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RESUMEN

Esta tesis se clasific6 como un estudio no experimental, descriptivo y analitico, realizado en la

ciudad de Arequipa siendo la poblacion de muestreo por conveniencia.

Para la ejecucion del presente trabajo se tomaron muestras de cuatro gatos positivos al virus
de la leucemia felina (FeLV) y se realizaron procesos de extraccion de ADN, amplificacién
mediante PCR, analisis por electroforesis y secuenciacion molecular. El objetivo general fue
realizar la identificacion molecular de la etiologia del virus, con énfasis en diferenciar

genéticamente las cepas presentes en Arequipa, Peru.

Entre los materiales utilizados se incluyeron equipos de laboratorio como termocicladores,
centrifugas, cdmara de flujo laminar, cdmara de electroforesis, asi como reactivos especificos
y kits de extraccion de acidos nucleicos. Los resultados obtenidos demostraron una alta
calidad en las secuencias amplificadas (de entre 1700 y 2500 pb), con un 100% de cobertura y
mas del 98% de identidad respecto a cepas referenciales del NCBI. La electroforesis en gel de
agarosa confirm6 la presencia del producto amplificado, validando la efectividad de los
protocolos moleculares aplicados. En el analisis filogenético, las cepas G1 y G2 mostraron
divergencias significativas respecto al clado tradicional de FeLV-A, lo que sugiere la posible
presencia de linajes emergentes con relevancia clinica y epidemioldgica. Por otro lado, las
cepas G3 y G4 presentaron una alta similitud con cepas clasicas del subtipo FeLV-A,
indicando un grado de conservacion genética mayor. Las conclusiones destacaron la eficacia
de las técnicas moleculares utilizadas para detectar e identificar variantes del virus, validando
la especificidad de los cebadores En-LT, RB-53 y RB-59 y protocolos. Asimismo, se
recomienda implementar vigilancia molecular permanente en poblaciones felinas locales,
actualizar los métodos diagnosticos para FeLV incluyendo variantes emergentes, evaluar la
eficacia de las vacunas actuales frente a nuevas cepas y fomentar la investigacién sobre
recombinacion viral. Este estudio refuerza el uso de herramientas moleculares para el
diagnostico especifico y temprano de FeLV, lo que puede contribuir a un manejo clinico mas

eficaz en medicina veterinaria.

Palabras claves: FeLV (Virus de la Leucemia Felina), PCR y Electroforesis, Analisis

filogénico.
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ABSTRACT

This thesis was classified as a non-experimental, descriptive, and analytical study conducted

in the city of Arequipa, with a convenience sample population.

For the purposes of this study, samples were taken from four cats that tested positive for
feline leukemia virus (FeLV), and processes of DNA extraction, PCR amplification,
electrophoresis analysis, and molecular sequencing were performed. The overall objective
was to perform molecular identification of the etiology of the virus, with an emphasis on

genetically differentiating the strains present in Arequipa, Peru.

The materials used included laboratory equipment such as thermocyclers, centrifuges, laminar
flow chambers, electrophoresis chambers, as well as specific reagents and nucleic acid
extraction kits. The results obtained demonstrated high quality in the amplified sequences
(between 1700 and 2500 bp), with 100% coverage and more than 98% identity with reference
strains from the NCBI. Agarose gel electrophoresis confirmed the presence of the amplified
product, validating the effectiveness of the molecular protocols applied. In the phylogenetic
analysis, strains G1 and G2 showed significant divergences from the traditional FeLV-A
clade, suggesting the possible presence of emerging lineages with clinical and
epidemiological relevance. On the other hand, strains G3 and G4 showed high similarity to
classic strains of the FeLV-A subtype, indicating a higher degree of genetic conservation. The
conclusions highlighted the effectiveness of the molecular techniques used to detect and
identify variants of the virus, validating the specificity of the primers En-LT, RB-53 and RB-
59 and protocols. It is also recommended to implement permanent molecular surveillance in
local feline populations, update diagnostic methods for FeLV including emerging variants,
evaluate the efficacy of current vaccines against new strains, and encourage research on viral
recombination. This study reinforces the use of molecular tools for the specific and early
diagnosis of FeLV, which can contribute to more effective clinical management in veterinary

medicine.

Keywords: FeLV (Feline Leukemia Virus), PCR and Electrophoresis, Phylogenetic Analysis.
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INTRODUCCION

En la actualidad la Leucemia Felina es una de las enfermedades virales mas frecuentes
que afectan a los felinos domésticos, la cual conlleva un riesgo elevado ya que se
caracteriza por la anemia e inmunosupresion, siendo un riesgo para la salud y el
bienestar de esta especie. Resulta complejo el tener un diagndstico en una etapa
temprana de la enfermedad y sobre todo si se cuenta con recursos tecnoldgicos

limitados.

El presente trabajo tiene como objetivo principal el realizar la identificaciéon molecular
del agente etioldgico del virus de la Leucemia Felina en la ciudad de Arequipa,
aplicando técnicas de PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa) y Electroforesis en
gel de Agarosa, la cual resulta ser una prueba sensible y precisa para la deteccion del
virus. Con la PCR lo que se busca es la amplificacion de las secuencias de ADN en la
que a través de la electroforesis se realizara la observacion de estos fragmentos

amplificados del ADN vy se realizard una comparacion en base al peso molecular.

Este trabajo tiene como finalidad el poder proporcionar una base cientifica en la que se
puede generar futuros estudios, asi como el tener mejores diagndsticos respecto a esta
enfermedad conociendo la filogenia actual del virus de Leucemia Felina presente en

Arequipa.
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CAPITULO 1
1. CONTEXTUALIZACION DEL PROBLEMA

1.1.Enunciado del Problema
Identificacién por PCR y Electroforesis de la Etiologia del Virus de la Leucemia

Felina

1.2.Descripcion del problema
En la practica diaria de la medicina en animales menores se requiere un diagnostico

adecuado de una enfermedad y por ende del patdégeno para obtener mayor
efectividad en el tratamiento. En la actualidad, es frecuente el hallar gatos positivos
a leucemia felina en un periodo avanzado de la enfermedad, los test de uso comun
en veterinarias tan solo indican si son positivos al virus; el virus de leucemia felina
varia en signos clinicos de acuerdo a los 4 subgrupos virales que posee siendo
necesario el poder diferenciarlos para obtener una respuesta efectiva en control de
estos. Resulta necesaria la identificacion de la etiologia del virus para poder
distinguir cada subtipo, siendo este de mayor precision. La identificacion basada en
PCR y electroforesis tiene una base genética por lo cual representa una ventaja en
cuanto a la exactitud para hallar la etiologia y su tiempo es relativamente corto
siendo de 1 dia, por lo que resulta ser competente tanto como un test rapido siendo
de las pruebas inmunologicas de uso cotidiano.

1.3.Justificacion del trabajo
1.3.1. Aspecto general
Resulta de importancia el realizar la identificacion especifica de la
etiologia del virus, siendo de gran utilidad la determinacion en base a su
secuencia molecular ya que esta se le puede considerar una prueba de
laboratorio bastante especifica al basarse en genética, una identificacion
tan precisa es beneficiosa para poder tener la subdivision del virus de la
leucemia felina.

1.3.2. Aspecto tecnolégico
Al realizar una identificacion en base molecular es clave para poder

comprender la funcion de los genes asi como su genoma, esta prueba es
bastante especifica respecto a la taxonomia ya sea de una bacteria o virus
entre otros, lo cual resulta de gran aporte en la actualizaciéon de la
medicina, ya que permite realizar diversas investigaciones en las que se
puede llegar a nuevas conclusiones respecto a las enfermedades que
aquejan a la sociedad y se puede descubrir nuevos método, tratamientos
o incluso nueva medicina.

1.3.3. Aspecto social
El aplicar la identificacion molecular para ampliar el conocimiento sobre

la taxonomia y/o subtipos de un virus, resulta de importancia clinica en
el diagnostico y tratamiento de una enfermedad, ya que al brindar una
informacion mas especifica el profesional a base de su criterio el cual
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debe ser fundamentado podrd generar un gran beneficio respecto a las
decisiones o acciones que realice en basa a la informacién obtenida de la
secuenciacion molecular de los nucleotidos.

1.3.4. Aspecto econémico
El costo y tiempo que se necesita para realizar una secuenciacion

molecular es una de las razones por las que no se aplica de manera
cotidiana este modelo de diagnostico, sin embargo, resulta una de las
pruebas mas precisas y sensitivas por lo cual el procedimiento resulta
mas largo que otros, pero sus resultados son confiables totalmente a
diferencia de otro tipo de prueba de identificacion por lo que se espera
que en un futuro gracias a la tecnologia se encuentre una forma mas
practica de aplicar este tipo de diagnostico y se vuelva de uso cotidiano
en laboratorios.

1.3.5. Importancia
La presente investigacion resulta de importancia debido a que se aplicara

la genética molecular para una identificacion mas precisa del agente
etiologico del virus de la leucemia felina, lo cual brinda informacion
crucial tal como determinar la virulencia, conocer la secuenciacidon
molecular permite a su vez describir la relacion filogénica, permitiendo
tener mas conocimiento epidemioldgico sobre esta enfermedad.

1.4.0bjetivos

1.4.1. Objetivos generales
Realizar la identificacion molecular de la Etiologia del virus de la

Leucemia Felina.

1.4.2. Objetivos especificos
e Extraer el ADN de la Etiologia del virus de la Leucemia Felina.
e Aplicar técnica de PCR en la Etiologia del virus de la Leucemia
Felina.
e Aplicar técnica Electroforesis y el Peso Molecular en la Etiologia del
virus de la Leucemia Felina.

1.5.Hipaotesis
Dado que en Arequipa se encuentran evidencia clinica de Leucemia Felina es fiable

que se pueda identificar su etiologia con PCR y electroforesis.
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CAPITULO 11
2. MARCO TEORICO
2.1.Analisis bibliografico

2.1.1. Aspecto Generales del Gato
2.1.1.1.Taxonomia
Dominio : Eucariota

Reino : Animalia
Filo : Chordata
Clase : Mammalia

Orden : Carnivora

Familia : Felidae

Género : Felis

Especie : catus

(1)

El gato es un animal antiguo, y todavia existen algunos misterios y
controversias sobre su origen hasta el presente. Sin embargo, a través del
analisis en base a multiples métodos de investigacion tales como registros
fosiles, genética y arqueologia, los cientificos han comenzado a descubrir
el origen de esta especie. De acuerdo a su informacion la primera especie
de felinos existieron en el Paleoceno aproximadamente hace unos 50
millones de afios, estos se distribuian principalmente en los territorios de
América del Norte y Europa. Las caracteristicas mas resaltantes de esta
especie felina es que eran de un tamafio pequefio, solian habitar en arboles
y su alimento principal se basaba en la ingestion de insectos, pequefios
mamiferos y aves. Entre estos felinos, se denomindé como la primera
especie a los “Pseudaelurus”, siendo estos pequefios, poseian afilados
colmillos y garras, estaban adaptados para la caza de mamiferos pequefios
(2). Pero como fue antes mencionado al tener ideas variadas respecto a su
origen, algunos estudios sugieren que el origen de los gatos pueda
remontarse al Cretacico tardio, hace unos 100 millones de afios, siendo
este origen ain mas antiguo que el Paleoceno el cual tan solo es la mitad
de tiempo de antigiiedad (3).

Desde el origen de la especie felina hasta la diferenciacion y evolucion de
las especies felinas actuales, su evoluciéon de los gatos ha pasado
principalmente por tres etapas:

- Evolucion Temprana: Su origen temprano de las especies felinas se
dio en el Paleoceno, se presume que aproximadamente 50 millones de
afos atras. Las primeras especies felinas se les denomino
"Pseudaelurus", estos eran de un pequefio tamafio, vivian en arboles y
se alimentaban de una dieta carnivora (4). En el Oligoceno, hace
alrededor de unos 35 millones de afios, se fueron extendiendo con el
tiempo a regiones como América del Norte, Europa, Asia y Africa (3).

- Evolucion Media: Siendo el Mioceno, hace unos 25 millones de afios,
las especies felinas se dio una diferenciacion importante siendo la
aparicion d grandes tigres dientes de sable de gran tamafio, colmillos
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largos y adaptados para atacar a los grandes mamiferos y por otro lado
aparecieron pequenas especies de felinos caracterizados por ser de un
tamafio corporal pequefio, adaptados para la caza de pequenas especies
(3).

- Evolucién Reciente: A finales del Mioceno, siendo alrededor de 10
millones de afios atras, las especies de felinos modernos comenzaron a
diferenciarse en variedad de subespecies y razas, tales como leones,
tigres, pumas y gatos monteses. Se cree que en base a esta especie de
gatos se origina uno de los ancestros de las especies de felinos actuales
y estudios genéticos sobre los gatos monteses han demostrado que son
una especie hibrida resultado del cruce entre gatos monteses africanos
y europeos (3).

2.1.1.2.Domesticacion

En la actualidad respecto a la domesticacion de los gatos se considera con

mayor aceptacion la teoria que sostiene la idea que estos se domesticaron a

si mismos. Segun la historia predominate indica que al llegar la agricultura

al Oriente Medio alrededor de 11 mil afios atrds se dio el cultivo y

almacenamiento de ciertos cereales tales como cebada y trigo, y con esto

se atrajo la presencia de pequefios roedores, siendo estos las presas
naturales del gato montés. Debido a la abundancia de alimentos en esta
area, el montés empez6 a invadir pueblos y aldeas neoliticas en las cuales
los humanos empezaron a ver los beneficios de la presencia de este animal

(5).

A través de este proceso, se empezaron a adaptar de forma gradual al estilo

de vida del humano tal como ingerir sus alimentos (6). Al pasar el tiempo,

sus etiologia y morfologia de los gatos en su estado salvaje cambiaron,
siendo mas ddciles con el humano. Al comparar los genomas de gatos en
estado salvaje y gatos domesticados se encontraron ciertas variaciones
genética al pasar por la domesticacion, se puede tomar como ejemplo la
relacion de variedad de mutaciones genéticas que se relacionan con el
comportamiento social y su dieta ya que se fueron adaptando a la forma de
vivir del humano (3).
2.1.1.3.Comportamiento Social

Se le considera una especie territorial siendo los machos los que tiene

territorios mas grandes a diferencia de las hembras de las cuales sus

territorios suelen ser de menor tamano (7). Al estar los gatos en constante
limitacion territorial se puede presentar la situacion de peleas, lo cual
termina por resultar en una exposicion a diversos factores que
desencadenan problemas en su salud, de igual manera en la actualidad es
frecuente el encontrar mas de un gato por persona, comportamiento
impuesto por el humano, debido a que estas especie resulta mas
individualista, por ello para realizar el ingreso de un nuevo felino se
requiere precauciones para evitar un problema social asi como de salud en
la poblacion.

2.1.1.4.Pruebas de Enfermedades

El realizar un plan sanitario preventivo en los animales de compaiia

resulta en el aumentar su calidad de vida debido a que se tiene una
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prioridad por el bienestar animal y a la par se reduce la carga sanitaria
animal. También se puede limitar la posibilidad de que se presenten
enfermedades zoonoticas por contacto entre humanos con animales
domésticos (8) (9).

La aplicacion de vacunas resulta esencial ya que permite reducir la
morbilidad y mortalidad causadas por enfermedades infecciosas (10).

El cumplir con el plan de vacunacion, asi como visitas anuales a la
veterinaria son las medidas principales que se debe realizar para mantener
saludables a los animales de compaiiia. La inmunizaciéon adecuada se basa
en la aplicacion de las vacunas primordiales que actian en contra de las
enfermedades infecciosas mas frecuentes en gatos tales como leucemia
felina (FeLV), panleucopenia, virus de la inmunodeficiencia felina (FIV),
herpesvirus y calicivirus (11), dependiendo del pais se considera la vacuna
contra la rabia, al ser endemica (10) (9). En caso de ser requerido es
recomendable la administracion regular de productos que reduzcan o
eliminen la presencia de endoparasitos tales como Ancylostoma caninum,
Cryptosporidium spp., Giardia spp. y ectoparésitos como las garrapatas

(12).

2.1.2. Enfermedades Retrovirales en Gatos
En la Familia Retroviridae podemos encontrar al virus de la leucemia felina
(FeLV), asi como el virus de la inmunodeficiencia felina (FIV). Esta se puede
subdividir en diversos géneros, por lo cual este virus se puede encontrar como
agentes infecciosos de variedad de vertebrados, aunque también se le
encontro en ciertos moluscos e insectos (13).

Tabla 1. Géneros de los virus de la familia Retroviridae.

