de 35 ciclos de desnaturalizacién a 95 °C por 30 segundos,

alineamiento a 60 °C por 15 segundos, y extension a 72 °C por 15 segundos (2, 3 y 4). a
Deteccidn de la fluorescencia (3).

5.70. Secuenciacion masiva (NGS)

Se enviaron muestras del ADN proviral y del ADNc retrotranscrito del ARN viral
del plasma sanguineo correspondientes a los individuos G01, G02, G03, G09,
G26 y G37, entre los que se incluyeron tres machos y tres hembras que
presentaban diferentes caracteristicas clinico-hematoldgicas (apéndice 1) para su
secuenciacién con el sistema MiSeq™ de lllumina® (Illumina Inc., Estados Unidos)

en el Centro Nacional de Recursos Genéticos - INIFAP, Tepatitlan, Jalisco.



5.11. Anélisis de secuencias

La edicién de las secuencias se realizd con el programa BioEdit 7.0.4 y se utilizé
ClustalW para hacer los diferentes alineamientos. La construccién de los arboles
filogenéticos se realizé6 con el programa Geneious 11.1.4 con el método de
Neighbor-joining, empleando el modelo de distancia genética de Tamura-Nei y
un soporte bootstrap de 1,000 réplicas. Las distancias genéticas se calcularon en
el programa MEGA 11. Para la busqueda de secuencias recombinantes se utilizd
el programa RDP 5.23 y la proporcion de sustituciones sindnimas y no sinénimas

se calculd con el programa SNAP 2.1.1.



6. RESULTADOS

6.1. Presencia de ADN proviral y ARN viral del enFelV

Todas las muestras de ADN gendmico de LSP fueron positivas a enFelV (figura
5). Por otro lado, a partir del ARN extraido de plasma sanguineo se detectaron 48
animales positivos a enFelLV por RT-PCR. Veinticuatro animales resultaron
negativos en las pruebas empleadas para la deteccion de exFelLVy FIV, porlo que
Unicamente fueron positivos a la enFelLV. Dentro de estos 24 animales exFelV y
FIV negativos, se encontraron siete animales que presentaron signos clinicos y/o
alteraciones en el hemograma compatibles con la infeccién retroviral, entre los
que se encontraron casos con gingivitis/gingivoestomatitis, linfoma, linfocitosis,

linfopenia, anemia, neutropenia y/o trombocitopenia (figura 6).

9 10 11 12 13 14 15 16 N

Figura 5. Visualizacién del resultado de la electroforesis en gel de agarosa al 1.5% tefiido con
bromuro de etidio (0.5 ug / mL) de los productos amplificados de la region LTR de enFelV por
PCR (205 pb). Carriles 1 - 16: muestras; Mbp: marcador de pares de bases; P: control positivo; N:
control negativo.
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Figura 6. Signos clinicos y alteraciones hematoldgicas encontradas en los gatos domésticos
positivos Unicamente a enFelV (n=24).

6.2. Presencia de antigeno, ADN proviral y ARN viral del exFelV

De los 50 gatos evaluados, 17 de ellos resultaron positivos en al menos una de las
pruebas para la deteccién del exFelV. Se detectaron como positivas 6 de las 50
muestras de plasma para el antigeno del FelLV. Diez de las 50 muestras de LSP
fueron positivas para ADN proviral del exFelV. Por otro lado, 14 animales fueron
positivos a ARN viral del exFelV (figuras 7 y 8) . La edad de los animales
detectados como positivos a la infeccion por exFelV en al menos una de las
pruebas realizadas fue de 6 meses a 7 anos (2.4 afios en promedio), siete fueron
hembras y diez machos. Dentro de estos animales positivos a exFelV, cuatro no
presentaron signos clinicos, no obstante, tres presentaron gingivitis o
gingivoestomatitis, tres depresidn y anorexia, dos diarrea y pérdida de peso, uno
presenté linfoma y también se presentaron casos de animales con lesiones por

mordida, vémito e ictericia, derrame pleural y pulicosis. Cinco de los animales
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positivos a exFelLV no tuvieron alteraciones en el hemograma, sin embargo, se
presentaron tres casos con anemia no regenerativa, dos con trombocitopenia,
dos con linfopenia, dos con neutropenia, dos con eosinofilia, dos con neutrofilia,

uno con linfocitosis y uno con monocitosis (figura 9).

Figura 7. Visualizacién del resultado de la electroforesis en gel de agarosa al 1.5% tefiido con
bromuro de etidio (0.5 pg / mL) de los productos amplificados de la regién LTR de exFelV por
PCR (215 pb). Carriles 1 - 6: muestras; Mbp: marcador de pares de bases; P: control positivo; N:
control negativo.

Figura 8. Visualizacién del resultado de la electroforesis en gel de agarosa al 1.5% tefiido con
bromuro de etidio (0.5 pg / mL) de los productos amplificados de la regién gag de FelV por PCR
anidada (562 pb). Carriles 1 - 8: muestras; Mbp: marcador de pares de bases; P: control positivo;
N: control negativo.
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Figura 9. Signos clinicos y alteraciones hematoldgicas encontradas en los gatos domésticos
positivos a exFelV.

6.3. Presencia de anticuerpos, ADN proviral y ARN viral del FIV

Se detecté la presencia de ADN proviral del FIV por PCR anidada en 10 de los 50
animales muestreados (figura 10) con edades que oscilaban de los 6 meses a los
15 anos (7.05 anos en promedio), cinco eran hembrasy cinco eran machos, cinco
animales presentaron depresién y anorexia, dos casos con baja de peso, dos con
diarrea, uno presenté vomito, uno con gingivoestomatitis y un caso con
adenocarcinoma mamario. Los hemogramas de estos animales positivos a FIV
mostraron en seis de los casos la presencia de neutrofilia, dos casos con
linfocitosis, anisocitosis, neutropenia, monocitosis y eosinofilia (con un caso cada
uno) y uno de los animales no presenté ninguna alteracion en el hemograma
(figura 11). Ninguna de las muestras resultd positiva a anticuerpos contra el FIV ni

a RT-PCR a partir de ARN de plasma sanguineo.
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Figura 10. Visualizacién del resultado de la electroforesis en gel de agarosa al 1.5% tefiido con
bromuro de etidio (0.5 pg / mL) de los productos amplificados del gen gag del FIV por PCR
anidada (458 pb). Carriles 1 - 9: muestras; Mbp: marcador de pares de bases; P: control positivo;
N: control negativo.
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Figura 11. Signos clinicos y alteraciones hematoldgicas encontradas en los gatos domésticos
positivos al FIV.
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6.4. Distancia genética y anélisis de recombinacion

Las secuencias obtenidas en este estudio se encuentran disponibles en el
GenBank con los nimeros de acceso MZ334429 - MZ334466. El anélisis de las
distancias genéticas de las secuencias mostré que las secuencias obtenidas en el
estudio de enFelV-LTR tuvieron valores que oscilaron entre 0.02 - 0.45 y de 0.02
- 0.46 con respecto a las secuencias de referencia disponibles en el GenBank. En
tanto que para las secuencias de exFelLV-LTR la distancia genética fue de 0 - 0.03
entre las secuencias obtenidas en el estudio y de 0 - 0.13 con respecto a
secuencias exdgenas disponibles en el GenBank. La distancia genética de las
secuencias de exFelV-gag fue de cero entre las secuencias obtenidas en el
estudio y tuvo valores que oscilaron entre 0.02 - 0.06 con respecto a secuencias
de la misma regién de exFelV disponibles en el GenBank. No se detectaron
secuencias recombinantes en ninguna de las dos regiones genéticas analizadas
(LTRy gag). Dado que no se obtuvieron resultados positivos para la amplificacion
por PCR del gen env del exFelLV en ninguna de las muestras, no se obtuvieron
secuencias de esta regién genética. El servicio de secuenciacion masiva de las
muestras reportd que no se encontraron secuencias enddgenas ni exdgenas de

FelLV en ninguna de las muestras enviadas.

Por otro lado, para las secuencias obtenidas de FIV, los valores de distancia
genética fueron de 0 - 0.05 entre las secuencias obtenidas en el estudio y con
respecto a secuencias previamente descritas del subtipo A: de 0.13 - 0.18, del
subtipo B: 0.01 - 0.06, del subtipo C: 0.17 - 0.20, del subtipo D: 0.10 - 0.16 y del
subtipo E: 0.26 - 0.29. De igual manera, ninguna de las secuencias del gen gag

mostré ser de origen recombinante.

