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VERIFICACION DEL DESEMPENO DEL METODO DE INMUNOCROMATOGRAFIA DE FLUJO LATERAL PARA
EL DIAGNOSTICO DE LOS VIRUS DE INMUNODEFICIENCIA VIRAL FELINA (FIV) Y LEUCEMIA VIRAL FELINA (FeLV)

T. Rodriguez*

Resumen: Losvirus de InmunodeficienciaViral Felina (FIV)y Leucemia Viral Felina (FeLV) pertenecientes alafamilia Aeowiaag afectan principalmente a felinos domeésticos en todo
el mundo y esporddicamente a felinos salvajes, dada su fcil transmisidn, es de suma importancia el diagndstico oportunoylaprevenciondelcontagioengatossanosatravésdel
aislamientodeanimalesenfermosylavacunacion. Elobjetivoesrealizarla verificacion del método analitico de Inmunocromatografia utilizando la Prueba Dual FIV Aby/ FeLV Ag de
BIONOTE®, frente a las metodologias seleccionadas como referencia, conelfinde garantizar queno se presenten diferencias entre los resultados. Se utilizaron 69 muestras de
suero de felinos con las cuales se realizé Ia Prueba Dual FIV Ab/ FeLV Ag de BIONOTE® y la prueba SNAP® Feline Triple Test de IDEXX®, se Ilevé a cabo la comparacién de
los resultados obtenidos y la estimacion del Porcentaje de concordancia. En los casos en los que se obtuvieronresultados discordantes, se realizé la confirmacion del
resultadoutilizando elmétodo de Reaccionen CadenadelaPolimerasa (PCR). Al realizar el andlisis cualitativo de los resultados obtenidos en la comparacion de métodos se
observa que no existen diferencias significativas y existe un alto grado de concordancia entre las metodologias utilizadas.

Abstract: Feline Immunodeficiency Virus (FIV) and Feling Leukemia Virus (FeLV) belonging to the Retroviridae family, mainly affect domestic cats worldwide and sporadically
wild cats, given their easy transmission, timely diagnosis is very important and prevention of contagion in healthy cats through the isolation of sick animals and vaccination. The
objective is 1o verify the analytical method of Immunochromatography using BIONOTE® Dual FIV Ab/ FeLV Ag Test, against the methodologies selected as reference, in order to
guarantee there are no differences between theresults. 69 feling serum samples were used with BIONOTE® Dual FIV Ab/FeLV Ag Testand IDEXX® SNAP® Feline Triple Test,
comparison of results obtained, and estimation of the Concordance percentage were performed. In cases where discordant results were obtained, confirmation of results was
performed using Polymerase Chain Reaction (PCR) method. When carrying outthe qualitative analysis of the results obtained in the comparison method, it is observed that there are no
significant differences and there is a high degree of agreement between the methodologies used.

*Especialisia ae Producto Unioad Veterinaria.

INTRODUCCION Los signos clinicos son muchos y muy variados, ya
que pueden aparecer sintomas causados directamente
por el virus o por infecciones oportunistas que se
producen debido a la inmunosupresion. Se puede
presentar pérdida de apetito, problemas dentales 0 en
las encias, alteraciones respiratorias, oculares,
incluso alteraciones de tipo neurologico ocasionadas
por la afinidad del virus al sistema nervioso,
inmunosupresion, anemia y linfoma.

Tanto el virus de Leucemia Viral Felina (FeLV) como
el de Inmunodeficiencia Viral Felina (FIV) son
retrovirus de distribucion mundial, producen una serie
de enfermedades muy graves en el gato que se
relacionan con problemas del sistema inmunitario.

El virus FelV, se transmite fundamentalmente por la
saliva y puede contagiarse a través de secreciones
nasales de gatos infectados, al lavarse o compartir
platos de agua o comida. En el caso de FIV el modo
de transmision mas eficaz parece ser la mordedura, el
contagio serd posible siempre que exista un contacto
directo y estrecho entre gatos, también puede ocurrir
la transmision de la madre a los cachorros, a través de
la placenta o durante Ia lactancia.