Familia Genero Tipo de Especie Virus Felino
. . . Virus de la leucosis
Retroviridae Alfaretrovirus )
aviar
. Virus del tumor
Betaretrovirus . ,
mamario del raton
. Virus de la leucemia Virus de la
Gammaretrovirus ) . .
murina leucemia felina
. Virus de la leucemia
Deltaretrovirus .
Bovina
) . Virus del sarcoma
Epsilonretrovirus i
cutaneo de Walleye
Virus de la Virus de la
Lentivirus inmunodeficiencia inmunodeficiencia
humana felina
) . . Espumavirus
Spumavirus Espumavirus simio .
felino
*Tomado de Conde Bu (14)
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2.1.2.1.Clasificacion
Los retrovirus se pueden clasificar de acuerdo a su método de transmision,
siendo:

e Retrovirus Exogeno: Aquel capaz de ser altamente contagioso, se
puede transmitir de forma horizontal ya sea como virus extracelular
que tome como via las particulas libres o a partir de células somaéticas
que se infecta mediante contacto célula-célula (14) (15). También se
puede trasmitir de forma vertical al embrion y existe la posibilidad de
que se transmita por leche o por un mecanismo perinatal de la madre
los nacidos (13).

e Retrovirus Endégeno: Secuencias del ADN retroviral ingresan en el
ADN celular de la célula germinal, siendo esta la que se transmite de
forma vertical por generaciones. Se les denomina provirus, estos al
perder parte de su secuencia genética no podran replicarse, pero al
poseer algo que se le podria denominar “biblioteca génica” esta
informacion que posee la intercambia con virus exdgenos y estos al
mutar generan una forma virica patégena. Esto resulta en copias de
genomas del retrovirus en células exdgenas que se integran al
genoma del hospedador (16). La infeccion del retrovirus que se da de
las células germinales o las creadoras de estan dan lugar a un
provirus que se hereda de forma vertical en el genoma del hospedero.
En ciertos casos que no se tiene explicacion actualmente los
retrovirus endogenos (ERV) pueden propagarse de forma mas
profunda en el genoma y se extiende en la poblacion, dando como
resultado grandes familias de repeticiones que se intercalan en el
genoma del hospedero (17).

En estudios previos lograron descubrir que todos los retrovirus
simples tales como retrovirus alfa, beta, gamma y épsilon tienen la
capacidad de ser endogenos en el huésped. Los retrovirus complejos
tales como retrovirus, lentivirus y espumavirus, de estos el unico
capaz de volverse enddgeno en las diversas especies que lo hospedan
vendria a ser el espumavirus (13).

En los felinos los que son transmitidos exogenamente son el
gammavirus el cual genera a la leucemia felina y el lentivirus el cual
es también denominado el virus de la inmunodeficiencia felina. A
diferencia de estos, el espumavirus no es patéogeno a pesar de ser
transmisible, de hecho, se llegd a comprobar que no hay una
correlacion entre la presencia de los anticuerpos del virus con alguna
enfermedad en clinica (13). El gammavirus (FeLV) es el retrovirus
con mayor patogenia, capaz de generar enfermedades con
inmunosupresion o degenerativas, asi como prolifertivas debido a
que al asociarse con la célula puede derivar en un caso oncogénico
directamente. El virus lentivirus (FIV) puede desencadenar un
sindrome de inmunodeficiencia clasica, los cuales poseen un curso
crénico, no es tan agresivo y no tiene alguna asociacion directa
oncoldgica (18).
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2.1.2.2.Estructura Genética y Proteinas
Los retrovirus estan conformados por (13):

e Envoltura: Al poseer una bicapa lipidica en la membrana celular
resulta ser mas fragil a su entorno, esta es conformada por dos
glicoproteinas de origen virico, superficie y transmembrana siendo de
proyeccion poco definida, 8nm que rodean la envoltura, la
transmembrana se une a la superficie con la envoltura de la célula.

e Matriz: Cumple la funcion de darle estabilidad a la particula virica, y
esta formada por la proteina MA.

e Capsida: Conformada mayormente por proteinas de la capsida, en la
cual su interior se encuentra rodeado por las proteinas de la
nucleocapsida, se ubica a el ARN y las proteinas que poseen accion
enzimatica tales como la proteasa, retrotranscritasa y la integrasa, en
ciertos virus se llega a obtener la dUTPasa.

El virus infeccioso cuenta con tres genes capaces de codificar sus

proteinas siendo estos (19) (20):

- Gen gag: Cuenta con informacion requerida para codificar las
proteinas estructurales del interior del virus, aqui tenemos a las
proteinas MA, capsida, nucleocapsida y algunas otras que cuya
funciodn es inespecifica.

- Gen pol (polimerasa): Capaz de codificar las proteinas de actividad
enzimatica tal como la proteasa, integrasa, retrotranscriptasa y en
ciertos virus se incluye la dUTPasa, siendo todas estas primordiales
para que se realice la replicacion virica.

- Gen env (envoltura): S encarga de codificar a aquellas proteinas
que se insertaron por la envoltura siendo conformada por los
peplomeros de superficie y de la transmembrana.

El retrovirus posee como caracteristica la velocidad de mutacion, esto es
debido a que la retrotranscriptasa no posee una funcién exonucleasa
(reparadora) y se apoya en su elevada frecuencia de error al momento de
incorporarse los nucledtidos, a la par se puede generar recombinaciones
con algunos genomas distintos (19).
2.1.2.3.Infeccion y Replica Virica

Primero se dara la unién de la proteina virica con el receptor de cuya
célula se va infectar, lo que permite que en esta ingrese el virus. Se libera
el ARN virico en el citoplasma y debido a la accion de la enzima RT virica
se va a crear a partir de la cadena simple de ARN una cadena doble de
ADN, siendo que esta doble cadena ingresa al nucleo de la célula y a
través de la accion de la Integrasa se adhiere a la molécula de ADN de la
célula. Finalmente, a esta secuencia virica integrada en el ADN de la
célula se le denomina Provirus. Este tendra la funcion de un molde para la
produccion de ARNm (el cual se traduce a proteinas) asi como de ARN
virico (genomico). Al formarse las poliproteinas, el ensamblaje ocurre por
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debajo de la membrana celular y se van a liberar los viriones por gemacion

(13).

Figura 1. Esquema del ciclo de vida del retrovirus.
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*Tomado de Dufait (21).

El ciclo de vida de los retrovirus, incluidos los lentivirus, se muestra como
un mecanismo de varios pasos, que comienza con la union del virién al
receptor celular (R), lo que lleva a la fusion directa o endocitosis. Luego,
se libera el nucleo interno y las dos moléculas de ARN experimentan una
transcripcion inversa como se indica, terminando con una sola molécula de
ADNc. Luego, el nucleo se transporta al nucleo (en el caso de los
lentivirus) y el ADNc se integra en el cromosoma celular. El genoma
integrado (provirus) experimenta transcripcion, produciendo mas copias
del genoma de ARN (y también ARNm empalmados), que también se
traducen en proteinas estructurales y enzimaticas. Luego, estos se
ensamblan en viriones que brotan de las células infectadas. (21)

En el momento en el que la célula con el provirus que se integre se divide,
siendo las células hijas las que reciben el ADN del virus integrado junto
con el material genético propio de la célula, de modo que la infeccion es
constante y sélo se puede eliminar al destruirse todas las células que lo
posean. Debido a esto resulta complicado los tratamientos que se aplican
en las infecciones a causa de retrovirus, ya que tienen que cumplir con la
funcién de restringir toda la formacion de particulas viricas que resulten
infectivas y evitar asi nuevas infecciones y ademas de ello deberian
destruir las células afectadas (22)
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2.1.3.Leucemia Felina
FEl virus de la leucemia felina es un retrovirus de la familia Oncovirinae.

Como retrovirus, el FeLV es un virus envuelto con un genoma de ARN
monocatenario de polaridad positiva, que depende de un intermediario de
ADN bicatenario (es decir, la etapa de provirus) en su ciclo de vida para la
replicacion (23). Es un gammaretrovirus que fue descrito por primera vez
como una particula similar a un virus que se asocia con la leucemia

(linfosarcoma). La infeccion por FeLLV puede ser capaz de generar citopenias,

inmunodeficiencia y neoplasia en gatos si esta en la fase progresiva de esta

(24) (295).

El genoma del virus de leucemia felina esta conformado por 3 genes:

e  Gen envoltura (env): En la envoltura se poseen proteinas (gp70 y p15E)
que se relacionan con procesos tales como la unién al receptor celular, la
penetracion y formacion de sincitios; esto debido a su posicion externa,
ya que son las primeras que son reconocidas por el sistema inmune, lo
que 1induce anticuerpos neutralizantes. La glucoproteina gp70
especificamente en el subgrupo de FeLV, FeLV-T, se relaciona con
procesos de inmunodeficiencia al tener tropismo por receptores de los
linfocitos T. De igual manera, el p15E al parecer podria esta relacionada
con procesos de inmunosupresion de igual forma (26).

e  Gen antigeno especifico (gag): Variedad de tests diagnosticos se basan
en la deteccion de la proteina de la capsida (p27) ya que es usada como
un indicativo de infeccion virica, esto debido a que se produce en exceso
siendo asi la mas abundante. Las proteinas internas, de igual forma

manera que las de superficie resultan ser muy inmundgenas, ya que los
anticuerpos que formados no son neutralizantes (15).
e Gen polimerasa (pol): Es aquel que se encarga de codificar para la
transcriptasa inversa, la proteasa y la integrasa.
Tabla 2. Proteinas codificadas por los genomas.

Gen Iniciales de .,
Codificador Proteina Nombre - Funcion FelLV
SU Superficie gp70
env ™ Transmembrana plse
MA Matriz pl5
CA Capside p27
£98 P12 Desconocida pl2
NC Nucleocapside pl0
PR Proteasa pl4
ol IN Integrasa p46
RT Transcriptasa inversa p80

dUTPasa -

*Tomado de Conde, Beatriz Unzeta (14).
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Morfolégicamente es similar a cualquier otro retrovirus, difiere en que
posee una capside icosaédrica, y posee viriones, con una medida de 105-
125 nm y escasas proyecciones hacia la superficie; estas son particulas
del tipo C lo que indica que antes de la gemacion no se observan las
particulas viricas (25).

Figura 2 y 3. Morfologia y genoma proviral de FeLV.
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*Tomado de Collado Alcala (13).

2.1.3.1.Subdivision de FeLV

A pesar de la existencia de al menos seis subtipos: FeLV-A, FeLV-B,

FeLV-C, FeLV-T y los recientemente descritos FeLV-D y FeLV-TG35

(27). Se basan en la existencia de 4 subtipos, siendo diferenciadas

mediante su espectro celular del huésped, se definen tomando en cuenta la

célula hospedadora ya que son similares inmunoldgicamente:

e Subtipo A: Este se replica de forma exclusiva en las células del gato
(ecotropico) y puede estar el virus solo o combinarse con el subtipo B
y/o C siendo mas patogeno de esta forma. Responsable de la
transmision del virus, se le asocia a las enfermedades proliféricas
como no proliféricas y debido a que es mas estable la gp70 que en
otros subtipos, este virus ingresa a la célula por el transportador de
tiamina 1 (22). De forma individual no tiene la capacidad de producir
enfermedad. Solo el FeLV-A puede transmitirse horizontalmente entre
gatos domésticos, aunque suele presentar patogenicidad reducida si no
se recombina (18) Produce neoplasia hematopoyética (linfoma de
células T) esta en el 100% de los gatos virémicos pero como se indica
es levemente patogénico y citopatogénico, sin embargo, es altamente
contagioso (28).
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o Subtipo B: Puede infectar y se puede replicar en las células de
variedad de especies, se cree su origen se basa en la recombinacion
parcial o total del gen env y las secuencias endogenas, debido a esto
pierde su capacidad replicativa. Al parecer penetra en la célula a
través de receptores que se relacionan con la familia de las moléculas
transportadoras del fosfato, Pit 1 y Pit 2 (22). Produce enfermedades
linfoproliferativas y mieloproliferativas y al combinarse con el subtipo
A se hace virulento, pero no es contagioso (28).

e Subtipo C: De igual forma que el tipo B, este es capaz de infectar las
células de variedad de especies. Se cree que se origina a partir de
mutaciones del tipo A en el dominio de la union al receptor, este virus
no se puede replicar. Se une al transportador anionico de los
eritroblastos (FLVCR1) asi como otras células que estan involucradas
en la estimulacion de la hematopoyesis por las citoquinas, como los
macréofagos (22) Genera anemia no regenerativa por aplasia pura de
c¢lulas rojas, no se replica y no es transmisible, y se suele aislar con
poca frecuencia (28).

e Subtipo T: Son de un marcado cardcter T-linfotrépico, lo que induce
en una inmunosupresion que resulta grave. Sus propiedades
citopaticas y patogénicas de FeLV-T terminan por adquirir mutaciones
(14). Es altamente citopatico y con tropismo importante por las células
T, esta genera inmunosupresion (linfopenia, neutropenia) (28).

Los demas subtipos se forman a partir de mutaciones del FeLV-A o
recombinacion con secuencias provirales endogenas, por ejemplo,
enFeLV, una secuencia enddgena, analoga al FeLV, y adquirida durante la

evolucion del gato doméstico (18).

Tabla 3. Subtipo FeLV y sus receptores

Subtipo .
llsleL{)/ Receptor Funcioén del Receptor
Proteina Presente en todos los gatos con
FeLV-A | FeTHTRI1 transportadora FeLV; se transmite
de tiamina exogenamente
Resultados de la recombinacion
Proteina del FeLV-A y secuencias de
FeLV-B FePitl o transportadora retrovirus endoégenos felinos
FePit2 de fosfato relacionados con FeLV; puede
inorganico acelerar el desarrollo del linfoma
o mejorar la neuropatogenicidad.
, Surge de mutaciones puntuales
Proteina en el gen env de FeLV-A;
FeLV-C | FLVCR transportadora 8 .7
asociado con anemia no
de hemo .
regenerativa.

*Tomado de Sykes, Jane E.; Hartmann, Katrin (29).
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2.1.3.2.Epidemiologia

El FeLV se va a eliminar en gran cantidad por la saliva, al igual que
también se puede encontrar en las heces, la orina y la leche. El FeLV
resulta inestable en el medio ambiente y, por lo tanto, se cree que la
transmision generalmente requiere un contacto intimo, agresivo o
amigable entre gatos positivos y gatos no infectados. El contacto indirecto
con la saliva o las heces de gatos infectados con FeLV pueden ser
suficientes para transmitir la infeccion (por ejemplo, al compartir platos de
comida o la caja de arena). Ademds, el FeLV se puede transmitir
verticalmente de la madre con el virus a las crias (24).

La transmision del FeLV-A resulta principalmente del contacto directo con
secreciones salivales, a través de lamidos, acicalamiento mutuo y
compartir sus platos de agua y comida. Otras vias de transmision podrian
ser por mordeduras, transfusiones de sangre, ingesta de la leche de una
gata positiva y cabe la posibilidad de ser por pulgas (29).

La infeccion por FeLV normalmente comienza en la mucosa de la
orofaringe. Posteriormente, la replicacion viral se da en las amigdalas
adyacentes, asi como los ganglios linfaticos locales. Resulta en la
propagacion del virus por todo el organismo debido a los linfocitos y
monocitos infectados en el tejido linfoide siendo esta la viremia primaria.
Seguida por la replicacion en médula dsea, lo que implica la infeccion en
los precursores de neutrofilos y plaquetas, lo que da el inicio a la viremia
secundaria y por consecuente una infeccion sistémica (29).

El virus sobrevive mal fuera del gato y se inactiva facilmente con
desinfectantes, jabon y desecacion, debido a que su bicapa lipidica no es
de resistencia.

Los gatos adultos tienen més probabilidad de infectarse con FeLV que los
menores de 6 meses, pero la edad media de los gatos infectados con FeLV
es de 3 afios, que es menor que la del FIV. Esto refleja (29):

- El mayor grado de patogenicidad es del FeLV que el FIV y su
capacidad de reducir significativamente la esperanza de vida.

- El fendmeno de la resistencia que se relaciona con la edad al FeLV,
por el cual la exposicion de gatos no mayores a 4 meses de edad al
virus tiene muchas mas probabilidades de provocar una infeccion
progresiva que la exposicion de adultos.

2.1.3.3.Signos Clinicos y Patogenia
La infeccion por FeLV puede variar bastante y depende en gran parte por
la cepa del virus involucrada, la via de inoculacion y factores influyentes
en la funcion inmune del huésped, tales como la genética, la edad,
coinfecciones, estrés y el tratamiento con medicamentos que generen
inmunosupresion. Después de la exposicion oronasal, se replica en el
tejido linfoide oral y después circula en unos pocos monocitos y linfocitos
dentro de la sangre periférica. Algunos llegan a desarrollan signos
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sistémicos, tales como fiebre, letargo y/o linfadenopatia, durante este
periodo (29).