El servicio de secuenciacion masiva de las muestras reporté que no se
encontraron secuencias enddgenas ni exégenas de FelLV en ninguna de las

muestras enviadas.



6.5. Anadlisis filogenético de enFelV

El 4rbol filogenético se construyd con las secuencias endégenas obtenidas que
corresponden a un fragmento de la regién LTR de enFelV (figura 12). Se
incluyeron secuencias disponibles en el GenBank identificadas con los siguientes
numeros de acceso: AY364318.1, AY364319.1, AY364320.1, GU300829.1,
GU300839.1, GU300855.1, GU300949.1, GU300970.1, GU300986.1,
GU301018.1, GU301066.1, LC196053.1, LC196055.1, LC198317.1, MH325041.1,

MH325043.1 y MH325049.1.
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Figura 12. Arbol filogenético construido con las secuencias nucleotidicas de la regién LTR de

enFelV con el método de Neighbor-joining en el programa Geneious 11.1.4 (Acevedo-Jiménez
et al., 2023). Las secuencias obtenidas en este estudio se muestran en azul (e).



6.6. Anadlisis filogenético de exFelV-LTR

El &rbol filogenético se construyd con las secuencias exdgenas obtenidas que
corresponden a un fragmento de la regién LTR de exFelV (figura 13). Se
incluyeron secuencias disponibles en el GenBank identificadas con los siguientes
numeros de acceso: AB060732.3, AB672612.1, AB673426.1, AF052723.1,
KP728112.1, M14331.1, M18247.1, M89997.1, MF681664.1, MF681665.1,
MF681666.1, MF681667.1, MF681669.1, MF681670.1, MF681671.1 y X00188.1.
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Figura 13. Arbol filogenético construido con secuencias nucleotidicas de la regién LTR de exFelV
con el método de Neighbor-joining en el programa Geneious 11.1.4 (Acevedo-Jiménez et al.,
2023). Las secuencias obtenidas en este estudio se muestran en rojo (e).



6.7. Anadlisis filogenético de exFelV-gag

Este arbol filogenético se construyé con las secuencias obtenidas que

corresponden a un fragmento del gen gag de exFelV (figura 14). Se incluyeron
secuencias disponibles en el GenBank: AB060732.3, AB672612.1, AB673426.1,

AB673431.1, AB847169.1, AB847170.1, AB847190.1, AB847201.1, AB847220.1,

D13922.1,

AB847225.1,
MF681665.1,
MF681671.1,

MF681666.1,
MH116004.1,

MT229933.1, MT229937.1,

MW839565.1 y NC_001940.1.
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Figura 14. Arbol filogenético construido con las secuencias nucleotidicas del gen gag del FelLV
con el método de Neighbor-joining en el programa Geneious 11.1.4. Las secuencias obtenidas
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6.8. Andlisis filogenético del FIV

El érbol filogenético se construyd con las secuencias obtenidas que corresponden
a un fragmento del gen gag del FIV (figura 15). Se consideraron secuencias de
diferentes subtipos disponibles en el GenBank identificadas con los siguientes
nimeros de acceso: del subtipo A: GQ422125.1, KM880117.1, KM880121.1,
M25381.1 y M36968.1; subtipo B: M59418.1, MW142027.1, MW142038.1,
MW142043.1, MW142046.1, MW142047.1,U11820.1 y Y13867.1; del subtipo C:

AF474246.1 y AY600517.1; del subtipo D: AY679785.1, D37818.1 y D37822.1;
del subtipo E: EU117992.1.
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Figura 15. Arbol filogenético construido con las secuencias nucleotidicas del gen gag del FIV con
el método de Neighbor-joining en Geneious 11.1.4 (Acevedo-Jiménez et al, 2023). Las
secuencias obtenidas en este estudio se muestran en verde (e).



6.9. Proporcion de sustituciones sinénimas y no sinonimas

Considerando que cuando la proporcién de sustituciones sinénimas (ds) y no
sinénimas (dn) es cercana a 1 se refiere a una evoluciéon neutral, cuando es menor
que 1 se asume presiéon de seleccidon negativa y cuando el valor es mayor que 1,
la secuencia evoluciona bajo seleccion positiva. Las secuencias del gen gag de
FelV tuvieron proporciones ds/dn que iban de 0.58 a 0.98 entre los individuos;
lo que sugiere una seleccion negativa. Por otro lado, las proporciones ds/dn
obtenidas con las secuencias del gen gag de FIV fueron de 6.76 a 56.56; lo que
indica la presentacion de seleccién positiva de estas secuencias entre los

animales.

6.10. Carga proviral y viral de exFelV

Se detectd la carga proviral en dos de los animales siendo de 1.09 x 10¢y de 2.65
x 10¢copias por muestra. La carga proviral méas baja se detecté en animal de siete
afios que presentaba linfoma y anemia no regenerativa, mientras que la carga
proviral mas alta se encontré en un animal de un afio que no tenia signos clinicos
y presentaba neutropenia. Por otro lado, la carga viral se detecté en seis animales
que tuvieron valores de 2.78 x 10°%, 7.45 x 105, 1.50 x 104, 4.15 x 10¢, 5.10 x 10°
y 1.72 x 107 copias por muestra y no parecia existir relacién entre el nimero de
copiasy la presentacién de signos clinicos o alteraciones en el hemograma (figura

16).
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Figura 16. Carga proviral y viral expresada en nimero de copias por muestra de ocho gatos
positivos a exFelLV por gPCR.

6.11. Carga proviral y viral de enFelLV

Los valores de carga proviral de enFelV en las muestras fueron de 1.32 x 10" a
6.28 x 105, con un valor promedio de 3.39 x 10° nimero de copias/pL. La carga
viral de enFelV tuvo valores de 1.42 x 10"a 1.57 x 10? y una media de 3.54 x 10’
numero de copias/pL. Lo anterior confirmé la presencia de transcritos de enFelV
en las muestras evaluadas (figuras 17-19). De igual manera, se determiné el
coeficiente de correlacién entre los niveles de carga proviral y los de carga viral
de enFelV, obtenéndose un valor de R? igual a 0.01, por lo que la correlacién

entre ambas cargas es nula (figura 20).
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Figura 18. Niveles de carga proviral de enFelV expresado en nimero de copias/plL en las muestras
de ADN de leucocitos de sangre periférica.
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Figura 19. Niveles de carga viral de enFelV expresado en nimero de copias/pL en las muestras
de ADNc obtenido a partir del ARN de plasma sanguineo.
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Figura 20. Grafica que muestra la ausencia de correlacion entre las cargas provirales y virales del
enFelV en los gatos domésticos del estudio (n= 50).
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7. DISCUSION

Se desarrollaron herramientas moleculares para detectar y caracterizar retrovirus
felinos (enFelV, exFelLV y FIV) en gatos domésticos que presentaron diferentes
alteraciones clinicas y hematoldgicas. Estudios previos han descrito la presencia
de estos virus en el pais utilizando pruebas de deteccion de antigeno del FelLV'y
de anticuerpos contra el FIV (Ortega-Pacheco et al., 2014) y de FelLV mediante
PCR (Ramirez et al., 2016). Sin embargo, son escasos los estudios en los que con
el uso de la técnica de PCR se logre diferenciar entre enFelV y exFelV y
adicionalmente se obtenga informacidén para la caracterizacion genética de estos

retrovirus felinos.

En este estudio se disefiaron un par de PCRs en la regién U3 de la LTR para
diferenciar virus de FelV enddgenos y exdgenos, logrando la amplificacién
especifica de cada virus, comprobandolo al analizar las secuencias nucleotidicas
obtenidas, lo que confirma que la region LTR es adecuada para la amplificacién
diferencial entre secuencias enddgenas o exdgenas del FelLV por PCR en tiempo

real (Torres et al., 2005; Tandon et al., 2005).