Estructura Viral

FeLV

El virus FelV esta compuesto por un ARN de doble
cadena, posee una envoltura lipoproteica, cuya
composicion ha permitido clasificar el virus en tres
grandes subgrupos: A, By C, siendo el subgrupo A
(FeLV-A) altamente patogeno y capaz de producir
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enfermedad clinica; en su material genético el virus
contiene los genes gag, poly env.

La proteina codificada por el gen gag se conoce como
el antigeno asociado al grupo y es importante para las
pruebas de IFl y ELISA. Este gen codifica las proteinas
estructurales inteARNs P15¢ (proteina de matriz), P12
(funcion desconocida), P27 (proteina de capside),
P10 (proteina de nucleocapside).

El gen po/ codifica para la polimerasa viral o
retrotranscriptasa. Esta es la proteina responsable de
polimerizacion de nucledtidos de ADN a partir de una
copia de ARN viral.

El gen env, se encarga de codificar proteinas de la
envoltura gp70 y p15e. La glicoproteina gp70 define
el subgrupo viral y esta fuertemente relacionada con
la induccion de inmunidad especifica; los anticuerpos
anti-gp70 son especificos de subgrupo y dan como
resultado 1a neutralizacion viral e inmunidad a la
reinfeccion.
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Fig. 1 Representacion esquematica del genoma de FelV.
Tomado de: Calle-Restrepo, &fa/. 2013.

FIV

Al igual que otros retrovirus, el material genético del
virus FIV es ARN monocatenario de polaridad negativa,
cuenta con una capside constituida por la proteina p24
la cual es codificada por el gen g4g, esta cuenta con
alta capacidad inmunogénica.
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Fig. 2 Representacion esquematica de la Estructura viral de FIV.
Tomado de: Westman, ef a/. 2015.

Ademas de la capside, el virus esta envuelto por una
doble membrana lipidica derivada de la membrana
celular del hospedero, donde se encuentran |as
glicoproteinas gp120 y p40, codificadas por el gen
env, que actian como proteinas de adherencia y
penetracion viral; estas dos proteinas cuentan con alto
poder inmunogeénico y son los blancos de las pruebas
diagnésticas como Inmunocromatografia y ELISA.

Epidemiologia

Los virus de FeLV y FIV se consideran endémicos a
nivel mundial. La presentacion de la infeccion esta
relacionada con poblaciones susceptibles, por
ejemplo, gatos callejeros.

En cuanto a las caracteristicas demograficas, se ha
visto que la seroprevalencia de FIV es de 2 a 3 veces
mas alta en gatos machos que en hembras, hay una
mayor probabilidad de infeccion en gatos adultos que
en adolescentes y cachorros, aumentando la
probabilidad de infeccion con la edad, con un
promedio de 5 afios al momento del diagndstico. En
FeLV la proporcion de machos vs. hembras infectados
es de 7:1, los gatos de 1 a 6 anos, con edad media de
3 anos, presentan una mayor prevalencia de infeccion.
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A pesar de que existen muchos estudios relacionados
con la seroprevalencia de estos dos virus a nivel
mundial, en Colombia pocos reportes se tienen sobre
el impacto epidemiologico de estas dos
enfermedades. Estudios epidemioldgicos
desarrollados en Tunja, Monteria, Valle de Aburrd y
Bogota, han permitido estimar las siguientes
seroprevalencias:

[ R

Tunja 9% 9%
Monteria 1,6% 23%
el d,e 10,7 % No se analizo
Aburra
Bogota 13,1% 11,4%
Diagnaostico
Debido a la dificultad para diferenciar Ia

sintomatologia clinica de FelV y FIV, se han
desarrollado multiples pruebas serologicas para
identificar el antigeno viral en el caso del FeLV o los
correspondientes anticuerpos en el caso del FIV.

Pruebas como Inmunofluorescencia Indirecta (IFl)
para la deteccion de anticuerpos y la prueba de
Reaccion de Cadena de Polimerasa (PCR) para la
deteccion de segmentos génicos son utilizadas por
algunos laboratorios especializados.

