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Abstract

Diseases such as Feline Immunodeficiency Virus (VIF) and Feline Leukemia
Virus (VLFe) are highly prevalent in domestic cats, due to their ease of
transmission. Clinical signs are similar to other infections causing difficul-
ties in diagnosis, therefore, they should be analyzed by laboratory tests;
Currently available tests have some disadvantages, a multiplex real-time
PCR was standardized with Tagman probes, designed for detection of in-
fection with VIF, VLFe or both. Sensitivity (0.53 / 0.26) and specificity (0.46
/ 0.74) for VLFe and VIF respectively, were calculated with Broemeling's
methodology, which considers that the reference test against which it is
compared is not a Gold standard, according to these results it is necessary
to increase the sample size; However, multiplex PCR is a very sensitive
methodology, it was validated /n silico form and presented congruent re-
sults when performed in vivo.

Keywords: Molecular diagnosis, Feline Leukemia virus, Multiplex PCR, Feline
Immunodeficiency virus.

Resumen

Las enfermedades producidas por virus como sida y leucemia son alta-
mente prevalentes en felinos domésticos, debido a su facilidad de trans-
mision, presentan signos clinicos similares a otras infecciones que pueden
generar dificultades en el diagndstico, por lo tanto, se deben analizar me-
diante pruebas de laboratorio; los examenes disponibles en la actualidad
presentan algunas desventajas, por ello se estandarizé una PCR multiple
en tiempo real con sondas Tagman que fue disenada para deteccién de in-
feccion con el virus de inmunodeficiencia felina (VIF), el virus de leucemia
felina (VLFe) o mixtas. Se calculd la sensibilidad (0,53/0,26) y la especifici-
dad (0,46/0,74) para leucemia y sida respectivamente con la metodologia
de Broemeling que considera que la prueba de referencia contra la cual se
compara no es un referente verdadero (Gold standard), segin estos resul-
tados se concluye que es necesario aumentar el tamano de muestra; sin
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embargo, la PCR multiple es una metodologia muy sensible, fue validada de forma in
silico y presentd resultados congruentes al realizarla In vivo.
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Resumo

Doencas causadas por virus como AIDS e leucemia sao altamente prevalentes em ga-
tos domeésticos, devido a sua facilidade de transmissao com sinais clinicos semelhantes
a outras infecgoes que podem causar dificuldades no diagndstico, portanto devem ser
analisados por exames laboratoriais; Os testes atualmente disponiveis tém algumas
desvantagens, portanto uma PCR em tempo real multipla foi padronizada com sondas
Tagman para a deteccao de infeccao pelo virus da imunodeficiéncia felina (FIV), virus
da leucemia felina (VLFe) ou misto . A sensibilidade (0,53/0,26) e a especificidade (0,46
/ 0,74) para leucemia e AIDS foram calculadas, respectivamente, com a metodologia
de Broemeling, que considera que o teste de referéncia com o qual é comparado nao é
um referéncia verdadeira (teste de ouro), de acordo com esses resultados, conclui-se
gue é necessario aumentar o tamanho da amostra, entretanto, a PCR multipla é uma
metodologia muito sensivel, foi validada na forma silico e apresentou resultados con-
gruentes quando realizada in vivo.

Palavras-chave: Diagnostico molecular, leucemia felina, PCR multiplo, AIDS felina.

Introduccion

En la actualidad existen varias enfermedades altamente prevalentes en felinos do-
meésticos, como sida, enfermedad producida por el virus de la inmunodeficiencia
felina (VIF), un lentivirus que presenta afinidad por las células del sistema inmune
especialmente la poblacién CD4" de linfocitos T’ otra afeccidn es la leucemia cau-
sada por el virus de la leucemia felina (VLFe), un retrovirus que afecta las células del
sistema inmune’. Los virus discutidos anteriormente atacan el sistema inmune del
hospedero por lo cual la sintomatologia en ambos casos es similar y puede llevar a
un diagndstico confuso, por lo tanto se debe corroborar con pruebas de laboratorio’,
las mas comunes son las basadas en la tecnologia de ensayo por inmunoabsorcién
ligado a enzimas (ELISA), una metodologia sencilla que obtiene resultados rapidos; sin
embargo, estos métodos de diagndstico presentan desventajas como la aparicion de
falsos positivos, por razones como reacciones cruzadas, anticuerpos maternos o va-
cunas”, y falsos negativos por falta de anticuerpos debido al corto tiempo de exposicion
al patégeno o por concentraciones bajas del antigeno evaluado’ '?, ademas, no es
posible detectar infecciones mixtas en la mayoria de los casos’®?. Por las desventajas
de estas pruebas, se han realizado diferentes estudios para diagnosticar estos pato-
genos por medio de herramientas moleculares como la reacciéon en cadena de la
polimerasa (PCR) o PCR en tiempo real para detectar un ADN copia a partir del ARN
viral, permitiendo la diferenciacion entre los virus®’, detectar infecciones mixtas y
cuantificar la carga viral” 242531,