Las secuencias de enFelV presentes en el genoma de especies pertenecientes al
género Felis, tienen un papel importante en la generacién de variantes exégenas
de FelV que resultan mas patégenas (Vail et al., 2020), aunque las
recombinaciones que suceden en el gen env son las mas importantes y son las
que permiten la caracterizacion de los subgrupos del FelLV (Miyake et al., 2016),
también se ha descrito la recombinacién en otras regiones genéticas como gag y
pol (Stewart et al., 2013; Tzavaras et al., 1990). Podria suponerse que la
variabilidad de las secuencias enddégenas también puede tener impacto en la
variabilidad genética de los tipos exdgenos resultantes por recombinacidn y en
consecuencia en su nivel de patogenicidad, como ya se ha descrito en los
subgrupos conocidos (Ahmad & Levy, 2010; Boomer et al., 1994). Once de las

secuencias de enFelV obtenidas en este estudio se agruparon con la mayoria de



las secuencias enddgenas previamente descritas (Roca et al., 2004). No obstante,
el arbol filogenético (figura 12) muestra que el resto de ellas (n=8) se asociaron
en un grupo independiente. Los valores de distancia genética de las secuencias
de enFelV, mostraron que estas secuencias pueden ser muy variables,
encontrandose la mayor proximidad genética con algunas secuencias enddégenas
de felinos domésticos previamente reportadas (Polani et al., 2010; Roca et al.,
2004). Estos datos apoyan que las secuencias de enFelV son genéticamente
diversas (Polani et al., 2010; Roca et al., 2005; Tandon et al., 2007). En contraste,
las secuencias de exFelV obtenidas en este estudio mostraron distancias
genéticas menores, encontrado que de manera general fueron menos variables
que las secuencias enddgenas. La distancia genética menor se encontré con
secuencias del subgrupo A previamente descritas (Chiu et al., 2019). Dentro de
las secuencias exdgenas las pertenecientes al subgrupo A muestran la mayor
conservacion a nivel de sus secuencias, incluso entre aislados procedentes de
distintas &reas geograficas, pudiendo alcanzar valores de similitud de hasta el

98% en la glicoproteina de superficie (Chiu et al., 2018; Donahue et al., 1988).

El andlisis de las secuencias obtenidas de la regién gag corrobord que los gatos
se encontraban infectados con el subgrupo A del FelV. No se encontraron
secuencias recombinantes de FelV en ninguna de las regiones genéticas
analizadas (LTR y gag) en las muestras de este estudio. Es muy probable que en
otros genes, incluido el de la envoltura (env) ocurra algo similar. Esto no pudo
confirmarse, debido a que no fue posible obtener secuencias de esta regién, lo
que puede deberse a que probablemente exista variabilidad de las secuencias
en el sitio de unién de los iniciadores (Watanabe et al., 2013). No obstante, los
datos de la secuenciacion del gen gag han mostrado ser confiables, pues se trata
de una regiéon genética en la que también hay mutaciones y recombinaciones. Lo
anterior, aunado a que el andlisis filogenético del gen gag ha mostrado resultados
similares a los obtenidos con el gen env, hace que sea una regiéon candidata para

la caracterizacion genética del FelLV (Kawamura et al., 2015).



La endogenizacion de enFelV al parecer sucedié después de la divergencia
inicial del linaje del gato doméstico del resto de la familia Felidae (Polani et al.,
2010), sin embargo se reconoce la insercién mas reciente de algunos enFelV
(Roca et al., 2004; 2005). Aunque se sabe que el enFelV no genera viriones
infecciosos (Soe et al., 1985), se han reportado enFelV que conservan marcos de
lectura abiertos funcionales (Kumar et al., 1989; Roca et al., 2004). En el presente
estudio ademas de detectar enFelV en todas las muestras de ADN de los gatos
estudiados, se detectd ARN de enFelV en 48 de los 50 gatos del estudio, lo que
puede indicar una actividad frecuente de transcripcién de la regién LTR como se
ha demostrado en otros estudios (McDougall et al., 1994; Tandon et al., 2008). La
expresion del enFelV esta asociada con la infeccidn por el exFelV (Krunic et al.,
2015; McDougall et al.,, 1994, Tandon et al., 2008) y la generacion de
recombinantes que ocurren entre exFelV y enFelV podria tener lugar en los
viriones que han co-empaquetado transcritos de origen enddégeno y exdgeno
(Stewart et al., 2011). Adicionalmente, no parecid existir correlacidon entre los
niveles de carga proviral y los de carga viral de enFelV en los gatos incluidos en
el presente estudio, lo anterior contrasta con lo propuesto por Chiu et al., 2021;
que indican que individuos con bajos niveles de transcripcion de enFelV
correlacionan con bajas cargas provirales del enFelV. La importancia de lo antes
descrito radica en la posibilidad de que la presencia del enFelV en el genoma de
los gatos domésticos y su expresion esté involucrada con la susceptibilidad a la

infeccién por su contraparte exdégena (Chiu & VandeWoude, 2020).

Los signos clinicos que mostraban con mayor frecuencia los animales al momento
de la toma de muestras fueron: depresién y anorexia (18%),
gingivitis/gingivoestomatitis (12%) diarrea (10%), emaciacion (10%), pulicosis
(8%) y vomito (6%). Aunque los padecimientos antes descritos pueden asociarse
con la infeccion por el FelV (Hartmann, 2011), especialmente los casos de
gingivitis/gingivoestomatitis son relevantes dado que son frecuentemente

observados en gatos infectados con FelV o FIV, esto debido a que los gatos



infectados son mas susceptibles a desarrollar enfermedad periodontal como
consecuencia del deterioro del sistema inmunitario y su capacidad de responder
ante las infecciones en general (Lee et al., 2020; Thengchaisri et al., 2017).
Diecisiete de los animales resultaron positivos en alguna de las pruebas para
deteccion de exFelV (34%). Cuatro animales se detectaron como positivos en las
3 pruebas: deteccién de antigeno, deteccidon ADN viral (provirus) y deteccién de
ARN viral en plasma sanguineo. Estos cuatro animales podrian estar cursando una
infeccidén progresiva, sin embargo, en estos casos es recomendable repetir las
pruebas de antigeno para evaluar si es posible obtener un resultado negativo lo
que seria indicativo de una posible infeccidon regresiva (Hofmann-Lehmann &
Hartmann, 2020). No obstante, las infecciones progresivas ademas de presentar
viremia persistente, se caracterizan porque los animales generalmente
desarrollan enfermedades asociadas a la infeccion con el virus (Hartmann, 2012),
como la presentacion de linfoma y anemia no regenerativa, asi como
gingivoestomatitis y otras citopenias que se presentaron en algunos animales del
estudio, lo que podria sugerir un curso progresivo de la infeccion (Meichner et al.,
2012; Sykes & Hartmann, 2014). En la infeccién progresiva se produce una
replicacion viral extensa en tejidos linfoides, médula ésea y en tejidos epiteliales
mucosos y glandulares, caracterizdandose por la presentacién de viremia
persistente, por lo que es posible detectar tanto ADN como ARN viral por PCRy
al antigeno (p27) en sangre (Little et al., 2020). En cinco animales se detectd
material genético del exFelV tanto por PCR como por RT-PCR, pero no fueron
positivos en la prueba de antigeno. A pesar de que uno de estos animales
presentd gingivoestomatitis y otro presentd anemia no regenerativa, el resto
podria cursar con una infeccién regresiva, en donde la replicacién viral logra
restringirse por la respuesta inmune del animal antes o poco después de la
infeccion de la médula ésea pudiendo pasar o no por un estado de viremia
(viremia transitoria) (Hartmann, 2012). En las infecciones progresivas, los gatos no
eliminan el virus infeccioso en saliva, sin embargo, en episodios de