Buscando mejorar la oferta en el mercado para el
diagnostico oportuno y confiable de estas dos
patologias, casas comerciales como BIONOTE y IDEXX
han disefiado pruebas que permiten detectar
antigenos virales para el caso de FelLV y anticuerpos
dirigidos hacia las proteinas virales p24, gp40 y p15
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en el caso de FIV, de esta forma es posible en una sola
prueba y de manera simultanea, realizar el diagnostico
de estas dos patologias.

Las Pruebas Rapidas de BIONOTE estan basadas en el
método de Inmunocromatografia de Flujo Lateral, el
cual consiste en el desplazamiento o migracion de la
muestra a través de una membrana de nitrocelulosa
donde se encuentran fijados en la fase solida,
anticuerpos anti-FeLV y antigenos de FIV, los cuales
reaccionan con los antigenos o anticuerpos presentes
respectivamente en la muestra y estos a su vez con el
conjugado constituido por anticuerpos marcados con
oro coloidal, este Ultimo permite evidenciar la
reaccion.

Fig. 3 Prueba Dual FIV Ab/ FeLV Ag de BIONOTE®

Los porcentajes de sensibilidad y especificidad de la
Prueba Dual FIV Ab/ FeLV Ag de BIONOTE® son:

IVAD  96,8% 99,6%  Western Blot
FelVAg  94.7% 997y  /slamiento
Viral

Para realizar el diagnostico de FIV/FeLV se recomienda
sequir los siguientes algoritmos:
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ALGORITMO DIAGNOSTICO FIV
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PACIENTE CON SIGNOS CLINICOS

(Estomatitis ulcerosa, Convulsiones, Anorexia, Diarrea persistente, Linfadenopatias, Infecciones recurrentes, Perdida de peso)

I RESULTADO POSITIVO ’—[ Prueba Rapida FIV Ab ‘—

I

Gatos menores
de seis meses

Pueden generar
inmunidad por
Anticuerpos
presentes en el
calostro

RESULTADO
FALSO POSITIVO

Repetir la prueba
60 dias después

J

Gatos mayores
de seis meses

INFECCION
ACTIVA

I

RESULTADO NEGATIVO
60 Dias post- 12 Semanas Estado
infeccion post-infeccion Terminal
NO Estado de Seroconversion Paciente
INFECTADO Latencia inmunosuprimido
no es capaz de
producir Abs
Repetir la prueba
60 dias después
ALGORITMO DIAGNOSTICO FelV

PACIENTE CON SIGNOS CLINICOS

(Infecciones de piel, Anemia, Perdida de peso, Fiebre, Deshidratacién, Conjuntivitis, Inflamacion de la mucosa oral, Abscesos)

| RESULTADO POSITIVO

I

Infeccidn Activa

Infeccién Monitoreo
Regresiva Anual
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Prueba Rapida FelVAg RESULTADO NEGATIVO
Periodo de Leucopenia No Infectado
Incubacién
Escaso

compromiso de

la Médula 6sea
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RESULTADO
FALSO NEGATIVO

|

Repetir la prueba
30 dias después
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MATERIALES Y METODOS

Muestras: Se utilizaron 69 muestras de suero felino las
cuales fueron valoradas en una Clinica Veterinaria
ubicada en la ciudad de Medellin.

Las muestras recolectadas fueron de animales que se
presentaron a consulta general y de pacientes que se
encontraban en proceso de adopcion; durante el
periodo comprendido entre Mayo de 2018 vy
Septiembre de 2019.

En la toma de las muestras se utilizd tubo sin
anticoagulante  para  obtener el suero  por
centrifugacion. Las condiciones de almacenamiento y
temperatura fueron controladas garantizando a
integridad y estabilidad de las muestras.

Caracteristicas Demograficas de la Poblacion

Machos Hembras

Sexo 10 29
Cachorros Adultos
Edad 39 30
Raza Criollo Otras
60 9

Método: Las muestras de suero fueron valoradas por
la Metodologia de Inmunocromatografia de Flujo
Lateral con la Prueba Dual FIV Ab/ FeLV Ag de
BIONOTE® y por la Metodologia de Microelisa con la
prueba SNAP Feline Triple Test de IDEXX®.