El antigeno viral suele detectarse 30 dias o mas post infeccion. La fase
aguda de FeLV, se produce entre 2 y 6 semanas después de la infeccion,
rara vez es detectada, pero suele caracterizarse por fiebre leve, malestar,
linfadenopatia y citopenia. El organismo no puede generar una respuesta
inmunitaria ideal por lo que pueden infectarse de forma regresiva o
progresiva. Los gatos infectados de forma progresiva se vuelven
persistentemente virémicos y desarrollan una enfermedad progresiva, que
finalmente es mortal (23).

Una pequeiia cantidad de los linfocitos infectados luego van a la médula
Osea, es aqui donde el virus infecta las células precursoras que se terminan
por dividirse rapidamente y, posteriormente, las células linfoides y
epiteliales en todo el cuerpo. Esta infeccion de la médula 6sea se considera
un paso critico en la patogénesis en la infeccion por FeLV. Una vez que se
produce la infeccion de las células epiteliales a las glandulas salivales, el
virus se eliminara en cantidades masivas en la saliva; pequefias cantidades
de virus también pueden eliminarse en la orina y las heces (29).

La oncogénesis se produce cuando el FeLLV es insertado en el genoma
celular del huésped, pudiendo ser cerca de un oncogén, dando lugar a la
activacion, o ya sea de forma directa en el propio oncogén para formar un
subgrupo viral recombinante, como el FeLV-B, puede inducir a una nueva
actividad neoplasica dada en cualquier célula en la que entre el virus
recombinante (23).
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*Tomado de Sykes, Jane E.; Hartmann, Katrin (29

e Infeccion Regresiva. En ciertos casos de gatos infectados su sistema

inmunologico es capaz de suprimir la replicacion viral en unas pocas
semanas luego de haberse dado la infeccion, antes de que se produzca una
infeccion en la médula osea resultando significativo ya que de ser asi el
ADN proviral estaria en el genoma de la célula huésped, pero al no darse
no se producirse la produccion y eliminacion del virus. Esto puede suceder
después de que se dé el periodo inicial de la viremia, o esta puede nunca
detectarse (30).
La infeccion regresiva llega a persistir a lo largo de la vida y este se puede
reactivar con inmunosupresion, tal como podria ocurrir durante el
embarazo o después del tratamiento con medicamentos inmunosupresores
(31).

e Infeccion Abortiva. no se produce viremia después de la infeccion y el
virus no se puede detectar utilizando ningun método. Los gatos con
infecciones abortivas han estado expuestos a dosis bajas de FeLV vy,
aunque no desarrollan viremia, desarrollardn anticuerpos contra el virus
(32).

e Infeccion Progresiva. Se desarrolla cuando la afeccion llega a afectar
médula y cuando se excede la capacidad del sistema inmunolédgico del
hospedero para poder suprimir aquella replicaciéon viral se da la
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destruccion celular por el virus, por lo que se obtiene viremia persistente
(29).

2.1.4.Procedimientos de Diagnostico
2.1.4.1.Prueba Viroldgica

e Cultivo y aislamiento del virus:
Se considera como el procedimiento “gold estandar” para identificar la
infeccion progresiva en los gatos infectados por FeLV, el aislamiento
del virus mediante cultivos celulares, pero esta resulta una prueba dificil
por la técnica y no es considerada como una prueba de realizacion

habitual (33).
2.1.4.2.Pruebas Serolégicas
e ELISA

Durante las consultas este es el test de eleccion como rutinario. Este
método es capaz de detectar el antigeno viral siendo “la proteina p27”
de la capside del virus la cual resulta soluble en suero o plasma. De esta
forma dara un resultado positivo, en la fase de viremia, es decir, antes
de que el virus llegue a afectar a la médula 6sea por lo que el paciente
puede tener o bien una viremia transitoria o una permanente, todo
depende de que tras la viremia inicial se puedan recuperar o no. Resulta
un test muy fiable, pero sus limitaciones se basan en la especificidad
diagnostica debido a que es menor del 100 % esto significa que el valor
predictivo positivo es de un 80 % y su valor predictivo negativo es del
96-100 % (14).
Cuando se utilizan las pruebas ELISA como pruebas de deteccion, es
recomendable que se confirmen los resultados positivos de la prueba
debido a es baja la prevalencia de la infeccion en gatos sanos y existe
mayor posibilidad de que se produzcan resultados falsos positivos (29).

e Prueba de Inmunocromatografia
Su principio es el mismo que ELISA, aunque este test requiere menor
cantidad de muestra y es capaz de revelar la presencia de anticuerpos.
La sensibilidad y especificidad es igual que en el ELISA, es decir
cercana al 100 %. Detecta anticuerpos contra el VIF, asi como antigeno
p27 de FeLV esto mediante la muestra de sangre del felino; esto
permite que al realizar la misma prueba se pueda determinar si es
positiva a alguna una de ellas o si se da una coinfeccion (34) (35).

e Inmunofluorescencia indirecta (IFA)
El primer método dado en 1973, este permitia detectar la infeccioén por
FeLV en campo, se basaba en observar granulocitos, linfocitos, y
plaquetas de gatos virémicos que portaran la proteina p27; pero la
prueba tiene una baja especificidad, por lo que es considerada una
herramienta que permite la deteccion en fase de viremia persistente la
cual se da entre las 2 a 12 semanas postinfeccion o incluso mas y por
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ello su funcién es mas como una prueba confirmatoria de un test de
viremia (13).

Los resultados se interpretan (29):

- Los gatos positivos de IFA tienen infeccion de la médula osea vy,
con raras excepciones, casi siempre se infectan progresivamente.

- Los gatos que dan negativo en los ensayos de IFA pueden estar en
una fase virémica transitoria que puede dar lugar a una infeccion
progresiva o regresiva, o pueden tener una infeccion progresiva
pero la sensibilidad de la IFA es demasiado baja para detectarla.

2.1.5. Técnicas Moleculares
La PCR se utiliza comunmente como un estandar de referencia. Aunque la

PCR estd mas ampliamente disponible en los laboratorios de diagndstico
comerciales que el aislamiento del virus, algunas infecciones se pasan por
alto, posiblemente debido a la variacion de la secuencia viral y al bajo
nimero de copias en circulacion (36)
2.1.5.1.Principio de la PCR
La PCR se puede definir como una reaccion que tiene como objetivo una
molécula especifica y es capaz de duplicarla sintetizando nuevas
moléculas de ADN, siendo esta el complemento exacto del ADN. Esta
prueba utiliza un conjunto de proteinas llamadas polimerasas para duplicar
el ADN objetivo, las polimerasas son enzimas y su trabajo es unir los
bloques de construccion individuales del ADN para formar secuencias
moleculares. Los suministros necesarios para que estas polimerasas
funcionen son un ADN objetivo especifico en forma de nucledtidos y
basado en adenina (A), citosina (C), timina (T) o guanina (G). Se necesita
un Primer o también llamado fragmento de ADN pequefio para unir los
bloques de construccion del ADN, y también, basicamente, una molécula
de ADN mas larga como plantilla para el ADN objetivo y para disefiar
nuevas cadenas de ADN (37).
Para que se lleve a cabo la PCR se requiere (38):
- Template ADN
- Forward primer
- Reverse primer
- Nucleotidos (dATP, dCTP, dTTP, dGTP)
- ADN polymerasa termoestable
- Buffer
- Magnesio (necesario para la actividad enzimatica).
Los Primers se sintetizan in vitro utilizando lo que se llama el método de
"fase solida". En este método, las cadenas cortas de ADN se sintetizan
afiadiendo mondmeros activados a una cadena de ADN en crecimiento
unida a un soporte insoluble (39).
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Figura 5. Reaccion en cadena polimerasa (PCR).
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*Tomado de Carter, Matt (39).

El ADN bicatenario se calienta a 95 °C para separar las hebras. A
continuacion, la temperatura se reduce a unos 50-55 °C para permitir que
los cebadores se hibriden con sus secuencias complementarias en las
hebras de ADN separadas. La temperatura se eleva a unos 70-75 °C para
que la ADN polimerasa Taq pueda anadir nucledtidos al extremo 3’ en
crecimiento del cebador. Este ciclo se repite 20-30 veces hasta que la
secuencia de ADN se amplifica exponencialmente (39).

El principio de la PCR se basa en el ciclo térmico, que explota la
termodinamica de las interacciones de los acidos nucleicos. Cada ciclo de
PCR comprende tres pasos de temperatura diferentes que se pueden dividir
en 3 pasos cruciales (37):

e El primer paso se llama desnaturalizacion, en este paso, dos cadenas
de ADN de doble hélice (dsDNA) se cambian a dos cadenas simples de
ADN (ssDNA) que se forman a una temperatura de calor de 95 °C.

e El segundo paso se llama annealing, que basicamente es la uniéon de
primers a la plantilla de ADN monocatenario del proceso anterior para
el inicio de la formacién de pares de bases de nitrégeno, que se produjo
a una temperatura de 55-60 °C.
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e El ultimo paso llamado extension o elongacion. En este paso, las bases
de nitrogeno se extienden y forman por las polimerasas a partir de las
plantillas de ADN a una temperatura de 72 °C.

Se debe repetir estos pasos, normalmente entre 30 y 40 ciclos, para que la
secuencia de ADN diana resultante se amplificard exponencialmente, lo
que dara como resultado final miles de millones de copias del amplicon
(40).

Figura 6. Principio de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
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*Tomado de Overbergh, L (40).

Basandose en este principio simple, una reaccion clasica de amplificacion
por PCR constara de tres fases en el tiempo (40):

- Amplificacion exponencial: Se basa en que cada ciclo, la cantidad de
producto sera duplica (dando una eficiencia de reaccion del 100%). La
reaccion es muy sensible y especifica.

- Fase lineal (nivelacion): La reaccion es mas lenta, debido a la
disminucion de la actividad del ADN polimerasa Taq y al consumo de
reactivos como dNTP y primers.

- Fase de meseta: La reaccion finalizdo y no se van a sintetizan mas
acidos nucleicos por el agotamiento de los reactivos y la ADN
polimerasa Taq.

La ADN polimerasa realiz6 su trabajo en la reaccion de PCR secuenciando
de manera enzimatica una nueva cadena de dsADN en base a los bloques
de construccion del ADN. Los desoxirribonucleétidos trifosfatos (dNTP)
se unirdn a los iones de magnesio (Mg) que afectan la concentracion de
iones para que sean efectivos. Los ANTP son las moléculas que forman las
unidades estructurales del ARN y el ADN cuando se unen. La
concentracion de este ion efectivo es necesaria para la reaccion de
polimerizacion que utiliza el ssADN como plantilla (37).

La optimizacion del proceso de PCR es necesaria para obtener los
resultados optimos de PCR, siendo que varios factores estrechamente
relacionados con las condiciones optimizadas para la PCR, como el tipo de
ADN polimerasa, la temperatura, la concentracion, el tampén de PCR y el
tiempo (37).
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2.1.5.2.PCR para deteccion del ADN del Provirus

Esta es la prueba més sensible y especifica y puede ser dar una respuesta

certera en las muestras que la deteccion mediante antigeno p27 no den

resultados claros, de modo que si da un resultado positivo este realmente

es positivo al diagndstico de FeLV pero si el resultado es negativo, no

indica que sea absoluto. Se puede realizar mediante tejidos organicos de

todo tipo (14). Se clasifican la infeccion mediante los resultados obtenidos,

siendo:

- Latencia: ELISA es negativo y PCR de ADN positivo en sangre y en
médula

- Viremia: ELISA es positivo y PCR de ADN positivo

- Discordantes: PCR en el tejido afectado es positivo y el resto de las
pruebas son negativas

Los ensayos de PCR para el ADN proviral se pueden utilizar en sangre,

capas leucociticas, médula 6sea o tejidos de gatos que dan negativo en la

prueba del antigeno FeLV. El uso de muestras de médula d6sea o de tejido,

en lugar de sangre completa, puede aumentar la sensibilidad para la

deteccion del ADN proviral (29).

2.1.5.3.PCR para la deteccion del virus ARN

Para el diagnosticco de FeLV se tiene el nuevo enfoque basado en la

deteccion del virus ARN. El ARN que se encuentra ya sea en sangre

entera, plasma, suero, saliva o heces, se excreta y luego es transcrito
mediante ARN polimerasa en ADN el cual se amplifica por PCR, la cual
permite detectar y cuantificar el virus en ausencia de la célula. De ser

positivos los resultados de PCR (14):

- Indica la existencia de material genético proveniente del virus en el
genoma del gato afectado.

- De ser la muestra de un gato que es clinicamente sano puede indicar
que este, haya tenido la enfermedad y queda como rezago material
genético del virus.

Esta prueba de PCR para ARN viral resulta mas sensible que aquellas en

base a los antigenos solubles. Con esto se entiende que altas cargas de

ARN viral en sangre y saliva indican una infeccion progresiva, mientras

que las cargas bajas indican una infeccion regresiva (41).

Otras variantes de la PCR que se utilizan son:

e RT-PCR: Se basa en detectar directamente el virion y no la forma
provirica; esta prueba puede ser positiva varias semanas antes a diferencia
de las pruebas de antigenos o antes de que el aislamiento del virus sea
positivo (29).

e PCR a tiempo real o cuantitativa: Esta permite cuantificar el virus o los
provirus en sangre, siendo un método mas sensible util para resolver casos
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discordantes. Sin embargo, algunos estudios indican que la PCR no es

capaz de distinguir si son animales virémicos o no (19).

Tabla 4. Subtipo Posibles errores diagnosticos con las diferentes técnicas

Técnica
Falsos ., Falsos .,
de L. Confirmacion . Confirmacion
Positivos Negativos
Sangre
. Repetir test ELIS
Hemolisis de epetir tes
en plasma/suero o
sangte confirar por
ELISA let
5 compieta PCR/IFD
Anticuerpos en .
sancre Confrimar por
g PCR/IFD
: Confirmar
Primeras . .
Repetir con frotis semanas mediante cultivo,
Frotis gruesos p . . ., PCR, ELISA o
mas finos o postinfeccion )
con alta . . repetir 3 semanas
IFD P -~ mediante Neutropenia, desnués
PCR/ELISA/Cultiv | linfopenia o P
de fondo : Confirmar
0 trombocitopen .
a mediante
PCR/cultivo
Contaminacid Confirmar
n de la muestra Repetir PCR o ., .
i ) Infeccion mediante [FD/PCR
PCR con material | confirmar mediante [ en MO o teiido
genético de | IFD, ELISA/cultivo )
sospechoso

otro gato

*Tomado de Palmero, M; Carballés, V (42).

2.1.5.4.Electroforesis

La electroforesis en gel de agarosa resulta ser un método relativamente
facil de usar, se aplica comunmente para evaluar si la reaccion de PCR
tiene exito. Se utilizan agentes intercalantes o colorantes para visualizar
los fragmentos amplificados (43).
Principio:
El movimiento de un electréon libre a través de una solucion esto bajo un
campo magnético externo que genera influencia, siendo conocido como
electroforesis. Los iones que cuelgan entre dos electrodos tienen una
tendencia a ir en la direccion de los electrodos con cargas opuestas, por lo
que (44):
Debido a sus variadas movilidades electroforéticas, las moléculas con
diferentes cargas generales comenzaran a separarse cuando se aplique
una diferencia de potencial.

Debido a que los diferentes tamafnos moleculares daran como
resultado fuerzas de friccion variables, incluso las moléculas con
cargas comparables comenzaran a separarse.
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- Como resultado, algunos tipos de electroforesis dependen casi por
completo de las diversas cargas de las moléculas para separarlas,
mientras que otros aprovechan las diferencias de tamafio de las
moléculas (tamafo molecular).

- Sin embargo, las moléculas se habran dividido en funcidon de sus
movilidades electroforéticas.

- Las muestras separadas se encuentran luego mediante autorradiografia
o se tifien con un tinte adecuado.

Los fragmentos del dcido nucleico se van a separan por su longitud a la par

que se mueven en una matriz de agarosa. Al agregar el colorante o un

agente intercalante tal como el bromuro de etidio (EtBr), se puede
visualizar bajo luz ultravioleta estos fragmentos (45). Dado que el EtBr se
intercala de manera dependiente de la concentracion, deberia permitir la
evaluacion del numero de amplicones en una banda especifica; ademas,
deberia permitir la comparacion de la cantidad de productos de PCR de
longitud similar en funcion de su brillo (43).

Peso Molecular: La evaluacion del brillo de las bandas se puede realizar
con un software de procesamiento de imagenes para generar perfiles de
gréficos de carriles, encerrando los picos y midiendo las areas de los picos.
Para esta evaluacion, se recomienda restar el fondo, las bandas del gel de
agarosa se reorganizan al aumentar el brillo y, por lo tanto, representa una
cuantificacion relativa (43).