inmunosupresién la infeccidon puede reactivarse trayendo como consecuencia



que el animal excrete al virus en saliva y pueda presentar alguna enfermedad
asociada con la infeccion (Hartmann & Hofmann-Lehmann, 2020). No obstante,
en estos casos se sugiere repetir las pruebas diagndsticas para conocer si la
viremia persiste o no y esclarecer el tipo de infeccién, lo que resulta util para
determinar la prognosis de la infeccidén (Hofmann-Lehmann & Hartmann, 2020).
Uno de los gatos resultd positivo a la infeccion tanto en prueba de antigeno como
en la prueba de RT-PCR de plasma sanguineo; dos de ellos nicamente resultaron
positivos en la prueba de antigeno y cuatro de los animales fueron Gnicamente
positivos al exFelLV por RT-PCR de plasma sanguineo. De manera conjunta, en
este grupo de siete animales pudo detectarse viremia con la prueba de deteccién
de antigeno o por RT-PCR, sin embargo, no pudo detectarse la forma proviral, lo
que puede deberse a diferentes factores como la cantidad y calidad de la muestra
de ADN, carga proviral baja, asi como la sensibilidad de la prueba empleada
(Beall et al., 2021). De manera general los ensayos de PCR han mostrado ser mas
sensibles que la deteccién de antigeno en sangre en infecciones tempranas, ya
que los gatos resultan positivos en esta prueba de una a dos semanas antes de
que el antigeno sea detectable en sangre (Tandon et al., 2005). En este estudio
con la PCR en tiempo real fue posible detectar a dos animales que no fueron
detectados por ninguna otra de las pruebas, confirmando que las pruebas de PCR
en tiempo real resultan ser muy sensibles en la deteccién del FelLV en las
diferentes etapas de la infeccién (Torres et al., 2005). Por otro lado, las cargas
proviral y viral pueden ser pardmetros importantes en la progresién de la
enfermedad en los animales infectados (Tandon et al., 2005), no obstante, en este
estudio no se encontré relacién entre las cargas viral y proviral y la presentacion
de signos clinicos y/o alteraciones en el hemograma, lo que contrasta con lo
previamente reportado (Hofmann-Lehmann et al., 2001; Tandon et al., 2005). Es
posible que se observe una asociacion mas clara si se analizara a un niimero

mayor de animales.



El hemograma de los animales que resultaron positivos en alguna de las pruebas
para la deteccion de FelV, mostraron que cinco de estos animales no tuvieron
alteraciones, siendo el resultado maés frecuente. Aunque la infeccién causada por
el FeLV suele asociarse con diferentes desérdenes hematoldgicos (Costa et al.,
2017; Gleich & Hartmann, 2009), la ausencia de alteraciones hematoldgicas
también ha sido reportada en animales detectados como positivos a la infeccién
por el FelLV (Lacerda et al., 2020) y podria explicarse por el curso de la infeccidn
en estos animales, que probablemente no sea del tipo progresivo al momento
del estudio. Es importante sefalar que dos de estos animales fueron positivos
tanto al ADN proviral como al ARN viral, por lo que es posible que en un futuro
desarrollen alguna de las alteraciones hematoldgicas asociadas con la infeccién
(Hartmann, 2012). El segundo hallazgo mas frecuentemente encontrado en estos
animales fue la anemia no regenerativa en tres de los casos, seguido de
trombocitopenia, linfopenia, neutrofilia y eosinofilia que se presentaron en dos
casos cada una, no obstante, la neutrofilia y la eosinofilia no pueden asociarse de
manera directa con la presencia de FelV. Dentro de los desérdenes
hematoldgicos que caracterizan a la infeccion por el FelV, las citopenias son el
hallazgo mas frecuentemente reportado (Collado et al., 2012; Costa et al., 2017,
Gleich & Hartmann, 2009; Lacerda et al., 2020) y se atribuyen a la afeccién
causada por el virus a las células hematopoyéticas y estructurales de la médula
Osea (estromales y fibroblastos), lo que altera el microambiente necesario para la
hematopoyesis y da lugar a la mielosupresion (Hartmann, 2011). Es importante
sefalar que citopenias como la anemia no regenerativa, linfopenia, neutropenia
y trombocitopenia se encontraron en tres de los cuatro gatos considerados como
“progresivos” debido a que resultaron positivos a la infeccién por el FeLV en todas
las pruebas, por lo que podrian ser una manifestacion de la enfermedad causada

por la infeccion.

Para el caso del FIV, se detectd en su forma proviral por PCR anidada. El anélisis

filogenético de las secuencias obtenidas revelé que se agrupan con secuencias



pertenecientes al subtipo B, el cual es uno de los subtipos mas frecuentemente
reportados en el mundo (Huguet et al., 2019; Kakinuma et al., 1995; Perhari¢ et
al., 2016; Steinrigl & Klein, 2003; Teixeira et al., 2019; Weaver, 2010). Aunque se
han reportado recombinaciones en el gen gag del FIV (Hayward & Rodrigo, 2008;
Reggeti & Bienzle, 2004), en este caso ninguna de las secuencias mostré tener
origen en méas de un subtipo. Por otro lado, no fue posible detectar animales
positivos a FIV por RT-PCR ni en la prueba rapida para deteccién de anticuerpos
contra el virus, lo que resalta la importancia de realizar mas de una prueba para
un diagndstico més preciso. En este caso es posible que la forma proviral fuera la
Unica detectable debido a que el virus no se encuentra replicindose y/o hay
ausencia de anticuerpos contra el virus o su titulo es muy bajo y no fue detectado

por la prueba de IFL.

Los signos clinicos con mayor frecuencia encontrados en los gatos positivos a FIV
fueron depresién y anorexia, los cuales por ser considerados como inespecificos,
no pueden atribuirse a la infeccidn con este virus. Sin embargo, una hembra
presenté adecarcinoma mamario y neutropenia; y otro de estos animales
presentd gingivoestomatitis, siendo padecimientos que podrian atribuirse a la
infeccién por FIV, ya que la infeccion por este retrovirus predispone a infecciones
diversas, entre las que se encuentran las de la cavidad oral (gingivoestomatitis)
(Hartmann, 2011; Older et al., 2020). De igual manera, este retrovirus se ha
asociado con un riesgo mayor para la presentacion de neoplasias en los animales
infectados, siendo las neoplasias del tejido mamario encontradas en casos FIV-
positivos (Magden et al., 2011). Por otro lado, se ha reportado que las citopenias
como la neutropenia son alteraciones frecuentes encontradas en el hemograma
de gatos FIV-positivos (Collado et al., 2012; Costa et al., 2017; Gleich & Hartmann,
2009; Lacerda et al., 2020).

En lo que respecta a las técnicas de deteccidn de estos retrovirus, se encontré
que mediante PCR fue posible detectar mayor nimero de animales infectados en

comparacién con la prueba de inmunocromatografia de flujo lateral. Para exFelLV



se detectaron trece animales positivos por RT-PCR de plasma y siete positivos en
inmunocromatografia de flujo lateral, de los cuales Unicamente cinco resultaron
positivos en ambas técnicas. Se detectaron ocho animales positivos por RT-PCR
que fueron negativos en la prueba de innumocromatografia de flujo lateral y dos
animales positivos en la prueba de inmunocromatografia de flujo lateral y
negativos por RT-PCR. Sin embargo, no es posible esclarecer si existen casos de
resultados falsos positivos y falsos negativos en las técnicas antes mencionadas.
Se ha reportado una concordancia sustancial (Kappa = 0.68) entre la deteccién
de ARN viral en plasma y la antigenemia, sin embargo, la RT-PCR es una técnica
mas sensible en comparacidn con la deteccion del antigeno de capside en plasma
(Torres et al., 2008). En cuatro casos en los que se detecté ARN viral por RT-PCR
de plasma no fue posible detectar el ADN proviral en las muestras de LSP, esto
podria deberse a una baja carga proviral, es por ello que los ensayos de PCR en
tiempo real al ser méas sensibles son de utilidad para la deteccion de animales en
los que la carga proviral es baja (Tandon et al., 2005; Torres et al., 2005). La
deteccion del FIV se logré Unicamente en su forma proviral. Ninguna de las
muestras resultd positiva en la prueba de deteccidn de anticuerpos contra el virus
por inmunocromatografia de flujo lateral. Se han reportado casos en los que los
animales son indetectables a la infeccion por FIV a través de pruebas de
busqueda de anticuerpos contra el virus (ELISA e inmunocromatografia de flujo
lateral) (Frankenfeld et al., 2019). Una posible explicacién para esto es que la
prueba utilizada en este estudio detecta anticuerpos contra la proteina de
transmembarana del virus (gp40) (Westman et al., 2019), que aunque contiene
epitopos inmunodominantes que inducen una buena respuesta de anticuerpos
(Avrameas et al., 1992; Calzolari et al., 1995; Fontenot et al., 1992; Pancino et al.,
1993), esta proteina se encuentra codificada por el gen env que es una regién
genética sujeta a presentar variaciones importantes, debido a que es el gen en el
que principalmente ocurre la recombinacién genética (Beczkowski et al., 2014;
Carpenter et al., 1998). De igual manera, la baja fidelidad del proceso de