En los casos en los que se obtuvieron resultados
discordantes, se realizo la confirmacion del resultado
utilizando el método de Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR).
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Evaluacion de la Veracidad: Se llevd a cabo la
comparacion de métodos con el fin de determinar el
porcentaje de concordancia existente entre las dos
metodologias.

Interpretacion del Porcentaje de Concordancia: La
concordancia tiene como objetivo estimar hasta qué
punto dos métodos analiticos coinciden en su
medicion, no evalua la validez o la certeza sobre uno
u otro método, sino cuan acordes estan entre si.

RESULTADOS

Al realizar el andlisis de los resultados obtenidos en la
comparacion de métodos se encontro:

Resultados FeLV

Prueba Dual FIV Ab/ FeLV Ag de
BIONOTE®

SNAP Resultado  POSITIVO  NEGATIVO

Prueba

Feline — posmvo 5 5
Triple Test
%  NEGATIVO
DEXX®. 1 58

De las 69 muestras procesadas con la prueba de
deteccion de Antigeno del virus FelV, 63 muestras
fueron concordantes (58 con resultado Negativo por
las dos metodologias y 5 con resultado Positivo por
las dos metodologias); 6 muestras fueron No
concordantes (5 con resultado Negativo en la Prueba
FeLV Ag de BIONOTE® y Positivo en el SNAP Feline
Triple Test de IDEXX®. / 1 con resultado Positivo en
la Prueba FeLV Ag de BIONOTE® y Negativo en el
SNAP Feline Triple Test de IDEXX®).
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Al calcular el Porcentaje de concordancia se
obtuvo un 91% de concordancia entre las
Metodologias Comparadas.

NUmero de Muestras Analizadas 69
NUmero de Mugstras Concordantes 63
Numero de Muestras No concordantes 6
Porcentaje de Concordancia (%) 91

80% - 100%
CUMPLE

Criterio de Aceptabilidad
Criterio de Cumplimiento

De las 6 muestras No concordantes, solo fue
posible comparar 2 con el Método de Reaccion
en Cadena de la Polimerasa cuyo resultado fue
Negativo, el cual coincidio en el de la Prueba
FeLV Ag de BIONOTE®.

Prueba  BIONOTE  IDEXX PCR
Resultado  Negativo ~ Positivo  Negativo

Las cuatro muestras restantes no pudieron ser
evaluadas por PRC, ya que el volumen de
muestra era insuficiente para tal fin.

Resultados FIV

Prueba Dual FIV Ab/ FeLV Ag de
BIONOTE®

POSITIVO  NEGATIVO

Prueba

SNAP  Resultado

Feline  pogimvo 2 0

Triple

U eeATv0 0 67
IDEXX®.

De las 69 muestras procesadas con la prueba de
deteccion de anticuerpos para el virus FIV, 1as 69
muestras fueron concordantes (67 con resultado
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Negativo por las dos metodologias y 2 con
resultado Positivo por las dos metodologias).

Al calcular el Porcentaje de concordancia se
obtuvo un 100% de concordancia entre las
Metodologias Comparadas.

Nimero de Mugstras Analizadas 69
Numero de Mugstras Concordantes 69
Nimero de Muestras No concordantes 0

Porcentaje de Concordancia (%) 100

80% - 100%
CUMPLE

Criterio de Aceptabilidad
Criterio de Cumplimiento

CONCLUSIONES

No se encontrd ninguna asociacion entre las
caracteristicas demograficas y la presencia de
los virus de FeLV/FIV en la poblacion estudiada.

Los valores de Porcentaje de Concordancia
obtenidos al realizar el andlisis cualitativo de los
resultados en la comparacion de métodos en el
diagndstico de los virus FelLV/FIV, indican que
existe un alto grado de concordancia entre las
metodologias utilizadas, sin que se afecte el
estado clinico de los pacientes evaluados en el
estudio.

Al realizar el analisis molecular utilizando la
Metodologia de Reaccion en Cadena de la
Polimerasa de los resultados No Concordantes
en la Prueba de FelLV, se observd que los
resultados fueron concordantes con los
obtenidos en la prueba Dual FIV Ab/ FeLV Ag de
BIONOTE®.
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