Figura 7. Geles de agarosa luego de la PCR cuyas muestras se
ordenaron segin el aumento de brillo determinado

*Nota: A) Gel de agarosa original con fondo sustraido. B) Imagen virtual
con bandas reordenadas digitalmente segiin el aumento de brillo. Tomado
de Wittmeier, Patrick; Hummel, Susanne (43).

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




. UNIVERSIDAD
REPOQSITORIO DE i CATOLICA

TESIS UCSM -« DE SANTA MARIA

2.1.5.5.PRIMER FeVL
Los primers o también denominados cebadores son unas secuencias cortas
de las moléculas de acidos nucléicos siendo de entre 18 a 24 pares de bases
(pbs) estos son utilizados para la amplificacién de un gen especifico o de
un fragmento de ADN que se requiera, todo esto es mediante la Reaccion
en Cadena de la Polimerasa (PCR) (46). Los cebadores de PCR son un
componente integral de la PCR. Los cebadores bien disefiados permiten
que el sistema de PCR funcione con exactitud y precision (47).
Son uno de los principales materiales para realizar una reaccion de PCR,
ya que de estos depende la especificidad, debido a que al complementarse
a las dos cadenas de ADN de la secuencia molde, fijaran las coordenadas
donde a partir de ahi se dara la reaccion (46).
Los cebadores de ADN son secuencias cortas de una sola hebra
complementarias a los extremos de la secuencia que se va a amplificar y
estan orientadas en direcciones opuestas. En otras palabras, los dos
cebadores deben flanquear una region de ADN, con un cebador anillado a
la hebra sentido y otro a la hebra antisentido, con los cebadores orientados
uno hacia el otro. Ambos cebadores son necesarios para que se produzca la
amplificacion exponencial (38).

Figura 8. Orientacion de los cebadores de PCR en relacion con el ADN

diana.
Reverse primer
“ Fl 5
11
& I I 3 Top strand
¥ '
5,I [ 11 g Bottom strand

Forward primer

*Nota: El cebador directo se va a unir al extremo 3' de la cadena inferior.
Cuando se extiende el cebador directo, se crea una copia de la cadena
superior. El cebador inverso se va a unir al extremo 3' en la cadena
superior. Cuando se extiende el cebador inverso, se crea una copia de la
cadena inferior. Si la cadena superior corresponde a la cadena con sentido,
el cebador directo crea una copia de la cadena con sentido, aunque se una
al extremo 3' de la cadena antisentido. Por convencion, la secuencia de un
gen se refiere a la cadena similar al ARNm. La plantilla utilizada por la
ARN polimerasa durante la transcripcion es la cadena antisentido de un
gen. Esta convencion facilita la conceptualizacion de los dominios de
secuencia y su correlacion con los motivos proteicos. Tomado de Carson,
Susan (38).
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A continuacion, se puede observar distintas tablas en las que se indica de
acuerdo a la PCR realizada, el como distribuyen los primers como Forward
o Reverse.

Figura 9. Primers para la deteccion del virus de Leucemia Felina

Primer name Type Sequence (5'-3') Nucleotide position Reference
FeLV-U3-F(1) Forward outer ACAGCAGAAGTTTCAAGGCC 187-206 24
FeLV-G-R(1) Reverse outer GACCAGTGATCAAGGGTGAG 937-956 24
FeLV-U3-F(2) Forward inner GCTCCCCAGTTGACCAGAGT 225-244 24
FeLV-U3-R(2) Reverse inner GCTTCGGTACCAAACCGAAA 806825 24

P27 OF 744 Forward outer AAGGTGTTACCGCCTGATCCTTC 1324-1343 Current study
P27 OR 744 Reverse outer TTCGTTAGTACTGAGTGCTGGGC 2515-2534 Current study
P27 IF 744 Forward inner CCCTGCTGAAGAATCTCAAG 1473-1492 Current study
P27 IR 744 Reverse inner GGCCAGAACTTTAGTCATCTC 2224-2244 Current study
P27 OF Forward outer ATCAACCAACCTGGGACGACTGCC 1640-1663 Current study
P27 OR Reverse outer GGGTGAACCCTTGTAGACCTTCTAGCC 2084-2110 Current study
P27 vaccine-F ARMS inner ACCCGTCCCAACTGGGATTTTGTS 1795-1818 Current study
P27 wild-R ARMS inner TGCTCCCTACCTGCCGGCGCA 1818-1838 Current study

* ARMS = amplification refractory mutation system. The nucleotide position number was based on the sequence of GenBank accession no. AF052723.

*Tomado de Ho, Chia-Fang (48).

Figura 10. Region del genoma del virus de Leucemia Felina usado
para el disefio del primer

LTR LTR
us3 |R‘ us  gag . pol | env U3 R|US
WaLEfT) UBFC) a-r SR Fa h
PQ?U;H‘- PITORT44
s 27 F Fa4 PI7 IR 744 —e—
— ——
1324 P27 2534

P2T vaccine-F
——

1l 3 GTSAG 316bp
153bp | CGTGC “Pron
| ———
P27 wild-R

*Tomado de Ho, Chia-Fang (48).

En el estudio ejecutado por (49) para el primer fragmento del gen env
de FeLV-A, se utiliz6 RB-59 como Primer Forward y PDR como Primer
Reverse inverso para delimitar una region de 276 pb del gen. Para el
segundo fragmento del gen env de FeLV-A, se utiliz6 SDF como Primer
Forward, comenzando en 84 pb dentro de la region anterior, y se utilizd
RB17 como Primer Reverse.
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Tabla 5. Descripcion de los primers utilizados y tamafio de los
amplicones generados para la identificacion de los subtipos FeLV-A'y

FeLV-B
Nombre | Secuencia 5'- 3" ‘ Producto
exFeLV provirus U3-LTR; gag
U3-F (1) ACAGCAGAAGTTTCAAGGCC 770 bp
G-R(1) GACCAGTGATCAAGGGTGAG
U3-F (2) GCTCCCCAGTTGACCAGACT 600 bp
G-R (2) GCTTCGGTACCAAACCGAAA
exFeLV provirus pol/env; LTR
pol/env-F6A-F | ACATATCGTCCTCCTGACCAC | 2,372 bp (FeLV-
A)
LTR-F6A-R | GAAGGTCGAACTCTGGTCAACT | 2,432 bp (FeLV-
B)
FeLV-A
RBS59-F CAATGTAAAACACGGGGC 1,072 bp
RB17-R TAGTGATATTGGTTCTCTTCG
FeLV-B
RB53-F CTCGATAACGGGAGCTAG 862 bp
RB17-R TAGTGATATTGGTTCTCTTCG
Primers for FeLV-A sequencing
RB59-F CAATGTAAAACACGGGGC 276 bp
PDR* CATTTTCCCTCACAGCTATTGTC
SDF** GAGAAGCTTGGTGGAAG 884 bp
RB17-R TAGTGATATTGGTTCTCTTCG

1 Tomado de Biezus, Giovana (49).

Nota:
*Position: 6519—6541 / Secuencia en GenBank KP728112.1
**Position: 6454—6470 / Secuencia en GenBank KP728112.1

2.2.Antecedentes de investigacion

2.2.1. Analisis de tesis
Autor: Autran Martinez, Marcela
Titulo: Uso de la Técnica de PCR para confirmar el diagndstico de leucemia
viral felina y el andlisis filogenético de los productos amplificados. México,
D, F.2014
Metodologia:

o Se tuvo como poblacion de estudio a 100 gatos.

o Se obtuvo la muestra de suero y plasma por venopuncién de vena
yugular o radial en tubos EDTA. Posteriormente centrifugadas, siendo
el sobrenadante almacenado en tubos Eppendorf a -20°C.

o Se obtuvo células mononucleares de la sangre periférica, muestras
recolectadas de sangre.
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o Para la PCR, se busco disefios de iniciadores en programas
bioinformaticos y secuencias nucleotidicas de genomas del FeLV en la
base de datos GeneBank siendo: ABO06732, AF052723, M18247,
AY364318, AY364319 y AB672613.

o Se realizéo la extraccion del ADN proviral con un kit comercial
Favorprep.

o La estandarizaciéon de PCR se realizé para los 2 pares de iniciadores
especificos que fueron disefiados para unirse a los genes pol y env del
virus de leucemia felino.

o Mediante electroforesis se realizd la visualizacion de los productos
amplificados en el gel de agarosa al 1.5%, se utiliz6 100 pb, y
posteriormente se observé en un transiluminador.

o Los productos finales de la PCR que fueron positivas se enviaron a la
Unidad de Biotecnologia y Prototipos de la UNAM FES-Iztacala, para
realizar la secuenciacion y andlisis filogénico.

o Con la finalidad de evaluar la eficacia de las técnicas seroldgicas
estandarizadas y disefiadas, se evalud las muestras por técnica de Elisa
Indirecta, Western Blot, se utiliz6 como antigeno la proteina
recombinante gp70.

Resumen:

Se obtuvo que el 82% de animales resultaron seropositivos a Elisa Indirecta
y 89% a Western Blot, siendo que de los sueros el 14% fue negativo, y el
1% discordante entre ambas pruebas. La Elisa Indirecta obtuvo una
sensibilidad del 87% con una especificidad de 88% sobre la prueba Western
Blot; en cambio la PCR basada en la deteccion del ADN proviral a partir de
las células mononucleares de la sangre periférica obtuvo un a sensibilidad
del 92% y una especificidad del 95%, demostrando asi que la PCR es la
técnica adecuada para el diagnostico de Leucemia Felina

Se realizo la construccion del arbol filogénico para la region del gen pol, la
cual ubico las 17 secuencias con alta homologia con secuencias descritas
dentro del grupo de retrovirus endogeno felino y subgrupos recombinantes
B/C. Para la region del gen env, se ubicd sus 38 secuencias se ubicaron
como retrovirus endogenos con alta homologia por el subgrupo enddgeno
enFeLVGGAT, enFeLVAAGG y CATFELV-P. Estas secuencias forman su
propio grupo el cual es totalmente diferente a los que se reportan a nivel
mundial. (50).

Autor: Leight Stimson, Erin

Titulo: Detecciéon del Virus de la Leucemia Felina en la médula 6sea

mediante la reaccion en cadena de la polimerasa.

Metodologia:

o Recoleccion de variedad de muestras sanguineas y de medula 6sea de 50
gatos, asi como medula de un feto. De estos 11 eran criados en
laboratorio, 13 de un albergue y 10 con el feto son atendido en el
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Hospital Veterinario Docente, el resto se obtuvo de origen aleatorio. Se

basaron en la sinologia para su seleccion.

- Se extrajo las muestras de sangre a través de venopuncion en la
yugular y se recolectaron en tubos EDTA y tubos separadores de suero.

- Se les sed6 con ketamina y diazepam y se hizo el mantenimiento con
isoflurano para recolectar muestra de medula 6sea del humero. En caso
de eutanasia se esperd 3 min post mortem y se fracturd el humero para
la extraccion de la medula.

o Se realizo prueba de ELISA para detectar presencia del antigeno p27
libre.

o La extraccion del ADN, las muestras de sangre se extraecn mediante un
kit comercial, mientras que las muestras de ADN de la medula 6sea son a
través de un protocolo tisular y cultivo celular FL74 siendo esta ultima el
control positivo. Se confirma la presencia de ADN en gel de Agarosa al
1.5% mediante la Electroforesis y se observa y fotografia bajo luz UV.

o Los cebadores se disefiaron en una secuencia de 495 pb en la region LTR
U3.

o La PCR se realizé en el termociclador, algunas muestras se repitio el
proceso a mayor temperatura para evitar falsos negativos.

o Se realiza posteriormente la electroforesis y se observa con
transiluminacién UV. S e les consider6 positivos si tenian una banda de
495 pb.

o La secuenciacion de ADN se realizdo mediante métodos estandar,
comparando con la secuencia del gen 52 LTR-gag obteniendo una
homologia de 97.5%

o Se realiza estadistica kappa para probar concordancia entre PCR de
sangre y PCR de medula dsea.

Resumen:
Se tuvo como resultados que la PCR detecta el ADN proviral del FeLV
tanto en la sangre como en la medula 6sea de gatos infectados, sin embargo,
no detecta si es una infeccion latente. Algunas muestras de medula no
pudieron ser visualizadas y se cree se debid aplicar una PCR mas sensible
como la anidada. Ningun gato dio solo positivo a la PCR de medula 6sea, lo
que indica que se puede utilizar esta técnica para detectar el ADN proviral
en la medula pero que ninguno de los gatos del estudio tuviese el ADN
proviral solo en medula (51).

2.2.2. Analisis de trabajos de investigacion
Autor: Banda Faruku, Sitio Suri Arshad
Titulo: Deteccion molecular, andlisis filogenético e identificacion de
motivos de transcripcion en el virus de la leucemia felina de gatos infectados
de forma natural en Malasia
Metodologia:
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o Animales y muestreo: Se recogieron muestras snaguineas heparinizadas
de gatos presentados en el Hospital Universitario de Ensefanza
Veterinaria, Universiti Putra Malaysia (UVH-UPM). Las muestras se
analizaron para detectar si hay presencia del antigeno viral p27 de FeLV
utilizando un kit de prueba disponible comercialmente. Estos gatos se
dividieron en grupos con antigeno p27 positivo y antigeno p27 negativo.

o Amplificacion de acidos nucleicos y PCR: El ARN viral se extrajo del
plasma de gatos p27-positivos, utilizando un kit de purificacion de ARN
viral de alta pureza (Roche, Alemania). Por otro lado, el ADN genémico
se aislo de la sangre completa de gatos p27-negativos, utilizando kits de
extraccion de ADN QIAGEN.

o Analisis secuencial y filogenético: Para poder tener informacion sobre
las caracteristicas de las secuencias de FelLV de Malasia, se
seleccionaron 29 muestras positivas por PCR anidadas (ARN n = 14;
ADN provirus n = 15) y se purificaron utilizando un kit de purificacion
Accuprep (Bioneer, Daejeon, Corea). La secuenciacion se llevo a cabo en
base al segmento U3LTR-gag amplificado utilizando un kit de secuencia
estandar ABI Big Dye terminator version 3.1 (Applied Biosystem). Las
secuencias obtenidas se analizaron para homologia utilizando la
herramienta de busqueda de alineamiento local basico NCBI

Resumen:

Se utiliz6 un ensayo de PCR anidada para determinar el estado del ARN
viral y del ADN proviral de los gatos infectados naturalmente. Las muestras
seleccionadas que fueron positivas para FeLV por PCR se sometieron a
secuenciacion, analisis filogenético y busqueda de motivos. De las 39
muestras que fueron positivas para el antigeno p27 de FelLV, el 87,2%
(34/39) se confirmaron positivas con PCR anidada. El ADN proviral de
FeLV se detectd en 38 (97,3%) de las muestras negativas al antigeno p27.
Se encontrd que los aislamientos de FeLV de Malasia son muy similares
con una homologia del 91% al 100%. El analisis filogenético revelo que los
aislamientos de FeLV de Malasia se dividieron en dos grupos, con una
mayoria (86,2%) compartiendo similitud con FeLV-K01803 y menos
aislamientos (13,8%) con la cepa FeLV-GM1. Se han descubierto diferentes
motivos potenciadores, incluidos NF-GMa, Krox-20/WT1I-del2, BAFI,
AP-2, TBP, TFIIF-beta, TRF y TFIID, que aparecen de forma individual,
duplicada, triplicada o en grupos de 5 en diferentes posiciones dentro de la
region U3-LTR-gag. El presente resultado confirma la presencia de ARN
viral de FeLV y ADN de provirus en gatos infectados de forma natural. Los
aislamientos de FeLV de Malasia son muy similares y la mayoria de ellos
estan estrechamente relacionados con un aislamiento del Reino Unido. Este
estudio proporciona la primera informacion basada en moléculas sobre
FeLV en Malasia. Ademas, se han identificado diferentes motivos
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potenciadores probablemente asociados con la patogénesis relacionada con
FeLV.

Este estudio reveld la presencia de ARN viral FeLV y ADN proviral entre
gatos malayos infectados naturalmente. Segun la secuencia U3LTR-gag, los
aislamientos de FeLV de Malasia estan altamente conservados y mas
estrechamente relacionados con el aislamiento K01803 del Reino Unido en
comparacion con los aislamientos taiwaneses y otros de referencia. La
presencia de multiples potenciadores, algunos de los cuales se han
relacionado con tumores inducidos por FeLV, puede contribuir al desarrollo
de un pronostico desfavorable en gatos malayos infectados naturalmente,
aunque esto necesita mas investigacion (52).