retrotranscripcion aunada a la aparicién de cuasiespecies en los gatos infectados



conducen a la diversidad genética viral que puede traer como consecuencia
cambios en la secuencia proteica, que a su vez no permitan que las pruebas
diagndsticas detecten los anticuerpos generados por estos animales (Kyaw-
Tanner & Robinson, 1996; Willett et al., 2013). Por el contrario, el gen gag codifica
a las proteinas de céapside (p24) y matriz (p15) que también son de relevancia
diagndstica y que tienen como ventaja ser producto de una regién genética mas
conservada con respecto al gen env vy, por lo tanto, los anticuerpos generados
hacia estos antigenos virales podrian ser detectados de manera mas eficiente en
las pruebas diagndsticas (Greene et al., 1993; Phillips et al., 1990). Existen pruebas
comerciales basadas en la combinacién de antigenos derivados de los genes gag
y env (proteinas de capside, matriz y/o transmembrana) que podrian ser mas
eficientes en la deteccidn de animales infectados con respecto a las pruebas
diagndsticas basadas Unicamente en el uso de la proteina de transmembrana
(Rimmelzwaan et al., 1994; Westman et al., 2015; Westman et al., 2019). Para el
caso de los animales de este estudio, la PCR mostré ser mas sensible en
comparacién con la prueba para deteccidén de anticuerpos. En contraparte, a
través de RT-PCR no se detectaron casos positivos, lo que puede deberse a que
las muestras de estos animales presentaban bajos niveles de carga viral. Lo
anterior reafirma la importancia de utilizar mas de una prueba para tener un

diagndstico mas certero.



8. CONCLUSIONES

Se detectd la presencia tanto de FelV (enddégenos y exdgenos) como de FIV en
gatos domésticos mexicanos. Los resultados obtenidos por PCR - secuenciaciéon
confirmaron la presencia de enFelV, exFelV-A; asi como, la presencia del subtipo

B del FIV.

Las alteraciones clinico-hematoldgicas mas frecuentes en los gatos infectados por
retrovirus felinos de este estudio fueron: depresion, anorexia, gingivoestomatitis,

anemia no regenerativa, linfopenia, tombocitopenia, linfocitosis y neutrofilia.

Por medio de RT-PCR fue posible detectar més gatos infectados con exFelV, en
contraste, la técnica comercial de IFL fue la que identificd la menor cantidad de
gatos infectados. Por su parte, la deteccién de FIV se consiguid por PCR anidada
del gen gag y con IFL no se detectaron animales positivos a la infeccidn por este

retrovirus.

No se encontré correlacion entre las cargas provirales y virales de enFelV ni se
encontrd asociacion entre la carga viral de exFelV con la presentacién de signos

clinicos y/o alteraciones hematoldgicas.

Es importante el estudio conjunto de retrovirus felinos que de forma global
aporten informacién sobre la frecuencia, tipos virales circulantes, asi como de la

eficiencia de las pruebas diagndsticas empleadas en su deteccion.
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10. APENDICES

Cuadro 2. Caracteristicas clinico - hematoldgicas y resultado de las pruebas diagndsticas de los gatos domésticos
incluidos en este estudio.

S RT- RT- RT- RT-
D Raa el seo RS Hemogama U TNV PSR gy PSR gy SPCR LU PoR G TR
enFeLV exFeLV exFeLV FIV g

GO1 Eurgpgo 9 Macho | Gingivoestomatitis Linfopenia + + + - - - - - - - -
doméstico

G02 Eurgpgo 1 Macho | Sin signos clinicos Trombocn.ope.ma + + + - - - + - - - +
doméstico y Monocitosis

G03 Domgstlco 3 Hembra | Sin signos clinicos | Sin alteraciones + + - - - - - - - - -
mexicano

Go4 Eurgpgo 15 Macho Deprespny Amsocytosgs + + _ _ _ _ + N _ _ _
domeéstico anorexia eritrocitaria

G05 Domgstlco 0.6 Hembra Deprespny Linfocitosis + + + - - - + - - - +
mexicano anorexia

Gog | Domestico 5 1 paene | Depresiony Neutrofiia + + + - - - - .
mexicano anorexia

Go7 Domgstlco 1 Macho Deprespny Linfocitosis + + + - - - - + - - -
mexicano anorexia

gog | Domestico | . Macho Depresion y Linfocitosis y + + N B B B B N B B B
mexicano anorexia Neutrofilia

G09 Domgstlco 2 Hembra | Sin signos clinicos Linfocitosis + + + - - - - - - - -
mexicano

G10 Domgstlco 25 Hembra Deprespny Neutrofilia + + + - - - - + - - -
mexicano anorexia

G | EUOPEO |5 hacho | Depresiony Linfopenia + + + - - - - S I
doméstico anorexia

G12 Eurgpgo 0.5 Macho Deprespny Sin alteraciones + + + - - - - - - - -
doméstico anorexia

G13 Dom_estlco 1.5 Hembra Fiebre Sin alteraciones + + + - - - - - - - -
mexicano

G14 Domestico 13 Hembra Emaciacion Sin alteraciones + + + - - - - + - - -

mexicano



G15 Eurgpgo 1 Hembra Adenocarc[noma Neutropenia
doméstico mamario
G16 Domgstlco 05 Macho Lesmngs por Eosinofilia
mexicano mordidas
G17 Domgstlco 7 Hembra | Vomito, ictericia Llnfoptlanlay.
mexicano Trombocitopenia
G18 Eurgpgo 2 Macho Derrame pleural Anemia no
doméstico regenerativa
G19 Eurgpgo 05 Macho Pulicosis Sin alteraciones
doméstico
G20 Domgstlco 2 Macho | Gingivoestomatitis Eosinofilia
mexicano
G21 Domgstlco 3 Macho | Gingivoestomatitis Neutrofilia
mexicano
G2 | EUOPEO 1y acho Diarrea y Neutrofilia
doméstico emaciacion
G23 Domgstlco 15 Hembra | Sin signos clinicos | Sin alteraciones
mexicano
Europeo Sialocele Anemia
G24 - 1 Macho ) regenerativa,
doméstico sublingual e
eosinofilia
Anemia no
625 Domgstlco 7 Hembra Deprespny regeneratl_va,
mexicano anorexia neutropenia y
linfopenia
G26 Domgstlco 1 Macho Gingivitis Sin alteraciones
mexicano
G27 Domgstlco 1 Hembra | Sin signos clinicos | Sin alteraciones
mexicano
G28 Eurgpgo 1 Macho D'affea.,y Sin alteraciones
doméstico emaciacion
Gog | EuopeO | hacho Gingivitis Neutrofilia y
domeéstico monocitosis
Europeo . - Neutrofilia,
G30 doméstico 12 Hembra | Diarreay vémito cosinofilia
Euroneo Linfocitosis,
G31 domégtico 15 Macho Gingivitis neutrofilia y
eosinofilia
G32 Eurgpgo 0.5 Hembra Dlarrea,.vomltoy Neutrofilia
doméstico emaciacion
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Europeo

G33 o 1 Macho | Sin signos clinicos Eosinofilia
doméstico

G34 Domgstlco 1 Macho | Sin signos clinicos | Sin alteraciones
mexicano

G35 Eurgpgo 15 Hembra D'arfea.,y Neutrofilia
doméstico emaciacion

G36 Domgstlco 1 Hembra | Sin signos clinicos | Neutropenia leve
mexicano

G37 Eurgpgo 8 Hembra | Linfoma cutaneo L|nf00|§03|s y
doméstico trombocitopenia

G38 Domgstlco 7 Hembra Linfoma Anemia no
mexicano regenerativa

G39 Domgstlco 1 Hembra | Sin signos clinicos | Sin alteraciones
mexicano

G40 Domgstlco 15 Hembra | Sin signos clinicos Eosinofilia
mexicano

G41 Eurgpgo 1.5 Macho | Sin signos clinicos Eosinofilia
doméstico

G42 Domgstlco 9 Hembra | Sin signos clinicos | Sin alteraciones
mexicano

G43 Eurgpgo 1 Macho | Sin signos clinicos Linfocitosis
doméstico

G44 Domgstlco 2 Macho | Sin signos clinicos | Sin alteraciones
mexicano

G45 Domgstlco 1 Macho Mucosas palidas Eosinofilia
mexicano

G46 Eurgpgo 2 Hembra Pulicosis Sin alteraciones
doméstico

a7 EUOPEO 55 Macho Pulicosis Eosinofilia
doméstico

G48 Domgstlco 1.5 Hembra Pulicosis Sin alteraciones
mexicano
Europeo I - . .