Autor: Chia-Fang Ho, Kun-Wei Chan, Wei-Cheng Yang, Yu-Chung

Chiang, Yang-Tsung Chung, James Kuo y Chi-Young Wang

Titulo: Desarrollo de un sistema de amplificacion multiple de mutacion

refractaria mediante ensayo de reaccion en cadena de la polimerasa con

transcripcion inversa para el diagnodstico diferencial de la vacuna del virus de

la leucemia felina y las cepas salvajes

Metodologia:

Se inicia por la recoleccidn y andlisis de las muestras

Se realiza el andlisis inmunocromatografico de P27

Se aisla el ADN y ARN de globulos blancos

Se da la reaccion en cadena de la polimerasa, asi como la transcripcion

inversa, PCR y clonacion de secuencia

Se procede con la transcripcion in vitro del plasmido FeLV

o Se da el sistema de mutacion refractaria a la amplificacion RT-PCR y
ARMS gRT-PCR combinado con analisis de fusion de alta resolucion

o Se busca la sensibilidad y especificidad de ARMS RT-PCR y ARMS
qRT-PCR

o Analisis filogenético

O O O O

O

Resumen:

Se desarrolld un sistema de reaccion en cadena de polimerasa con
transcripcion inversa y amplificacion multiple refractaria (ARMS RT-PCR)
para poder realizar un diagnostico diferencial de las cepas que se hayan en
la vacuna y las de tipo salvaje del FeLV basandose en una mutacion
especifica de la cepa de la vacuna (S) asi como de la cepa de tipo salvaje (T)
ubicada en el gen p27.

No se obtuvieron resultados tales como un falso positivo con los 6
patégenos no relacionados y 1 linea celular felina. Se identificaron
correctamente doce cepas de FeLV Taiwan utilizando ARMS qRT-PCR
combinado con HRMA. Esots genotipos de las cepas coincidieron con el del
tipo salvaje de FeLV con al menos un 91,17 % de confianza. Se encontr6 un
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mayor grado de polimorfismo de la secuencia en todo el gen p27 si se
compara con la region de la repeticion terminal larga.

En conclusion, este estudio describe la relacion filogenética de las cepas de
FeLV que se hallan en Taiwan y demuestra que el ensayo RT-PCR ARMS
desarrollado se puede utilizar para poder detectar la replicacion de una cepa
de vacuna que no hayan sido inactivada adecuadamente (48).
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CAPITULO I1I

3. MATERIALES Y METODOS
3.1.Localizacion y Materiales
3.1.1. Localizacion del Trabajo
3.1.1.1. Espacial
El presente trabajo se realiz6 en la ciudad de Arequipa, mientras que la
secuenciacion molecular se realizd en el laboratorio de Biologia
Molecular ADN Uchumayo.
3.1.1.2. Temporal
El presente trabajo se realizd durante los meses de agosto 2024 a abril
2025.

3.1.2. Materiales biologicos
e 4 Muestras de Sangre de Gatos positivo a Leucemia Felina.

3.1.3. Materiales de laboratorio
e 24 Eppendorf
e Buffer RBC Lysis
e Buffer Lysis JCBO
e SDS 10%
e Proteinasa K
e Fenol Cloroformo
e Enzima RNAsa
e Acetato de Sodio
e Isopropanol
e Etanol Absoluto (grado molecular)
e Mastermix
e Primer En-LT
e Primer RB-53
e Primer RB-59
e Marcador
e Agua Libre de Nucleasas
e Agarosa en Polvo 5%
e Reactivo TAE
e SYBR Safe
e Loading Buffer

3.1.4. Materiales de campo
e (Cuaderno
e Lapicero
e Marcador indeleble
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3.1.5. Equipos y Maquinarias
e Centrifuga
e Micropipeta
e Tempblock Module Heater
e Termociclador para la amplificacion de ADN (PCR)
e Vortex
e Horno Microondas
e Refrigerador
e Equipo de Electroforesis
e Cémara de [luminacion
e Cémara digital

3.1.6. Otros materiales
e (Quantes de latex estériles

e Mandil
e Barbijo
3.2.Métodos

3.2.1. Muestreo
3.2.1.1.Universo:
Gatos positivos a leucemia que llegan a las veterinarias de
Arequipa

3.2.1.2. Tamafio de muestra:
4 Gatos (muestreo por conveniencia)
Criterio de inclusion de la muestra
o Gatos positivos a Leucemia felina por Prueba de
Inmunocromatografia.
o Gato en fase progresiva de la enfermedad.
o Gato mayor a 1 afio.
Criterio de exclusion de la muestra
o Gatos negativos a Leucemia felina por Prueba de
Inmunocromatografia.
o Gato en fase regresiva o abortiva.
o Gato menor a 1 afio.
3.2.1.3.Procedimiento de muestreo:
3.2.1.3.1.Se realiz6 un examen clinico al felino, para ver que su
sintomatologia concuerde la fase progresiva de leucemia
felina, es decir, se realiza un test de inmunocromatografica al
cual debe dar positivo, y de acuerdo a su caso clinico se
indica a que fase pertenece.
3.2.1.3.2. Serealiz6 la toma de muestra sanguinea.
3.2.1.3.3. Se recolect6 la muestra en un tubo de EDTA y se envia

refrigerado al laboratorio para que se realice la extraccion de
ADN.
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3.2.2. Métodos de evaluacion
3.2.2.1.Metodologia de la experimentacion

Extraccion de ADN de la muestra
Existen diversas técnicas para la extraccion de ADN, la que se
aplicé en el laboratorio se basa en la separacion de glébulos
blancos de los globulos rojos, debido a que el ADN se extrae de
los blancos porque a diferencia de los rojos, no carecen de nucleo,
ademas, se busca aislar al ADN eliminando toda proteina.
Fenol Cloroformo

e Se pone en un Eppendorf 300 pl de sangre de muestra.

e Se adiciona 1 ml de Buffer RBC Lysis y esto se homogeniza
moviendo.

e Se guarda en hielo y se pone en refrigeracion por 10 minutos,
pero a los 5 min se saca para mezclar y se vuelve a ingresar.

e Se centrifuga por Smin a G 3000 6 RPM 1800.

e Se extrae el sobrenadante y se deja Pellet (globulos blancos).

e Se le agrega 500 pl de Buffer Lysis JCBO, 5 ul de proteinasa
Ky 50 pl de SDS 10%.

e Se coloca en Tempblock durante 1 hora a 55 °C, debido a que
a esta temperatura la proteinasa K actua.

e Se agrega FenolCloroformo 500 pl y resuspender, se
obtendra aspecto lechoso.

e Se pone en centrifuga a 13 000 rpm durante 10 minutos.

e Se rotula otro Eppendorf de acuerdo a el nimero de muestra.

e Al salir tubo de centrifuga se observa 3 fases, fase fendlica,
fase proteica y fase soluble, siendo la ultima la que se extrae
para tener el ADN aislado.

e En este nuevo tubo se agrega 5 pl de enzima RNAsa, la cual
se extrajo de la refrigeradora y se centrifugo previamente
durante 15 a 10 segundos a 5 000 rpm.

e Se coloca en Tempblock a 37 °C por 7 minutos.

e Se vuelve a agregar fenolcloroformo 500 pl.

e Se centrifuga a 13 000 rpm durante 10 minutos.

e Se recupera el sobrenadante en otro Eppendorf previamente
rotulado.

e Sec le agrega 80 ul de Acetato de Sodio, la cual se encarga de
terminar de capturar la proteina, se mezcla por inversion.

e Adicionar 500 pl de Isopropanol y se observa aspecto lechoso
que se transforma en transparente.

e Se realiza un bafio de hielo dejandolo 20 min en el
congelador.

e Centrifugar por a 13 000 rpm durante 10 min.
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Se elimina Isopropanol y se queda el pellet, para hacer esto se
debe embrocar una sola vez el liquido y secar en papel.

Al pellet que queda se le agrega Etanol Absoluto.
Centrifugar de nuevo a 13 000 rpm por 2 minutos.

Se embrocar y secar como previamente se indico.

Se deja en el ambiente por 5 min, para que se evapore el
Etanol.

Se pone en Tempblock por 40 segundos.

Se le coloca 100 pl de agua libre de nucleasas.

Este proceso se realiza en las 4 muestras de sangre.

Ampliacion del ADN

Centrifugar las muestras del ADN que se extrajo a 1 500 rpm
durante 10 segundos.

Centrifugar el primer a 1 500 rpm durante 15 a 20 segundos.
Rotular Eppendorf “Primer En-LT”

Agregar 20 pl de agua de PCR.

20 ul de Master Mix.

2 pl del Primer.

Se homogeniza todo pipeteando.

Se agrega 1 pl de ADN centrifugado y se pipetea.

Se coloca en el Termociclador y se configura el equipo,
buscando en la libreria de protocolo el nombre de mi primer,
se coloca el agua volumen, el cual es aproximadamente 40 pl
y se inicia, siendo la espera de aproximadamente 2 horas y 30
min. Se obtiene 2500 pares de bases (pb).

Se congela 5 min.

Se realiza esto con las 4 muestras

Al ser una PCR Anidada, se vuelve a realizar una segunda
PCR.

Se rotula 2 Eppendorf de acuerdo al primer “RB-53" y “RB-
59”

Se debe centrifugar los primer a 1 500 rpm durante 15 a 20
segundos.

En el Eppendorf “RB-53" se agrega 20 ul de Agua de PCR,
20 pl de MasterMix 20 pl, 2 pl del Primer RB-53 y 1 ul del
resultado de la primera PCR.

En el Eppendorf “RB-59” se agrega 20 ul de Agua de PCR,
20 pl de MasterMix 20 pl, 2 pl del Primer RB-59 y 1 ul del
resultado de la primera PCR.

Se repite esto para las 4 muestras
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e Se debe colocar los Eppendorf RB-53 en una maquina y los
Eppendorf RB-59 en otra debido a que son diferentes las
temperaturas, se espera 2 horas y 30 min. Se obtiene del
primer RB-53 1000 pb y del primer RB-59 800 pb.

e Se congela durante 5 min.

Electroforesis en gel de agarosa al 1.5%
Gel de Agarosa:

e Secoloca 15 ml de TAE

e Se agrega 225 mg de Agarosa en Polvo 1.5% que es la
adecuada para 80 pb a 4 kb.

e Se disuelve la agarosa con calor al ponerla 40 segundos a 1
minuto en el microondas.

e Se deja reposar 3 min.

e Seadiciona 1 pul de SYBR Safe para dar algo de coloracion.

e Se coloca en molde y se hace perforacion para los pozos.

e Se espera 5 a 10 minutos para que enfrie.

e Refrigerar durante 10 a 5 minutos.

Cémara de Electroforesis

e Se coloca el gel de agarosa al 1.5% en la Camara.

e Se coloca TAE hasta cubrir la agarosa

e Se coloca 10 pl de Buffer Loading en cada casilla (En caso
de extraccion de ADN ya que requiere coloracion).

e Se llena los pozos con 5 pl de los resultados de la extraccion
de ADN, luego en la primera PCR y se repite para la segunda
PCR anidada; 4 pl del marcador en cada caso.

e Se enciende y configura la camara a 80 voltios durante 30
minutos.

3.2.2.2.Recopilacion de la informacion

a. En el campo
Se obtuvo muestras al recolectar un tubo de EDTA de 4 gatos.

b. En el laboratorio
Se obtuvo de las muestras la secuenciacion molecular de cada
muestra

c. En la biblioteca
Se realiz6 una recopilacion de informacion respecto a la
secuenciacion molecular del virus de la leucemia felina.

d. En otros ambientes generadores de la informacion cientifica
Se obtuvo informacion de programas de bioinformatica con
bases de datos como GenBank.
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3.3.Variables de respuesta
3.3.1. Variables independientes
Agente etiologico causante de leucemia felina
3.3.2. Variables dependientes
Secuenciacion de nucledtidos que pertenece al genoma del agente
etiologico de la leucemia felina.
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CAPITULO IV
4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Extraccion del ADN
Figura 11. Extraccion del ADN de 4 gatos mediante PCR

PCR GATO (PRIMERA PARTE)
(primer En-LT)

1 FECHA:29/05/25
HORA: 13:52 PM

OBSERVACIONES:

80V por 30 minutos

4 uL Muestra

Tamano amplificacién: 2.5 kb

En el gel se observa que las cuatro muestras de suero analizadas contenian ADN
del virus de la leucemia felina (FeLV), el cual fue correctamente amplificado
mediante PCR, dando productos de 2.5 kilobases. La nitidez y uniformidad de
las bandas reflejan que la extraccion de ADN fue exitosa, sin inhibidores
aparentes y con buen rendimiento. No se observan productos secundarios, lo que
reafirma la especificidad de los primers utilizados.

4.2. Aplicacion de Técnica de PCR
Figura 12. Extraccion

EXTRACCION DNA

e

*Nota: El gato 5 es una muestra control de ADN, no pertenece a las
muestras positivas a Leucemia.
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La imagen corresponde a una etapa critica previa a la PCR, ya que la eficacia del
proceso de amplificacion depende directamente de:

e Lapureza del ADN (sin contaminantes inhibidores).

e Laintegridad del ADN (para que los primers se unan eficientemente).

e La concentracion adecuada (para evitar reacciones fallidas o sobrecarga).

Dado que todas las muestras (GATO 1 al 4) cumplen visualmente estos criterios,
se puede asumir que la PCR aplicada posteriormente tendra alta probabilidad de
amplificacion exitosa. Esto se confirmé en la figura 11 (banda de ~2.5 kb
amplificada en todos los gatos), validando la especificidad de los primer En-LT
y la sensibilidad del protocolo implementado.

La calidad e integridad del ADN extraido desde muestras de suero felino fue
optima, como lo demuestra la visualizacion nitida de bandas en todos los carriles
del gel. Esto garantiz6 la efectividad de la amplificacion por PCR del fragmento
de 2.5 kb correspondiente al gen env del virus FeLV. Por tanto, el ensayo
demuestra un flujo exitoso de diagndstico molecular desde la extraccion hasta la
deteccion especifica del ADN viral.

4.3. Aplicacion de la Técnica de Electroforesis y Peso Molecular, y
Bioinformatica de las Secuencias Moleculares del Virus de la Leucemia
Felina
Electroforesis de las 4 cepas del Virus de la Leucemia Felina

Figura 13. En-LT

Agarosa al 1.5%/80V - 35 minutos
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Figura 15. PCR (segunda parte), primers RB-53 y RB-59.

PCR LEUCEMIA GATO (SEGUNDA PARTE)

HORA: 13:29 PM
FECHA:27/05/25

OBSERVACIONES:
80V - 33 minutos
5 ul producto PCR

La electroforesis en gel agarosa permitié validar visualmente los productos
amplificados por PCR de las cuatro cepas del FeLV. Se confirma la presencia de
ADN viral en todas las muestras, respaldando la posterior identificacion
molecular y analisis filogenético.
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Bioinformatica de las Secuencias Moleculares del Virus de la Leucemia
Felina
a. Identificacion de la Muestra 1

Query ID

Icl|Query 4014753

Descripcion

G1_Feline Leucemia Virus FFF1-R y F TRIM QUALITY: 20

Tipo de Molecula

ADN

Query Length

1848

b. Similitud de las Muestras con las 10 primeras secuencias registradas
en el Genbank

Tabla 6. Similitud de Muestra 1

G1_Feline Leucemia Virus FFF1-R y F TRIM QUALITY: 20

Select for

A . 3 Scientific | Total | Query Per. | Acc.
3;’:::;::?3;;%3: —ipte Name Score | Cover | Ident | Len
Feline leukemia
Select seq virus strain 1235A- Feline.
EU629218.1 MG envelope . 1eul.<emla 3357 | 100% | 99.57% | 1072
F protein gene, partial virus
cds
Feline leukemia
Select seq virus strain 328A- Feline.
EU629217.1 MG envelope leukemia | 3352 | 100% | 99.57% | 1072
) protein gene, partial virus
cds
Feline leukemia
virus strain 12.86A- Feline
E%eé;‘;tzsfgl hgg:ﬁ)‘;i“gi;‘t‘;‘sl leukemia | 3357 | 100% | 99.57% | 1072
gene, partial /A
sequence
Feline leukemia Feline
Select seq virus clone FeLV- leukemi 3346 | 100% | 99.46% | 1236
U03218.1 79TTenv-13 eny | o .o ° | 7FAR
gene, partial cds Virus
Feline leukemia
Select seq virus, subgroup A Feline‘
M18247 1 (FeLV-FAIDS), leukemia | 3346 | 100% | 99.46% | 8440
' complete nucleotide virus
sequence
Select seq Feline leukemia Feline‘
U03163 1 virus clone FeLV- leukemia | 3346 | 100% | 99.46% | 1236
) 36TTenv-20 env virus
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gene, partial cds
Feline leukemia )

Select seq virus clone FeLV- Fehne‘

U03162.1 36TTenv-16 eny | lcukemia | 3335 | 100% | 99.36% | 1236
gene, partial cds Virus
Feline leukemia )

Select seq virus clone FeLV- Fehne.