G49 doméstico 05 Macho | Sin signos clinicos | Sin alteraciones
Doméstico L -~ . .

G50 mexicano 6 Hembra | Sin signos clinicos | Sin alteraciones
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Abstract

Feline leukemia (FeLV) and immunodeficiency (FIV) viruses are globally distributed
retroviruses that infect domestic cats and cause various syndromes, which can lead to
death. The aim of our study was to detect and genotyping feline retroviruses in Mexican
domestic cats. We used PCR assays to identify proviral DNA and viral RNA in 50
domestic cats with different clinical signs and hematological alterations. Endogenous
FeLV (enFeLV) was identified in the genomic DNA samples from all cats in the study,
and we detected enFeLV transcripts of LTR region in 48 individuals. Exogenous FeLV
(exFeLV) was found in 13 cats. Furthermore, we detected FIV proviral DNA in ten cats.
The enFeLV sequences were shown to be the most variable, while the exFeLV sequences
were highly conserved and related to previously described subgroup A sequences.
Additionally, FIV gag gene sequences revealed the presence of subtype B in the infected

cats.

Keywords: FeLV; FIV; Endogenous retroviruses; PCR; Genotyping



The viruses that cause feline leukemia and immunodeficiency are globally distributed
retroviruses that infect domestic cats and cause different syndromes that can lead to
the death of infected animals [1]. Genetically, retroviruses are made up of three main
genes: gag, which codes for structural proteins (matrix, capsid, and nucleocapsid), pol,
which codes for enzymes that participate in viral replication (protease, integrase, and
reverse transcriptase), and env, which codes for envelope proteins (transmembrane
and surface). The retrovirus genome is flanked by non-translatable regulatory
sequences called long terminal repeats (LTRs) [2]. Additionally, the feline
immunodeficiency virus (FIV) genome contains three accessory genes (vif, ORF A, and

rev) that are related to viral infectivity and replication [3].

Feline leukemia virus (FeLV) can be categorized as either endogenous or exogenous
depending on how it is transmitted. Exogenous FeLV (exFelLV) is transmitted
horizontally as an infectious agent. Endogenous FeLV (enFeLV) is part of the genome of
species in the Felis genus, including domestic cats (Felis silvestris catus), and it is passed

from parents to offspring [4].

Genomically intact, full-length enFeLV sequences have been detected in the genome of
domestic cats [4]. While enFeLV have not been shown to directly induce disease
presentation in their host, they are relevant to FeLV biology. Namely, enFeLV are
expressed in various tissues and they are involved in the generation of new exogenous

variants through recombination like FeLV-B, which increases their pathogenicity [5-7].

Nucleotide sequences in enFeLV and exFeLV are about 86% similar [2]. However,
differences found in the LTR genetic region allow for differential PCR amplification of

either endogenous or exogenous FeLV sequences [8, 9].

Taxonomically, exFeLV is placed in the order Ortervirales, family Retroviridae,
subfamily Orthoretrovirinae, genus Gammaretrovirus [10]. Based on its genetic and
functional relationships, exFeLV is divided into subgroups [11]. The main subgroups
described to date are A, B, C, D and T, which differ in their degree of pathogenicity and

therefore in the course of disease infection and presentation [12].



FeLV subgroup A (FeLV-A) is the most frequently described and least pathogenic type
[11, 13]. FeLV-B arises through recombination of FeLV-A with enFeLV within the host,
primarily in the env gene [14, 15]. FeLV-B is mainly associated with development of
leukemia and lymphoma [16]. FeLV-C develops from de novo mutations in the FeLV-A
env gene, and it has been associated with the development of aplastic anemia [17].
FeLV-D originated from recombination of FeLV gag-pol genetic regions with the
domestic cat endogenous retrovirus (ERV-DC) env gene. This subgroup was detected in
cats that developed hematologic neoplasms, including lymphoma and leukemia [18].
FeLV-T is a variant of FeLV-A that has insertions and deletions in the env gene. It
presents T-lymphocyte tropism and induces an immunosuppressive disorder

described as feline acquired immunodeficiency syndrome (FeLV-FAIDS) [19, 20].

FeLV infection is generally associated with hematological disorders, including
cytopenias and neoplasms such as leukemia and lymphoma, which frequently lead to
the death of infected cats [21]. Once a cat is infected with the virus, the infection can
follow one of four different courses: abortive infection, progressive infection, regressive

infection, and focal (atypical) infection [1].

FIV is taxonomically placed in the order Ortervirales, family Retroviridae, subfamily
Orthoretrovirinae, genus Lentivirus [10], and infects animals in the Hyaenidae and
Felidae families. FIV can cause an acquired immunodeficiency syndrome (AIDS) in
domestic cats that begins with a latent phase. This is followed by decreased CD4+* T-
lymphocytes, which, in turn, lead to an increased risk of opportunistic infections,
neurological diseases and neoplasms. However, FIV does not cause a severe clinical
syndrome in most cats infected naturally. With proper care, infected cats can live for
many years and die at an advanced age from causes unrelated to infection with this

retrovirus [1].

FIV is classified into subtypes A - F, based on env genetic region divergence. Subtype A
has been found in Australia, New Zealand, the United States, South Africa, and in
northeastern Europe. Subtype B has been found in the United States, central and

southern Europe, Brazil, and Japan. Subtype C has been identified in Canada, New



Zealand, and Southeast Asia. Subtype D has been reported in Japan and Vietnam,

subtype E in Argentina, and subtype F in the United States [22, 23].

It is important to consider feline retroviral genetic diversity, and to identify the viral
types that are present and may be predominant in a particular region. These types of
studies can generate information on the efficacy of diagnostic tools. In this study, we set
out to detect feline retroviruses using PCR and RT-PCR from peripheral blood
leukocytes and blood plasma. Our goal was to identify the retroviral genotypes present

in Mexican domestic cats that had different clinical signs and hematological alterations.

The study included 50 cats (27 males and 23 females) that were at least six months old,
which were patients either at private clinics or at the University Small Animal Hospital
(Hospital de Pequefias Especies of the FES-C, UNAM) in the State of Mexico. A
convenience sampling was carried out in which animals that presented clinical signs
compatible with retroviral infection were included; mainly, oral disease, abscess, and
hematological alterations; as well as cats that, according to their lifestyle, had risk
factors associated with these infections, such as non-neutered animals, with access to
the outside, in contact with infected animals, from animal shelters and/or rescued stray
cats. Hemograms were performed on blood samples obtained by puncture of the radial
or jugular vein in tubes with EDTA (BD Vacutainer® with EDTA K2, Mexico). Peripheral
blood leukocytes (PBL) and blood plasma were obtained by centrifugation. These were

then stored at -75 °C until use.

Genomic DNA extraction from PBL was performed using the commercial FavorPrep™
Tissue Genomic DNA Extraction Mini Kit (Favorgen, Taiwan), and following the
manufacturer's instructions. RNA was extracted from blood plasma with FavorPrep™
Viral Nucleic Acid Extraction Kit (Taiwan) and treated with enzyme ezDNAase™,
Invitrogen™ (Thermo Scientific™, USA) to eliminate contaminating genomic DNA. Both
DNA and RNA were quantified with a Nanodrop Lite™ spectrophotometer (Thermo
Scientific™) and stored at -75 °C until use. As positive controls we used synthetic genetic
fragments (gBlocks™, Integrated DNA Technologies, USA) that included the target
sequences of interest for enFeLV, exFeLV and FIV amplification. Molecular biology

grade water instead of gBlocks was used as a negative control.



We designed enFeLV, exFeLV and FIV primers using the Primer3 Input program
(v.0.4.0) with sequences available in GenBank that were also used for phylogenetic
analysis. enFeLV and exFeLV primers were designed in the LTR region for endpoint
PCR, in order to independently detect both exogenous and endogenous FeLV sequences.
The enFeLV LTR FW and FeLV LTR RV primers amplified a 205 bp fragment of enFeLV.
The exFeLV LTR FW and FeLV LTR RV primers amplified a 215 bp fragment of exFeLV
(Table 1).

The reaction mix contained 1X buffer (Ampliqon, Odense M, Denmark), 1.5 mM MgCl2
(Ampligon), 200 uM dNTPs (Ampligon), 500 nM of each primer, 5 U of Tag DNA
polymerase (Ampliqon) and 0.5 pg of DNA per reaction, in a final volume of 25 pL. The
amplification conditions included initial denaturation at 95 °C for 5 min, followed by 35
cycles, each with three steps: denaturation at 95 °C for 40 s, alignment at 62 °C for
exFeLV and 60 °C for enFeLV, extension at 72 °C for 13 s and a final extension at 72 °C

for 5 min.

FIV detection was performed using nested PCR which amplified a gag gene fragment.
The FIV gag FW1 and FIV gag RV1 primers amplified a 919 bp product in the first round,
and then the FIV gag FW2 and FIV gag RV2 primers amplified a 458 bp product in the
second round (Table 1). The reaction mix contained 1X buffer (Ampliqon, Odense M,
Denmark), 2.5 mM MgCl2 (Ampliqon), 200 pM dNTPs (Ampligon), 500 nM of each
primer, 5 U of Taq DNA polymerase (Ampliqon) and 0.7 pg of DNA per reaction, in a
final volume of 25 pL. Amplification occurred with initial denaturation at 95 °C for 5
min, followed by 40 cycles with three steps. First, denaturation at 95 °C for 40 s,
alignment at 57 °C for the first reaction and 52 °C for the second reaction, extension at
72 °C for 56 s for the first reaction and for 30 s for the second reaction and a final

extension at 72 °C for 5 min.

For the detection of FeLV and FIV viral RNA, one-step RT-PCR was performed with a
commercial kit (OneStep RT-PCR Kit, QIAGEN, USA), following the manufacturer's

instructions, and using the primers previously described (Table 1).



Following separation using horizontal electrophoresis in 1.5% agarose gel with
ethidium bromide (0.5 pg / mL), final products were visualized in a UVP M-20E
transilluminator (BioSurplus, San Diego, CA, USA). Positive amplicon purification was
carried out with the commercial FavorPrep™ GEL/PCR Purification Kit (Favorgen,

Taiwan), following the manufacturer's instructions.

Sample sequencing was carried out in the Biotechnology and Prototypes Unit of the
National Autonomous University of Mexico, FES - Iztacala campus, using the Sanger

method in an ABI 3130 x 1 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

All PBL genomic DNA samples were positive for enFeLV, and 48 enFeLV-positive
animals were detected via RT-PCR of RNA extracted from blood plasma. Eleven cats
that were only positive for enFeLV DNA and RNA presented clinical signs and/or blood
count alterations consistent with retroviral infection. These included gingivitis,
gingivostomatitis, lymphoma, lymphocytosis, lymphopenia, anemia, neutropenia and

thrombocytopenia (Figure 1).

Of the 50 cats evaluated, 13 tested positive for exFeLV infection by PCR. Nine of the 50
PBL samples were positive for exFeLV proviral DNA, while 13 were positive for exFeLV
viral RNA in plasma. Cats that tested positive ranged in ages from six months to seven
years old (2.65 years on average), five were female and eight were male. Among the
exFeLV-positive animals, two showed no clinical signs, but three had gingivitis or
gingivostomatitis, two had diarrhea and weight loss, and one had lymphoma. Likewise,
there were cases of animals with bite injuries, vomiting and jaundice, one cat with
pleural effusion and another with pulicosis (Figure 1). Five of the exFeLV-positive
animals did not have hemogram alterations, however three cats had non-regenerative
anemia, two had lymphopenia, one had neutropenia, two presented eosinophilia, two

neutrophilia and one had thrombocytopenia (Figure 1).

Nested PCR detected FIV proviral DNA in 10 of the 50 study animals. These cats ranged
from in age from 6 months to 15 years (7.05 years on average), five were female and
five were male. Five animals presented depression and anorexia, there were two cases

each of weight loss and diarrhea, and one case each with vomiting, gingivitis, and



mammary adenocarcinoma. The hemograms of these FIV-positive animals showed the
presence of neutrophilia in six cases, two cases with lymphocytosis, anisocytosis,
neutropenia, monocytosis and eosinophilia (with one case each), and one of the animals
presented a hemogram without alterations (Figure 1). No sample tested positive for

RT-PCR from RNA obtained from blood plasma.

We got 19 enFeLV sequences, nine exFeLV sequences and ten FIV sequences from the
amplicons obtained via PCR. Sequences were edited using the BioEdit program v7.0.4
and Clustal W was used for sequence alignment. We used the nucleotide sequences to
construct three phylogenetic trees that were built with the Geneious program v11.1.4
using Neighbor-Joining method and Tamura-Nei as genetic distance model with
bootstrap support based on 1000 replicates. The FeLV trees included endogenous
(Figure 2) or exogenous sequences (Figure 3) from a fragment of the FeLV LTR.
Sequences obtained from a fragment of the FIV gag gene were included in the second
tree (Figure 4). In the trees, we considered sequences available in GenBank that
included enFeLV genetic regions of interest AY364318.1, AY364319.1, AY364320.1,
GU300829.1, GU300839.1, GU300855.1, GU300949.1, GU300970.1, GU300986.1,
GU301018.1, GU301066.1, LC196053.1, LC196055.1, LC198317.1, LC198318.1,
MH325041.1, MH325043.1 and MH325049.1. Similarly, with exFeLV regions:
AB060732.3, AB672612.1, AB673426.1, AF052723.1, KP728112.1, M14331.1,
M18247.1, M89997.1, MF681664.1, MF681665.1, MF681666.1, MF681667.1 ,
MF681669.1, MF681670.1, MF681671.1 and X00188.1; and for FIV: AF474246.1,
AY600517.1, AY679785.1, D37818.1, D37822.1, EU117992.1, GQ422125.1,
KM880117.1, KM880121.1, M25381.1, M36968.1, M59418.1, MW142027.1,
MW142038.1, MW142043.1, MW142046.1, MW142047.1, U11820.1 and Y13867.1.
The sequences obtained in this study are available from GenBank under accession

numbers MZ334429 - MZ334466.

Genetic distances were performed with MEGA v11, showing values ranging from 0.02 -
0.45 for the obtained enFeLV sequences, and values ranging from 0.02 - 0.46 with
respect to previously described endogenous sequences. In the case of exFeLV

sequences, the genetic distance was 0 - 0.03 between the sequences obtained in the



study, and 0 - 0.13 with respect to previously described exogenous sequences. We
performed recombination detection of the enFelLV and exFeLV sequences using the

Recombinant Detection Program (RDP v5.23) software with seven detection methods.

Previous studies described the presence of these viruses in Mexico using FeLV antigen
detection tests and FIV antibodies [24] and by detecting FeLV through PCR [25].
However, we detect and genetically characterize feline retroviruses (enFeLV, exFeLV

and FIV) in domestic cats with different clinical signs and hematological alterations.

Our study used a pair of PCRs in the LTR region to differentiate endogenous and
exogenous FeLV viruses, achieving the specific amplification of each virus. We
corroborated this by analyzing the obtained nucleotide sequences, confirming that the
LTR region is adequate for differential amplification of endogenous and exogenous

FeLV sequences, which has been carried out mainly for real-time PCR assays [8, 9].

The enFeLV sequences present in the genome of species belonging to the genus Felis
play an important role in the generation of exogenous FeLV variants that are more
pathogenic [26]. Although recombinations that occur in the env gene are the most
important and are the ones that allow the characterization of the FeLV subgroups [27],
recombination has also been described in other genetic regions such as gag and pol [28,
29]. Endogenous sequence variability may impact the genetic variability of the
exogenous types that result from recombination, and consequently on their level of
pathogenicity, as has already been described in currently recognized subgroups [30,

31].