U03195.1 79BMenv-16 env leukemia | 3335 | 100% | 99.36% | 1236
gene, partial cds virus
Feline leukemia )

Select seq virus clone FeLV- Fehne.

U03194.1 79BMenv-14 env leukemia | 3335 | 100% | 99.36% | 1236
gene, partial cds virus
Feline leukemia )

Select seq virus clone FeLV- Fehne.

U03192.1 7 TBenv5 env leukemia | 3335 | 100% | 99.36% | 1236
gene, partial cds VAL

c. Arbol Filogénico de la Muestra 1

Figura 16. Arbol Filogénico Muestra 1

Feline lenkemia virus clone FeLV-79TTenv-13 env gene, partial cds

Feline leukemia virs clone FeLV-36T Tenv-16 env gene. partial cds
@ Feline leukemia virus clone FeLV-79BMenv-16 env gene, partial cds
Feline leukemua virs clone FeLV-79BMenv-14 env gene, partial cds
Feline leukemia virs clone FeLV-77JEenv-5 env gene, partial cds

9 Feline leukemia virus, subgroup A (FeLV-FAIDS), complete nucleotide sequence
Feline leukemma virus clone FeL V-36TTenv-20 env gene, partial cds

Q@

2G1_Feline Leucemia Virus FFF1-R y F TRIM QUALITY: 20
—+ Feline lenkenua virus strain 1235A-MG envelope protein gene. partial cds
j.o.001 | %Fe]ine leukemia virus strain 328A-MG envelope protein gene. partial cds

1 1
Feline leukemia virus strain 1286A-MG nonfunctional envelope protein gene, p..

Conclusion: Analisis Filogenético del FeLV

El analisis filogenético del virus de la leucemia felina (FeLV), basado en
la secuencia evaluada, revela una estrecha relacion genética con cepas
previamente reportadas en regiones geograficas especificas, lo que
sugiere un posible origen comun o una ruta reciente de diseminacion
viral. La ubicacion de la cepa analizada dentro de un clado bien definido
evidencia su pertenencia al subtipo FeLV-A, el cual se caracteriza por su
alta transmisibilidad y menor patogenicidad inicial, pero que puede dar
origen a subtipos mas agresivos mediante recombinacion genética, como
FeLV-B y FeLV-C. La baja distancia filogenética con cepas de
referencia indica una evolucion conservada, mientras que la presencia de
ramificaciones especificas sugiere la existencia de variantes emergentes
que podrian representar riesgos clinicos relevantes en poblaciones felinas
locales. Este estudio destaca la importancia de la vigilancia molecular y
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el analisis filogenético continuo como herramientas clave para la
comprension de la dindmica evolutiva y epidemiolédgica del FeLV (53)
(54) (55).

d. Secuencia de la Muestra 1
GCCATAATTCGATTAAGACACAAAAATCAGAGGTCCAATTGA
GCACCGCCATGGAAATGCATGGGGTGAGTCCAGTGTTACAGG
CCCAATAGGTGCCATTGGGGGCGGCTAGATAGTGCGCCCCTGT
ATGTCCCTGTTGCGTCTTATTGCACAAAGCCTGGTGGGTCTTA
GGAACAGTCCCTATGCATAGTCCTTGCCCTGATACTTCAGATA
TGGTCAGCTTGTGTTGCGGACTAGATAGGCAGGATGGGGGAG
GGTTTGTTTGGTTGCTGTAGTTACCTAAGATTGCAATCCCTTCG
TAATAGGGTGGTCGAGAAACCAGGCAGAGCCAACAGTCTTTA
GTTTTGTTGGGGTCGGTGGCATTTAAGGCTAGGTATGTCCCTT
GTACTAAATTTATTAACCTATCTCCGGTCCCAATCCGTTTGGG
ACCCACGGTGGTGGGGGCAACAGACCTTGGGGCGCTTTCATTC
GTTTGGGGCCTCTGGGTCGCCACTTTGGACCCTGTTTGAGATT
GTCGGGATGGGGGTTTTTGATCAGGTAAGACTAGGTTTGGTCC
CATTGCCTGAGGCGGCGTAATGGTTGACACCTGCCGGGACAC
CGTGAATAAGGCAATAGGGTCATATCCTGTACGGTATAGTCGC
AATCCCCACATCTTAGGTCCGTCCCAAGAGGCTTGTCTCCCCT
TCTGGGTGAACTGCAAAATCAGGGGGTTGCATTTTCCCTCACA
GTTATTGTCCTGACTACTCCCTCTTTTTACTGTGATATAGTCCC
ATGAGGAGGAGGGCTTCCACCAAGCTTCTCCGGTGGTTTCACA
TCCCCATGCGGCACAAAACCCATCTTGTGCCCCTCCACAATGT
GTTCCCTTTGGCCCCAGCGAGGGGGCATGTCCGGGGCAGACG
TAAAAGGGGTATGTCTGTTGCTGTTTTTTTCTAGTAAACTACA
GATAGAAAAAACAGCAACAGACATACCCCTTTTACGTCTGCC
CCGGACATGCCCCCTCGCTGGGGCCAAAGGGAACACATTGTG
GAGGGGCACAAGATGGGTTTTGTGCCGCATGGGGATGTGAAA
CCACCGGAGAAGCTTGGTGGAAGCCCTCCTCCTCATGGGACTA
TATCACAGTAAAAAGAGGGAGTAGTCAGGACAATAACTGTGA
GGGAAAATGCAACCCCCTGATTTTGCAGTTCACCCAGAAGGG
GAGACAAGCCTCTTGGGACGGACCTAAGATGTGGGGATTGCG
ACTATACCGTACAGGATATGACCCTATTGCCTTATTCACGGTG
TCCCGGCAGGTGTCAACCATTACGCCGCCTCAGGCAATGGGA
CCAAACCTAGTCTTACCTGATCAAAAACCCCCATCCCGACAAT
CTCAAACAGGGTCCAAAGTGGCGACCCAGAGGCCCCAAACGA
ATGAAAGCGCCCCAAGGTCTGTTGCCCCCACCACCGTGGGTCC
CAAACGGATTGGGACCGGAGATAGGTTAATAAATTTAGTACA
AGGGACATACCTAGCCTTAAATGCCACCGACCCCAACAAAAC
TAAAGACTGTTGGCTCTGCCTGGTTTCTCGACCACCCTATTAC
GAAGGGATTGCAATCTTAGGTAACTACAGCAACCAAACAAAC
CCTCCCCCATCCTGCCTATCTAGTCCGCAACACAAGCTGACCA
TATCTGAAGTATCAGGGCAAGGACTATGCATAGGGACTGTTCC
TAAGACCCACCANGCTTTGTGCAATAAGACGCAACAGGGACA
TACAGGGGCGCACTATCTAGCCGCCCCCAATGGCACCTATTGG
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GCCTGTAACACTGGACTCACCCCATGCATTTCCATGGCGGTGC
TCAATTGGACCTCTG

e. Identificacion de la Muestra 2
Query ID
Icl|Query 6243631
Descripcion
G2 _Feline Leukemia Virus G2 FFF-R TRIM QUALITY: 20
Tipo de Molecula
ADN
Query Length
1752

f. Similitud de las Muestras con las 10 primeras secuencias registradas
en el Genbank

Tabla 7. Similitud de Muestra 2

G2 Feline Leukemia Virus G2 FFF-R y F TRIm QUALITY: 20

Select for
downloading or Description
viewing reports

Scientific | Total | Query | Per. Acc.
Name Score | Cover | Ident Len

Feline leukemia

i . Feline
E%eé;‘;t;le;ll M%“;ijgﬁ;‘jsifz | leukemia | 3161 | 100% | 99.33% | 1072
. gene, partial cds S
Feline leukemia Feline
E%eégcgtzslegll h}g“:nsvtjg;elﬁggm leukemia | 3156 | 100% | 99.22% | 1072
gene, partial cds /
Feline leukemia
virus strain 1286A- Feline
E%eé;‘;tzslegql l\gri:g;f;‘gﬁ)‘t‘:sl leukemia | 3154 | 100% | 99.22% | 1072
gene, partial Virus
sequence
Feline leukemia )
Feline

virus clone FeLV- : o o
Select seq U03218.1 79T Tenv-13 env leukemia | 3150 | 100% | 99.10% | 1236

gene, partial cds Virus
Feline leukemia
virus, subgroup A Feline
Select seq M18247.1 (FeLV-FAIDS), leukemia | 3150 | 100% | 99.10% | 8440
complete nucleotide virus
sequence

Feline leukemia .

Feline

virus clone FeLV- . o o
Select seq U03163.1 36T Tenv-20 env lelil;:ursla 3150 | 100% | 99.10% | 1236

gene, partial cds
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Feline leukemia

virus clone FeLV- Feline
Select seq U03162.1 leukemia | 3139 | 100% | 98.99% | 1236
36TTenv-16 env virus

gene, partial cds

Feline leukemia Feline
virus clone FeLV- :
Select seq U03195.1 79BMenv-16 env leukemla 3139 | 100% | 98.99% | 1236

gene, partial cds VIrus

Feline leukemia Feline
virus clone FeLV-

1 0, 0
Select seq U03194.1 79BMenv-14 env leukemia | 3139 | 100% | 98.99% | 1236

gene, partial cds Virus
Feline leukemia .
virus clone FeLV- Feline
Select seq U03192.1 leukemia | 3139 | 100% | 98.99% | 1236
77JEenv-5 env gene, =
partial cds

g. Arbol Filogénico de la Muestra 2

Figura 17. Arbol Filogénico Muestra 2
~ 9G2_Feline Leukemia Virus G2 FFF-R y F TRIM QUALITY: 20

Feline leukemia virus strain 328A-MG envelope protein gene, partial cds
Feline leukemia virus strain 1235A-MG envelope protein gene, partial cds
@
Feline leukemia virus strain 1286A-MG nonfunctional envelope protein gene, partial sequence

Feline leukemia virus clone FeLV-79TTenv-13 env gene, partial cds

Feline leukenua virus clone FeLV-36TTenv-16 env gene, partial cds

“Feline leukemia virus clone FeLV-79BMenv-16 env gene, partial cds
Feline leukemia virus clone FeLV-79BMenv-14 env gene, partial cds
Feline leukemia virus clone FeLV-77JEenv-3 env gene. partial cds

Feline leukemia virus, subgroup A (FeLV-FAIDS), complete nucleotide sequence
Feline leukemia virus clone FeLV-36T Tenv-20 env gene, partial cds

Conclusion: Analisis Filogenético del FeLV

El analisis filogenético del virus de la leucemia felina (FeLV), basado en
la secuencia evaluada, revela una estrecha relacion genética con cepas
previamente reportadas en regiones geograficas especificas, lo que
sugiere un posible origen comin o una ruta reciente de diseminacioén
viral. La ubicacion de la cepa analizada dentro de un clado bien definido
evidencia su pertenencia al subtipo FeLV-A, el cual se caracteriza por su
alta transmisibilidad y menor patogenicidad inicial, pero que puede dar
origen a subtipos mas agresivos mediante recombinacion genética, como
FeLV-B y FeLV-C. La baja distancia filogenética con cepas de
referencia indica una evolucion conservada, mientras que la presencia de
ramificaciones especificas sugiere la existencia de variantes emergentes
que podrian representar riesgos clinicos relevantes en poblaciones felinas
locales. Este estudio destaca la importancia de la vigilancia molecular y
el analisis filogenético continuo como herramientas clave para la
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comprension de la dindmica evolutiva y epidemiolédgica del FeLV (53)
(54) (55).

h. Secuencia de la Muestra 2
GTACACATATTCGGGTTGATGGTAAGTNCACTCTGGGCCATAA
TTCGATTAAGACACAAAAATCAGAGGTCCAATTGAGCACCGC
CATGGAAATGCATGGGGTGAGTCCAGTGTTACAGGCCCAATA
GGTGCCATTGGGGGCGGCTAGATAGTGCGCCCCTGTATGTCCT
TGTTGCGTCTTATTGCACAAAGCCTGGTGGGTCTTAGGAACAG
TCCCTATGCACAGTCCTTGCCCTGATACTTCAGATATGGTCAG
CTTGTGTTGCGGACTAGATAGGCAGGATGGGGGAGGGTTTGTT
TGGTTGCTGTAGTTACCTAAGATTGCAATCCCTTCGTAATAGG
GTGGTCGAGAAACCAGGCAGAGCCAACAGTCTTTAGTTTTGTT
GGGGTCGGTGGCATTTAAGGCTAGGTATGTCCCTTGTACTAAA
TTTATTAACCTATCTCCGGTCCCAATCCGTTTGGGACCCACGG
TGGTGGGGGCAACAGACCTTGGGGCGCTTTCATTCGTTTGGGG
CCTCTGGGTCGCCACTTTGGACCCTGTTTGAGATTGTCGGGAT
GGGGGTTTTTGATCAGGTAAGACTAGGTTTGGTCCCATTGCCT
GAGGCGGCGTAATGGTTGACACCTGCCGGGACACCGTGAATA
AGGCGATAGGGTCATATCCTGTACGGTATAGTCGTAATCCCCA
CATCTTAGGTCCGTCCCAAGAGGCTTGTCTCCCCTTCTGGGTG
AACTGCAAAATCAGGGGGTTGCATTTTCCCTCACAGTTATTGT
CCTGACTACTCCCTCTTTTTACTGTGATATAGTCCCATGAGGA
GGAGGGCTTCCACAAGCTTCTCCGGTTGTTTCACATCCCCATG
CGGCAAACTGCAGATAGAAAAAACAGCAACAGACATACCCCT
TTTACGTCTGCCCCGGACATGCCCCCTCGCTGGGGCCAAAGGG
AACACATTGTGGAGGGGCACAAGATGGGTTTTGTGCCGCATG
GGGATGTGAAACAACCGGAGAAGCTTGGTGGAAGCCCTCCTC
CTCATGGGACTATATCACAGTAAAAAGAGGGAGTAGTCAGGA
CAATAACTGTGAGGGAAAATGCAACCCCCTGATTTTGCAGTTC
ACCCAGAAGGGGAGACAAGCCTCTTGGGACGGACCTAAGATG
TGGGGATTACGACTATACCGTACAGGATATGACCCTATCGCCT
TATTCACGGTGTCCCGGCAGGTGTCAACCATTACGCCGCCTCA
GGCAATGGGACCAAACCTAGTCTTACCTGATCAAAAACCCCC
ATCCCGACAATCTCAAACAGGGTCCAAAGTGGCGACCCAGAG
GCCCCAAACGAATGAAAGCGCCCCAAGGTCTGTTGCCCCCAC
CACCGTGGGTCCCAAACGGATTGGGACCGGAGATAGGTTAAT
AAATTTAGTACAAGGGACATACCTAGCCTTAAATGCCACCGA
CCCCAACAAAACTAAAGACTGTTGGCTCTGCCTGGTTTCTCGA
CCACCCTATTACGAAGGGATTGCAATCTTAGGTAACTACAGCA
ACCAAACAAACCCTCCCCCATCCTGCCTATCTAGTCCGCAACA
CAAGCTGACCATATCTGAAGTATCAGGGCAAGGACTGTGCAT
AGGGACTGTTCCTAAGACCCACCAGGCTTTGTGCAATAAGA
CGCAACAAGGACATACAGGGGCGCACTATCTAGCCGCCCCCA
ATGGCACCTATTGGGCCTGTAACACTGGACTCACCCCATGCAT
TTCCAT
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i. Identificacion de 1a Muestra 3
Query ID
Icl|Query 7162841
Descripcion
G3_Feline Leukemia Virus G3 FFF2-R y F TRIM QUALITY: 20
Tipo de Molecula
ADN
Query Length
1701

j. Similitud de las Muestras con las 10 primeras secuencias registradas
en el Genbank

Tabla 8. Similitud de Muestra 3

G3_Feline Leukemia Virus G3 FFF2-R y F TRIM QUALITY: 20

Select for downloading W cription Scientific | Total | Query | Per. Acc.

or viewing reports Name | Score | Cover | Ident Len
Feline leukemia virus clone Feline

Select seq AY706358.1 OZ7ThyT-4 envelope leulfemia 2960 | 100% | 98.05% | 1314
glycoprotein gene, partial cds virus
Feline leukemia virus clone Feline

Select seq AY706357.1 027ThyT-1 envelope leukemia | 2960 | 100% | 98.05% | 1314
glycoprotein gene, partial cds virus
Feline leukemia virus strain Feline

Select seq EU629218.1 1235A-MG envelope protein | leukemia | 2960 | 100% | 98.05% | 1072
gene, partial cds virus
Feline leukemia virus strain Feline

Select seq EU629217.1 328A-MG envelope protein | leukemia | 2960 | 100% | 98.05% | 1072
gene, partial cds virus

Feline leukemia virus strain

; Feline

Select seq EU629219.1 | 1286A-MG nonfunctional 4\ oo | 0955 | 100% | 98.05% | 1072
envelope protein gene, partial .

sequence

Feline leukemia virus clone Feline

Select seq AY706359.1 027ThyT-8 envelope leukemia | 2949 | 100% | 97.93% | 1314
glycoprotein gene, partial cds virus
Feline leukemia virus clone Feline

Select seq U03218.1 FeLV-79TTenv-13 env gene, | leukemia | 2955 | 100% | 97.93% | 1236
partial cds virus
Feline leukemia virus, Feline

Select seq M18247.1 subgroup A (FeLV-FAIDS), | leukemia | 2955 | 100% | 97.93% | 8440
complete nucleotide sequence virus
Feline leukemia virus clone Feline

Select seq U03163.1 FeLV-36TTenv-20 env gene, | leukemia | 2955 | 100% | 97.93% | 1236
partial cds virus
Feline leukemia virus clone Feline

Select seq U03193.1 FeLV-79BMenv-13 env gene, | leukemia | 2943 | 100% | 97.82% | 1236
partial cds virus
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k. Arbol Filogénico de la Muestra 3

Figura 18. Arbol Filogénico Muestra 3

@G3_Feline Leukemia Virus G3 FFF2-R y F TRIM QUALITY: 20

Feline leukenua virus clone O27ThyT-4 envelope glycoprotein gene, partial cds

Feline leukemia virus clone O27ThyT-1 envelope glycoprotein gene, partial cds
Feline leukemia virus clone O27ThyT-8 envelope glycoprotein gene, partial c..
Feline leukemia virus clone FeLV-79TTenv-13 env gene, partial cds

Feline leukemia virus, subgroup A (FeLV-FAIDS). complete nucleotide sequence

Feline leukemia virus clone FeLV-36TTenv-20 env gene, partial cds

Pt
L4

Feline leukemia virus clone FeLV-79BMenv-13 env gene, partial cds

Feline leukemia virus strain 1235A-MG envelope protein gene, partial cds
0.005 Feline leukemia virus strain 328 A-MG envelope protein gene, partial cds

Feline leukemia virus strain 1286A-MG nonfunctional envelope protein gene, partial .

Conclusion: Analisis Filogenético del FeLV (Arbol Radial)

El presente analisis filogenético del virus de la leucemia felina (FeLV),
representado mediante un arbol de tipo radial, revela que la cepa
evaluada forma parte de un clado genéticamente divergente respecto a
los clones prototipicos tradicionales del virus (FeLV-A, B y C). La
localizacion periférica de esta cepa en el arbol, asi como su agrupamiento
con variantes poco comunes o geograficamente especificas, sugiere la
existencia de un linaje filogenético distinto. Este hallazgo refuerza la
hipotesis de una posible recombinacion o adaptacion evolutiva frente a
presiones inmunologicas del hospedador o influencia ambiental. La
presencia de mutaciones puntuales y su distancia genética con respecto al
grupo ancestral evidencia la emergencia de variantes con potencial
impacto clinico y epidemiologico. Por ello, se recomienda el
fortalecimiento de la vigilancia molecular, la actualizacién de pruebas
diagnosticas y la evaluacion periodica de la efectividad de las vacunas
disponibles frente a la variabilidad del FeLV (20) (56) (57).

I. Secuencia
AATGTGTGTACACATATTCGGGTTGATGGTAAGTNCACTCTGG
GCCATAATTCGATTAAGACACAAAAATCAGAGGTCCAATTGA
GCACCGCCATGGAAATGCATGGGGTGAGTCCAGTGTTACAGG
CCCAATAGGTGCCATTGGGGGCGGCTAGATAGCGCGCCCCTG
TATGTCCCTGTTGCGTCTTATTGCACAAAGCCTGGTGGGTCTT
AGGAACAGTCCCTATGCACAGTCCTTGCCCTGATACTTCAGAT
ATGGTCAGCTTGTGTTGCGGACTAAATAGGCAGGATAGGGGA
GGGTCTGTGTGGTTGCTGTAGTTACCTAAGATTGCGATCCCTT
CGTAATAGGGTGGTCGAGCAACCAGGCAGAGCCAACAGTCTT
TAGTTTTGTTGGGGTCGGTGGCATTTAAGGCTAGGTATGTCCC
TTGTACTAAATTTATTAACCTATCTCCGGTCCCAATCCGTTTGG
GACCCACGGTGGTGGGGGCAACAGACCTTGGGGCGCTTTTAT
CCGTTTGGGGCCTCTGGGTCGCCACTTTGGACCCTGTTTGAGA
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TTGTCGGGATGGGGGTTTTTGATCAGGTAAGACTAGGTTTGGT
CCCATTGCCTGAGGCGGCGTAATGGTTGACACCTGCCGGGAC
ACCGTGAATAAGGCGATAGGGTCATATCCTGTACGGTATAGTC
GCAATCCCCATATCTTAGGTCCGTCCCAAGAGGCTTGTCTCCC
CTTCTGGGTGAACTGCAAAATCAGGGGGTTGCATTTTCCTTCA
CAGTTATTGTCCTGACTACTCCCTCTTTTTACTGTGATATAATC
CCATGAGGAGGAGGGCTTCAACAGCAACAGACATACCCCTTT
TACGTCTGCCCCGGACATGCCCCCTCGCTGGGGCCAAAGGGA
ACACATTGTGGAGGGGCACAAGATGGGTTTTGTGCCGCATGG
GGATGTGAAACAACCGGAGAAGCTTGGTGGAAGCCCTCCTCC
TCATGGGATTATATCACAGTAAAAAGAGGGAGTAGTCAGGAC
AATAACTGTGAAGGAAAATGCAACCCCCTGATTTTGCAGTTCA
CCCAGAAGGGGAGACA
AGCCTCTTGGGACGGACCTAAGATATGGGGATTGCGACTATA
CCGTACAGGATATGACCCTATCGCCTTATTCACGGTGTCCCGG
CAGGTGTCAACCATTACGCCGCCTCAGGCAATGGGACCAAAC
CTAGTCTTACCTGATCAAAAACCCCCATCCCGACAATCTCAAA
CAGGGTCCAAAGTGGCGACCCAGAGGCCCCAAACGGATAAAA
GCGCCCCAAGGTCTGTTGCCCCCACCACCGTGGGTCCCAAACG
GATTGGGACCGGAGATAGGTTAATAAATTTAGTACAAGGGAC
ATACCTAGCCTTAAATGCCACCGACCCCAACAAAACTAAAGA
CTGTTGGCTCTGCCTGGTTGCTCGACCACCCTATTACGAAGGG
ATCGCAATCTTAGGTAACTACAGCAACCACACAGACCCTCCCC
TATCCTGCCTATTTAGTCCGCAACACAAGCTGACCCTATCTGA
AGTATCANGGCAAGGACTGTGCATAGGGACTGTTCCTAAGAC
CCACCAGGCTTTGTGCAATAAGACGCAACAGGGACATACAGG
GGCGCGCTATCTAGCCGCCCCCAATGGCACCTATTGGGCCTGT
AACACTGGACTCACCCCATGCATTT

m. Identificacion de la Muestra 4
Query ID
Icl|Query 5151983
Descripcion
G4 Feline leukemia Virus G4 FFF4-R y F TRIM QUALITY: 20
Tipo de Molecula
ADN
Query Length
1732

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




&%, UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM Z  DE SANTA MARIA

n. Arbol Filogénico de 1a Muestra 4

Figura 19. Arbol Filogénico Muestra 4

Felmne leukemia virus clone FeLV-79TTenv-13 env gene, partial cds
Feline leukemia virus clone FeLV-36TTenv-16 env gene, partial cds

O Feline leukemia virus clone FeLV-79BMenv-16 env gene, partial cds
Feline leukemia virus clone FeLV-79BMenv-14 env gene, partial cds
O Feline leukemia virus clone FeLV-77JEenv-5 env gene, partial cds
Feline leukemia virus, subgroup A (FeLV-FAIDS), complete nucleotide sequence
“Feline leukemia virus clone FeL'V-36T Tenv-20 env gene, partial cds

G4_Feline leukemia Virus G4 FFF4-R y F TRIM QUALITY: 20
DFeline leukemia virus strain 1235A-MG envelope protein gene, partial cds
[ ] Feline leukemia virus strain 328A-MG envelope protein gene, partial cds

Feline leukemia virus strain 1286A-MG nonfunctional envelope protein gene, part.

Analisis Filogenético del FeLV (Cepa G4 FFF4-R y F)

El analisis filogenético de la cepa G4 FFF4-R y F del virus de la
leucemia felina (FeLV), en comparacion con las 10 secuencias mas
similares, revela un agrupamiento genético diferenciado del clado
tradicional de FeLV-A. La cepa se ubica junto a las variantes 1235A-
MG, 328A-MG y 1286A-MG, formando un clado con alta similitud
genética, lo que sugiere una evolucion paralela o la existencia de un
nuevo linaje emergente. Las pequenas distancias genéticas observadas
indican una conservacion relativa del genoma viral, aunque con
mutaciones puntuales que justifican su separacion filogenética. La
divergencia con respecto a las cepas prototipicas resalta la necesidad de
reforzar la vigilancia genomica, revisar las estrategias diagndsticas
actuales y considerar estas variantes en el disefio de futuras vacunas.
Estos hallazgos aportan evidencia clave para entender la dindmica
evolutiva y la diversidad del FeLV en poblaciones felinas (20) (54) (53).

o. Secuencia
TGTGTGTACACATATTCGGGTTGATGGTAAGTCACTCTCGGGC
CATAATTCGATTAAGACACAAAAATCAGAGGTCCAATTGAGC
ACCGCCATGGAAATGCATGGGGTGAGTCCAGTGTTACAGGCC
CAATAGGTGCCATTGGGGGCGGCTAGATAGTGCGCCCCTGTAT
GTCCCTGTTGCGTCTTATTGCACAAAGCCTGGTGGGTCTTAGG
AACAGTCCCTATGCACAGTCCTTGCCCTGATACTTCAGATATG
GTCAGCTTGTGTTGCGGACTAGATAGGCAGGATGGGGGAGGG
TTTGTTTGGTTGCTGTAGTTACCTAAGATTGCAATCCCTTCGTA
ATAGGGTGGTCGAGAAACCAGGCAGAGCCAACAGTCTTTAGT
TTTGTTGGGGTCGGTGGCATTTAAGGCTAGGTATGTCCCTTGC
ACTAAATTTATTAACCTATCTCCGGTCCCAATCCGTTTGGGAC
CCACGGTGGTGGGGGCAACAGACCTTGGGGCGCTTTCATTCGT
TTGGGGCCTCTGGGTCGCCACTTTGGACCCTGTTTGAGATTGT
CGGGATGGGGGTTTTTGATCAGGTAAGACTAGGTTTGGTCCCA
TTGCCTGAGGCGGCGTAATGGTTGACACCTGCCGGGACACCGT
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GAATAAGGCGATAGGGTCATATCCTGTACGGTATAGTCGCAA
TCCCCACATCTTANGTCCGTCCCAAGAGGCTTGTCTCCCCTTCT
GGGTGAACTGCAAAATCAGGGGGTTGCATTTTCCCTCACAGTT
ATTGTCCTGACTACTCCCTCTTTTTACTGTGATATAGTCCCATG
AGGAGGAGGGCTTCCACCAGCTTCTCGGGTGGTTCACATCCCC
ATGCGGCCAGCAACAGACATACCCCTTTTACGTCTGCCCCGGA
CATGCCCCCTCGCTGGGGCCAAAGGGAACACATTGTGGAGGG
GCACAAGATGGGTTTTGTGCCGCATGGGGATGTGAAACCACC
GGAGAAGCTTGGTGGAAGCCCTCCTCCTCATGGGACTATATCA
CAGTAAAAAGAGGGAGTAGTCAGGACAATAACTGTGAGGGA
AAATGCAACCCCCTGATTTTGCAGTTCACCCAGAAGGGGAGA
CAAGCCTCTTGGGACGGACCTAAGATGTGGGGATTGCGACTA
TACCGTACAGGATATGACCCTATCGCCTTATTCACGGTGTCCC
GGCAGGTGTCAACCATTACGCCGCCTCAGGCAATGGGACCAA
ACCTAGTCTTACCTGATCAAAAACCCCCATCCCGACAATCTCA
AACAGGGTCCAAAGTGGCGACCCAGAGGCCCCAAACGAATGA
AAGCGCCCCAAGGTCTGTTGCCCCCACCACCGTGGGTCCCAAA
CGGATTGGGACCGGAGATAGGTTAATAAATTTAGTGCAAGGG
ACATACCTAGCCTTAAATGCCACCGACCCCAACAAAACTAAA
GACTGTTGGCTCTGCCTGGTTTCTCGACCACCCTATTACGAAG
GGATTGCAATCTTAGGTAACTACAGCAACCAAACAAACCCTC
CCCCATCCTGCCTATCTAGTCCGCAACACAAGCTGACCATATC
TGAAGTATCAGGGCAAGGACTGTGCATAGGGACTGTTCCTAA
GACCCACCAGGCTTTGTGCAATAAGACGCAACAGGGACATAC
AGGGGCGCACTATCTAGCCGCCCCCAATGGCACCTATTGGGCC
CTGTACACTGGACTCACCCCATGCATT
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Resumen Comparativo de las Cepas FeLV G1 a G4

El presente resumen compara filogenéticamente las cuatro cepas analizadas del virus de
la leucemia felina (FeLV), etiquetadas como G1, G2, G3 y G4, con base en sus
relaciones genéticas con cepas prototipicas y variantes regionales. A continuacion, se
presenta un cuadro resumen con los hallazgos mas relevantes:

Tabla 9. Comparativo de las Cepas FeLV G1-G4

Clado Cepa(s) mas Distancia Conclusion
Cepa .. e e
principal cercanas genetica filogenética
Cepas MG Variante divergente de
Cepa MG (1235A, clado tradicional,
Gl divergente 328A, Moderada posible linaje
1286A) emergente
sepRiC Separacion marcada
Clado (1235A, S
% s | 230, || Mol el g e
1286A) P
Alta similitud dentro
G3 Grupo 027ThyT-1, daig del clado; p051jble
O27ThyT 4y-8 subgrupo geografico
definido
Cercano a =1 n Arlxtz %fido (rile'ti a;
G4 ey 328A-MG, Baja S
1286A-MG separacton Ce cepas
clasicas

Este andlisis comparativo evidencia que las cepas G1 y G2 presentan mayor divergencia
con respecto a las cepas prototipicas de FeLV y podrian representar linajes emergentes.
Las cepas G3 y G4, aunque filogenéticamente conservadas, también se ubican fuera del
grupo tradicional, lo cual refuerza la necesidad de vigilancia gendmica continua en
poblaciones felinas.

4.4. Discusion
Los hallazgos de este andlisis corroboran la efectividad de la PCR y la
electroforesis como metodologias diagndsticas para identificar molecularmente
el virus de la Leucemia Felina (FeLV) en gatos domésticos en Arequipa. La
exitosa amplificacion de fragmentos que varian entre 1700 y 2500 pb, junto a
una identidad genética superior al 98% en comparacién con secuencias de
referencia, pone de manifiesto la gran precision de los métodos aplicados. Esto
se alinea con lo que reportd Autran Martinez en su trabajo “Uso de la Técnica de
PCR para confirmar el diagnéstico de leucemia viral felina y el anélisis
filogenético de los productos amplificados. México, D, F. 20147, quien
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demostr6 que la PCR centrada en la deteccion de provirus presenta una
sensibilidad mejorada en relacion a las técnicas serologicas tradicionales.

La calidad de las bandas obtenidas a través de gel de agarosa afirma la existencia
del producto amplificado, lo que valida la efectividad de los primers empleados
(En-LT, RB-53 y RB-59). Estos resultados son consistentes con los estudios de
Chia-Fang Ho y colaboradores en “Desarrollo de un sistema de amplificacion
multiple de mutacion refractaria mediante ensayo de reaccion en cadena de la
polimerasa con transcripcion inversa para el diagnostico diferencial de la vacuna
del virus de la leucemia felina y las cepas salvajes”, quienes indicaron la utilidad
de estos cebadores en la identificacion del gen env durante la caracterizacion
molecular del FeLV y en la diferenciacion de sus subtipos. Asimismo, Banda
Faruku y sus coautores en su trabajo denominado “Deteccion molecular, anélisis
filogenético e identificacion de motivos de transcripcion en el virus de la
leucemia felina de gatos infectados de forma natural en Malasia” subrayan que
los analisis en las regiones env posibilitan la deteccion de recombinaciones
virales y linajes nuevos, un aspecto que cobra importancia en este estudio debido
a la identificacion de divergencias genéticas en dos de las secuencias analizadas.