Eleven of the enFeLV sequences obtained in our study were grouped with most of the
previously described endogenous sequences [4]. However, in our phylogenetic tree the
rest of them (n = 8) were grouped in an independent clade, which had the highest values
of genetic distance (data not shown). The genetic distance values of enFeLV sequences
showed that these can be highly variable. The lower genetic distance values were
identified in previously reported domestic feline endogenous sequences [4, 32]. These
data support that enFeLV sequences are genetically diverse [32-34]. In contrast, the

exFeLV sequences obtained in this study showed smaller genetic distances (0-0.13),



indicating that exogenous sequences are less variable. The shortest genetic distance
was found in sequences from subgroup A that were previously described in the USA
[35], and with which the sequences of our study were mainly associated. Exogenous
sequences belonging to subgroup A are the most conserved, even among isolates from
different geographical areas, reaching similarity values of up to 98% in surface

glycoprotein [2, 36].

None of the analyzed sequences showed any point of recombination between enFeLV
and exFeLV sequences. However, only one of the sequences (MZ334447, enFeLV-G46)

was identified as endogenous recombinant by two of the methods with p < 0.01.

Endogenization of enFeLV appears to have occurred after the initial divergence of the
domestic cat lineage from the rest of the Felidae family [32], although more recent
insertions of some enFeLV are recognized [4, 33]. While enFeLV is known to not
generate infectious virions [37], enFeLV that retain functional open reading frames

have been reported [4, 38].

In addition to detecting enFeLV in all the DNA samples from the cats in our study,
enFeLV RNA was detected in 48 of the 50 cats tested, which may indicate a frequent
transcription activity of the LTR region, as other studies have shown [6, 7]. The
expression of enFeLV is associated with exFeLV infection [5-7] and the generation of
exFeLV and enFeLV recombinants may take place in virions that have co-packaged

transcripts of endogenous and exogenous origin [39].

On the other hand, we identified 11 cats that tested negative on all exFeLLV and FIV tests
but were positive for proviral DNA and enFeLV RNA transcripts. Additionally, these cats
showed clinical signs and hemogram alterations that are compatible with feline
retrovirus infection, such as gingivitis, gingivostomatitis, lymphoma, lymphocytosis,
lymphopenia, anemia, neutropenia, and thrombocytopenia. This finding could be
associated with recently integrated enFeLV retroviruses in the cat genome that may be
capable of generating disease, however sequencing other genetic regions and verifying
viral genome expression and replication would be necessary to confirm this. Another

possibility relating to the cat population with clinical signs and hematological



alterations not associated with exFeLV and FIV infection is a new exFeLV genetic
variant that could not be detected with the PCR we used. The enFeLV sequences with
the greatest diversity observed in the phylogenetic tree may be related to this new

genetic variant (figure 2).

The clinical signs most frequently shown by cats at the time of sampling were
depression and anorexia (18%), gingivitis or gingivostomatitis (12%), diarrhea (10%),
emaciation (10%), pulicosis (8%) and vomiting (6%; Figure 1). While most of these
conditions can be associated with FeLV infection [40], the cases of gingivitis /
gingivostomatitis are especially relevant because they are frequently observed in cats
infected with FeLV or FIV. Infected cats are more susceptible to developing periodontal
disease as a consequence of immune system deterioration and its consequent inability

to respond to infections in general [41, 42].

Thirteen cats (26%) were exFeLV positive by PCR. Nine animals tested positive for both
proviral DNA and viral RNA. These cats may be experiencing a progressive infection,
since this course of FeLV infection is characterized by the presentation of persistent
viremia, being possible to detect both viral DNA and RNA with PCR, and p27 antigen in
blood [43]. However, in these cases it is recommended to follow up with antigen and/or
viral RNA detection tests in which it is possible to obtain a negative result in the future,
which would indicate a possible regressive infection [44]. In addition, progressive
infections in cats are characterized by the development of diseases associated with the
virus infection [1]. These include lymphoma and non-regenerative anemia, as well as
gingivostomatitis and cytopenias that occurred in in six of the nine FeLV proviral DNA
and viral RNA positive cats. This could suggest a progressive course of infection [45,

46].

On the other hand, in regressive infection, viral replication is restricted by the animal's
immune response either before or shortly after bone marrow infection, and they may
or may not go through a state of viremia (transient viremia) [1]. Nevertheless, the
infection can be reactivated during immunosuppression episodes and disease
associated with the infection may occur [12]. We did not detect any animal only positive

for proviral DNA, as occurs in regressive infections. In contrast, four of the animals were



only positive to exFeLV using blood plasma RT-PCR. In these cats, viremia could be
detected by RT-PCR, but the proviral form could not be detected. This may be due to
different factors such as low exFeLV proviral load, or the sensitivity of the test used
[47]. Real-time PCR tests have shown to be very sensitive in detecting FeLV at different

stages of infection [8, 48].

Normal hemograms were the most frequent result found in cats that tested positive
using any FeLV detection test. While FeLV infection is usually associated with a variety
of hematological disorders [21, 49], the absence of hematological alterations has also
been reported in FeLV positive animals [50]. This could be explained by these cats
probably not having progressive type infections at the time of the study. It is important
to note that two of these cats were positive for both proviral DNA and viral RNA, so it is
possible that they will develop hematological alterations associated with the infection

in the future [1].

The second most frequent result found in these animals (three cases) was non-
regenerative anemia, followed by lymphopenia, neutrophilia, and eosinophilia, which
occurred in two cases each. Neither neutrophilia nor eosinophilia can be associated in
any direct way with FeLV presence. Cytopenias are the most frequently reported
hematological disorders that characterize FeLV infection [21, 49-51]. These are
attributed to viral infection of bone marrow hematopoietic and structural cells (stromal
and fibroblasts), which alters the necessary microenvironment for hematopoiesis, and

leads to myelosuppression [40].

FIV was detected in its proviral form using nested PCR. Phylogenetic analysis of
obtained sequences revealed that they are grouped with sequences belonging to
subtype B, which is one of the most frequently reported subtypes in other studies [22,
52-56]. We were unable to detect FIV positive cats using RT-PCR. In this case, the
proviral form may have been the only detectable form because the virus was not

replicating, or viral load was too low to be detected.

Depression and anorexia were the most frequent clinical signs found in FIV-positive

cats. However, these signs are considered nonspecific, and thus cannot be attributed to



infection with this virus. One female presented mammary adecarcinoma and
neutropenia while another cat presented gingivostomatitis. Both of these conditions
can be attributed to FIV infection given that the retrovirus predisposes hosts to various
infections including those of the oral cavity [40, 57], and FIV infection is associated with
a greater risk of neoplasm development, including mammary tissue neoplasms [58].
Cytopenias, including neutropenia, are frequent alterations found in FIV-positive cat

blood counts [21, 49-51].

In summary, our results confirmed the presence of exFeLV-A and the first report
describing FIV subtype B in naturally infected domestic cats in Mexico. The clinical
characteristics of cats infected by feline retrovirus were the ones most frequently
described in other studies. The joint study of feline retroviruses is important to better
understand the role that enFeLV plays directly in disease presentation, as well as for
the development of diagnostic tools that can provide global information on their

efficiency, course of infection and genetic characterization of feline retroviruses.
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Figure captions

Figure 1. Clinical signs and hematological findings found in domestic cats that tested

positive for feline retroviruses.

Figure 2. Phylogenetic tree constructed with partial enFeLV LTR region sequences,
using Neighbor-Joining in Geneious 11.1.4. The sequences obtained in this study are

shown in blue.

Figure 3. Phylogenetic tree constructed with partial exFeLV LTR region sequences,
using Neighbor-Joining in Geneious 11.1.4. The sequences obtained in this study are

shown in red.

Figure 4. Phylogenetic tree constructed with partial FIV gag gene sequences, using
Neighbor-Joining in Geneious 11.1.4. We included sequences from different viral
subtypes. Subtype A: GQ422125.1, KM880117.1, KM880121.1, M25381.1 and
M36968.1. Subtype B: M59418.1, MW142027.1, MW142038.1, MW142043.1,
MW142046.1, MW142047.1, U11820.1 and Y13867.1. Subtype C: AF474246.1 and
AY600517.1. Subtype D: AY679785.1, D37818.1 and D37822.1. Subtype E:
EU117992.1. The sequences obtained in this study are shown in green.
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