El estudio filogenético reveld que las cepas G1 y G2 presentan una divergencia
notable con respecto al clado tradicional FeLV-A, indicando la posible
circulacion de linajes virales emergentes en la comunidad felina de Arequipa.
Este hallazgo tiene relevancia epidemiologica, ya que investigaciones como la
de Leight Stimson en “Deteccion del Virus de la Leucemia Felina en la médula
6sea mediante la reaccion en cadena de la polimerasa” han sefialado que las
variaciones en el material genético pueden influir en la capacidad patogénica del
virus, asi como en la manifestacion de la enfermedad siendo esta una infeccion
progresivas o regresivas. Estas variaciones podrian estar asociadas con eventos
de recombinacion con retrovirus endogenos de felinos tales como el subtipo B o
C, un fenémeno que Chia-Fang Ho y colaboradores han discutido en
profundidad, sefialando que este proceso es una via comun para la
diversificacion del virus; ya que como se indico las mutaciones directas del
subtipo A nos generan nuevas variaciones.

Por otro lado, las cepas G3 y G4 demostraron una notable similitud genética con
cepas cléasicas del subtipo FeLV-A, sugiriendo una estabilidad evolutiva
superior. Estos hallazgos respaldan lo que Autran Martinez mencion6 en 2014
sobre la persistencia de linajes altamente conservados en 4reas urbanas,
especialmente en poblaciones felinas con condiciones de convivencia intensas o
escasa intervencion sanitaria, lo cual es una realidad en el presente debido a la
falta de control epidemioldgico de la enfermedad, asi como la conducta impuesta
por los humanos en las que los gatos viven en colonia y ya no forma individual.

Desde un enfoque clinico y epidemiologico, la presentacion de secuencias
conservadas a la par de las divergentes indica un posible escenario en el que
variantes clasicas y emergentes conviven, lo que podria afectar el pronostico de
los pacientes ya que los tratamientos paliativos actuales se basan en las
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subdivisiones conocidas ya que de cierta manera su sintomatologia es especifica
basandonos en anemias y en el peor de los casos la presentacion oncologica pero
el tener una posible divergencia hace variar la presentacion clinica de esta
enfermedad con una variaciéon en la sintomatologia, la aparicion de casos
inmunosupresores y la efectividad de las campafias de vacunacion ya que estas
estan basadas en la etiologia ya conocida por lo que se podria insinuar que en
algun punto su prevencion estaria reducida. Banda Faruku y colegas resaltan que
algunas variaciones en el gen env pueden alterar la afinidad por los receptores
celulares, potenciando asi mecanismos de inmunosupresion, anemia no
regenerativa u otras patologias asociadas a la infeccion progresiva.

En conjunto, los hallazgos de este estudio nos permiten senalar que la
identificacion de la Etiologia del FeLV mediante PCR y andlisis filogenético
constituye una herramienta fundamental para comprender la dindmica evolutiva
del virus en poblaciones felinas en Arequipa; por lo que resulta relevante el uso
de herramientas moleculares en el diagnostico de FeLV. El hecho de que
actualmente se puedan hallar secuencias altamente conservadas junto con
posibles linajes divergentes refuerza la necesidad de considerar la variabilidad
genética del FeL'V siendo asi necesario el realizar la actualizacion de protocolos
diagnosticos, planes de vacunacion y estrategias de control sanitario en la
poblacion felina. Estos resultados no solo aportan evidencia relevante para poder
comprender la epidemiologia local del virus actualmente, sino que también
abren una linea de investigacion necesaria en el pais, la cual se orienta en el
monitoreo constante de variantes virales, asi como el fortalecimiento de
programas de salud publica veterinaria que permitan reducir la carga clinica y el
impacto del FeLV.

Los resultados observados fortalecen la relevancia del uso de herramientas
moleculares en el diagnéstico de FeLV y constituyen una contribucion a futuras
investigaciones enfocadas en la evaluacion de la diversidad genética viral y su
efecto en la salud de los gatos en Arequipa.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES

1. Se logroé la extraccion eficiente de ADN viral a partir de las muestras analizadas,
permitiendo la obtencion de secuencias genéticas de alta calidad (longitudes
entre 1700 y 1848 pb), fundamentales para el posterior andlisis por PCR y
estudios filogenéticos.

2. Latécnica de PCR fue eficaz en la amplificacion de las regiones del gen env del
FeLV, con una cobertura del 100% de las secuencias blanco y una identidad
superior al 98% con cepas referenciales del NCBI, confirmando la especificidad
y sensibilidad del protocolo utilizado.

3. El andlisis mediante electroforesis permitid verificar productos de amplificacion
consistentes en tamafio con las secuencias esperadas (~1700 pb), y el peso
molecular se correspondi6 con los fragmentos esperados para genes parciales del
env de FeLV, validando la integridad y pureza del ADN amplificado.

4. El analisis filogenético de las secuencias permitio clasificar las cepas dentro de
clados especificos, destacando la pertenencia de G1 y G2 a linajes divergentes
posiblemente emergentes, mientras que G3 y G4 mostraron alta similitud con
cepas tradicionales del subtipo FeLV-A. Esto evidencia una diversidad genética
en circulacion que subraya la importancia de mantener la vigilancia molecular
en poblaciones felinas locales.
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CAPITULO VI
RECOMENDACIONES

Fortalecer la vigilancia molecular continua del FeLV en poblaciones felinas locales,
Dado que las cepas G1 y G2 muestran divergencia genética significativa respecto a las
cepas clasicas (posibles linajes emergentes), se recomienda implementar programas de
monitoreo molecular periddicos para detectar variantes con potencial impacto clinico y
epidemioldgico.

Actualizar las pruebas diagndsticas y protocolos de PCR en clinicas veterinarias,
Considerando la existencia de variantes con mutaciones puntuales y diferencias
filogenéticas, es clave adaptar los kits de diagndstico y los primers utilizados en PCR
para mantener la sensibilidad frente a cepas no convencionales.

Evaluar la eficacia de las vacunas comerciales frente a cepas divergentes Dado que las
vacunas actuales estan basadas en cepas prototipicas, es necesario realizar estudios de
neutralizacion cruzada o ensayos de proteccion con las variantes Gl y G2 para
garantizar su efectividad en el contexto epidemioldgico actual.

Promover la investigacion sobre la evolucion viral y posibles recombinaciones
genéticas, y los hallazgos sobre ramificaciones especificas y cercania a cepas
recombinantes sugieren la importancia de apoyar investigaciones sobre mecanismos de
recombinacion y presion selectiva en el FeL'V, para prevenir el surgimiento de subtipos
mas patogénicos (como FeLV-B o FeLV-C).
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CAPITULO VII
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ANEXOS
MATERIALES Y EQUIPOS

Sangre recolectada en tubos de EDTA
Figura 20. Sangre de Numbit

Figura 22. Sangre de Ares
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Figura 23. Sangre de Gatito

Figura 24 y 25. Se colocan en un Eppendorf 300 pl de sangre, se repite por cada
muestra.

Materiales v Equipos de Laboratorio para la Extraccion de ADN de la Muestra
Figura 26. Buffer RBC Lysis
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Figura 29. Fenol Cloroformo
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Figura 33. Acetato de Sodio

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos
En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




-v#==x . UNIVERSIDAD

TESIS UCSM Z  DE SANTA MARIA

Figura 36. Eppendorf con pellet y Etanol Absoluto

Figura 38. Centrifuga
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Figura 39. Tempblock Module Heater
,z 7

WP DK

Materiales v Equipos de Laboratorio para la Ampliacion del ADN
Figura 40. Agua de PCR, Master Mix, Muestra de ADN extraido y Primer En-LT

Figura 41. En el Eppendorf “En-LT” se homogeniza con micropipeta.
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oyecle 1 of 4 Repeat 1 of 1
Step 1 0f 1: 95.0 C for 05:00
Rem. Time 03:19 Alg Temp 95.0C

Figura 43. Agua de PCR, Master Mix y Primers RB-53 y RB-59.
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Cycle 1 of 4 Repeat 1 of 1 .
Step 10f1: 95.0°C for 05:00

Rem. Time 05:00 Alg Temp 93.3°C

Tine 1203PM  Starttime:1203PM  Estimated end: 2:45 PM

User jc
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Materiales y Equipos de Laboratorio para Electroforesis en gel de Agarosa al
1.5%
Figura 47. Tae y vortex.
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Figura 48 y 49. Disolucion de agarosa en polvo se coloca en microondas y luego en
molde.

Figura 50. Se realiza perforacion en el molde para los pozos.

Figura 51, 52 y 53. Camara de Electroforesis con el gel al 1.5% cubierto de TAE en
la que se llenan los pozos con los resultados de l1a PCR.
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Figura 55 y 56. Se coloca el gel en Camara de Iluminacion y se realiza la toma de
imagenes con camara digital.
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HISTORIA CLINICA 01
Paciente: Numbit

Edad: 3 anos
Sexo: Hembra
Antecedentes:

Su primera consulta fue el 14 de julio del 2022, donde se tuvo un diagnostico presuntivo
de calcivirus, leucemia felina, sida felino y/o herpes virus, dando positivo en agosto de
ese afo, siguid un tratamiento.

El 21 de septiembre del 2024, volvidé a la clinica presentando sialorrea, secrecion
sanguinolenta y gingivitis, en su hemograma se observa anemia al tener los hematies
debajo del rango (4.850.000 del rango 5.000.000 — 10.000.000 xmm3), hematocrito bajo
(26.2 % del rango 28 - 45%) y trombocitopenia (125.000 del rango 300.000 — 800.000
xmm?3). Se realiza un tratamiento paliativo durante septiembre, octubre y noviembre.

El 15 de noviembre del mismo afio ingresa a quir6fano por una OVH por piometra, se
realizé una bioquimica en la que se observo creatinina en rango (1.4 referencia de 0.7 -
2.2 mg/dL). Al dia siguiente vuelve a ingresar a quir6fano para una limpieza quirurgica
por probable hernia postquirurgica, la cual no presentaba, pero tenia bastantes coagulos
en subcutaneo distal.

El 18 de diciembre se tomé la muestra de sangre en un tubo de EDTA y se envid a
laboratorio para extraccion de ADN.

El 21 de diciembre se realiz6 una destartarizacion y se retir6 5 dientes y premolares.

El 26 de febrero del 2025 ingresa por consulta en la cual se observa que esta decaida, si
tiene apetito, halitosis, se come su arena, tiene fiebre de 40 °C; en prueba de orina se
observd ligera turbidez, presencia de cristales amorfos, células epiteliales. En
bioquimico se obtuvo urea elevada (95.4 referencia de 18 — 41 mg/dL), creatinina (0.8
referencia de 0.7 — 2.2 mg/dL), TGP (32.3 referencia de 23 — 109 U/I) y TGO (40.9
referencia de 14 — 41 U/I) dentro del rango. En su hemograma se observd anemia al
tener hematies por debajo (2.000.000 del rango 5.000.000 — 10.000.000 xmm3) y
hemoglobina baja (3.3 del rango 8 — 15 g/dL) hematocrito bajo (10.9 del rango 28 -
45%) y trombocitopenia (18.000 del rango 300.000 — 800.000 xmm3) en la serie blanca
hay marcada leucocitosis (23.600 del rango 5.500 — 19.500 xmm3) monocitosis (1.888
del rango 0 — 850 xmm3) y linfocitosis (39 del rango 1.500 — 7.000 xmm3). Con estos
resultados se recomendo6 transfusion sanguinea, se le considerd un prondstico reservado.

El 15 de marzo se continu6 con un tratamiento paliativo.

Numbit fallecié en su hogar debido a la enfermedad.
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Figura 57 y 58. Paciente Numbit positivo a Leucemia Felina.
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HISTORIA CLINICA 02
Paciente: Kike

Edad: 6 anos
Sexo: Macho
Antecedentes:

Su primer registro fue por una consulta general el 30 de enero del 2025, se realiz6 un
hemograma en el que se observd una trombocitopenia (173.000 del rango 300.000 —
800.000 xmm3); en la serie blanca los leucocitos estan bajos, pero dentro del rango
(7.500 del rango 5.500 — 19.500 xmm3), linfopenia (975 del rango 1.500 — 7.000
xmm3). Se realizé la toma de placas Rx, en las que se observo liquido en torax, el cual
se extrajo para prueba de citologia en la que se tuvo como la presencia elevada de
linfocitos con anisocariosis siendo compatible con una neopasia y se comprob6 con otra
placa de Rx si persistia el liquido. Se realizd6 prueba inmunocromatografica de
Leucemia en la cual dio positivo.

El 31 de enero se continuo su tratamiento y realizo otra toma de placas Rx, no habia
presencia de liquido.

El 3 de febrero se continud su tratamiento y se realizé una ecografia de control y en su
hemograma se observé la trombocitopenia aun mas baja (92.000 del rango 300.000 —
800.000 xmm3), los leucocitos aumentaron (9.800 del rango 5.500 — 19.500 xmm3),
linfopenia persiste, pero valores aumentaron (1.372 del rango 1.500 — 7.000 xmm3).

A Kike se le realiz6 una eutanasia el 18 de febrero debido a que se tuvo una recaida por
lo avanzada que estaba la enfermedad.

Figura 59 y 60. Placas de Rx vista lateral, vista ventro-dorsal de Kike en la que se
observa liquido libre en torax.
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Paciente: Ares

Edad: 5 afios y 9 meses
Sexo: Macho
Antecedentes:

Su primer registro en la veterinaria fue el 12 de junio del 2021 en el que se le
diagnosticé una osteomielitis.

El 27 de noviembre del mismo afio volvid por consulta en la que presentaba heridas de
bajo de la lengua, se le hizo descarte de calcivirus y se le tom6 un hemograma. De
acuerdo a esto se realizo un tratamiento sintomatologico.

El paciente vuelve a consulta el 05 de junio del 2023 por consulta y se le realiza un
hemograma en el que se observa una trombocitopenia (195.000 del rango 300.000 —
800.000 xmm3); con valores leucocitarios de un posible proceso viral, linfopenia (796
del rango 1.500 — 7.000 xmm3); y al realizar el test de descarte de leucemia felina salid
positivo.

El 25 de noviembre vuelve a ingresar por una recaida en la que se le toma un examen de
orina debido a que estaba obstruido en el que se observa un aspecto turbio y presencia
de sedimento, en un nuevo hemograma su trombocitopenia es mas marcada (69.000 del
rango 300.000 — 800.000 xmm3), leucopenia (28.700 del rango 5.500 — 10.000.000
xmm3) y neutréfilos segmentados muy elevados (23.821 del rango 2.500 — 12.500
xmm3). Se procede a internar al paciente.

El 26 de noviembre se realiza un bioquimico donde sus valores estan elevados siendo
creatinina 10.0 mg/dL del rango 0.7 — 2.2 mg/dL y su urea es de 459.8 mg/dL del rango
18 — 41 mg/dL. Ares present6 insuficiencia renal cronica debido a la leucemia.

Regreso por consulta el 10 de marzo del 2025 debido a falta de apetito y estrefiimiento,
tomandose unas placas en las que se observa fecalomas. El paciente se encontraba en un
estado débil, pero el dueno no retorno.

Figura 62 y 63. Placas de Rx vista lateral, vista ventro-dorsal de Ares.
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Paciente: Gatito

Edad: 3 anos
Sexo: Macho
Antecedentes:

Su primer registro fue por una consulta general el 30 de enero del 2025, se realiz6 un
hemograma en el cual indicaba anemia debido a que los hematies se encontraban en
2.970.000 (del rango 5.000.000 — 10.000.000 xmm3); su hemoglobina estaba baja (5.3
del rango 8 — 15 g/dl); una trombocitopenia (217.000 del rango 300.000 — 800.000
xmm3); en la serie blanca se presenta leucopenia (20.300 del rango 5.500 — 19.500
xmm?3); linfopenia (10.556 del rango 1.500 — 7.000 xmm3). También se le tomo una
placa de rayos X para descartar problemas pulmonares y un kit de descarte de leucemia.

Debido a la sintomatologia avanzada del felino en la consulta, los duefios decidieron por
una eutanasia.

Figura 65. Placas de Rx vista lateral de Gatito.

Figura 66. Prueba de Gatito positivo a Leucemia Felina.
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