Una razon por la cual estas enfermedades son altamente prevalentes es debido a
su trasmisién, ya que no involucra un vector, es causada por mordidas, contacto de
mucosa, lactancia y mutuo acicalamiento’, por consiguiente, es necesario conocer el
estado de los gatos para poder determinar un mejor tratamiento, definir métodos de
limpieza y manejo de los individuos infectados para evitar la diseminacion de estos
virus. Dadas estas necesidades se han desarrollado pruebas diagndsticas con tec-
nologias moleculares, como una PCR anidada amplificando el gen pol en retrovirus y
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en comparacion con pruebas seroldgicas encontraron una concordancia de 0,69y 0,87
para leucemia y sida, respectivamente?, asi mismo, Westman ME et al. realizaron un
estudio de comparacién entre tres pruebas seroldgicas para la deteccion de leucemia,
debido a los resultados poco confiables y a una compleja relacion huésped-patégeno
utilizando como prueba de referencia una qPCR?%. Por caracteristicas como la deteccidn
directa del agente etioldgico de la enfermedad®”’, la posibilidad de diagnosticar varios
agentes en una Unica reaccion? y la viabilidad de cuantificar la carga viral’é, hacen que
la PCR multiple en tiempo real sea conveniente para desarrollar un primer acerca-
miento en la estandarizacion de una metodologia de diagndstico que permita iden-
tificar los virus causantes de sida y leucemia en gatos domésticos en Colombia y
suplir las desventajas presentadas por las pruebas de diagndstico actuales’.

Materiales y Métodos

Se disend una PCR multiple con sondas Tagman para diferenciar individuos sanos
y aquellos que presenten infeccion por VIF, VLFe, o infecciones mixtas, ademas se
incluyd la amplificacion de un gen constitutivo del genoma del gato doméstico, como
control positivo interno, con el propdsito de verificar que los resultados son verda-
deros y no producto de una incorrecta ejecucion del experimento’?,

Los cebadores y sondas se crearon con el programa PrimerQuest de Integrated DNA
Technologies?® con secuencias de referencia de la literatura (Tabla 1)"%%? y se verifico
su especificidad en el programa Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)'. Adicio-
nalmente para el control positivo interno se realizé una simulacion de PCR en el
programa UCSC Genome Browser de la Universidad de California Santa Cruz’, que per-
mite evaluar los cebadores y las sondas en el genoma completo de F. silvestris catus.

Tabla 1. Informacion sobre cebadores y sondas.

Referencia Cebador Sentido Cebador Antisentido Sonda Producto Canal
(5°-3) (5°-3) (5-3) (pb)
Sida Felino
Genoma de CGGTGACTTTGTACCTGAT GTAGTCCCAGTAGAAGAATCAG  TTCACAGACAACCAACGCTCAGGT 111 Verde
referencia
(M25381.1)*
Leucemia
Felina
TATTGGGCCTGTAACACTG GACTTACCATCAACCCGAA TTTCCATGGCGGTGCTCAATTGGA 117 Amarillo

Gen env
(KP728112.1)*
F. silvestres
catus
VEGEA GCAGAGAGAAGAAAGAGGTAGC CAAAGTGAGTGACCTGCT AGCTCCAGAGAGAAGTCGAGGAAGA 125 Rojo

(NC_018727.1)

La toma de muestra fue realizada en la ciudad de Medellin y Envigado, avalada por el
Comité Institucional para el Cuidado y Uso de los Animales de la Universidad CES (Cicua)
con riesgo minimo (Acta: 04, cddigo del proyecto: N.32, fecha: 16 julio 2013). Un
consentimiento informado de los tenedores fue utilizado antes de incluir los gatos
en el estudio. Se formaron dos grupos cada uno con 50 individuos, grupo 1: casos,
fueron establecidos previamente por signos clinicos compatibles con las patologias,
examenes hematoldgicos irregulares y prueba inmunolégica positiva para sida o


http://revistas.ces.edu.co/index.php/mvz

Velilla, Claudia et al.

MEDICINAVETERINARIAYZOOTECNIA

Enero - abril 2020 - Pagina 34

leucemia; grupo 2: controles, fueron establecidos previamente por signos clinicos
incompatibles con las patologias, examenes hematoldgicos normales y motivo de
consulta ajeno a las enfermedades analizadas. Se tomaron entre dos a cuatro mL de
sangre periférica en tubos con EDTA y se almacenaron a -20 °C.

La obtencion de ARN de las muestras se realizd con el kit GeneJET RNA Purification
de (Thermo Scientific, Inc. USA) siguiendo las recomendaciones de la casa comercial,
se tomaron 200uL de sangre periférica, se sometieron a un proceso de lisis celular
suplementando con B-mercaptoethanol, purificacion por medio de membranas de
silice y buffer de lavado, por ultimo, una elucién, finalmente se recupera el ARN en
solucién y se almacenaba a -20 °C. EL ARN se cuantificd por medio de espectrofoto-
metro usando el NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, Inc. USA) y se evalud su pureza
por medio de la relaciéon de absorbancia 260/280 nm. Adicionalmente se utilizo el
kit First strand cDNA synthesis (Thermo Scientific, Inc. USA) para la conversién de
ARN a ADN copia con cebadores no especificos incluidos en el kit, para el desarrollo
del protocolo se siguieron las recomendaciones de la casa comercial. El ADN copia
se cuantificé por medio de espectrofotémetro usando el NanoDrop 2000 (Thermo
Scientific, Inc. USA) y se evalud su pureza por medio de la relacion de absorbancia
260/280 nm. El kit utilizado para la PCR fue QuantiTect Multiple PCR NoROX (QIAGEN,
Alemania) y la deteccion fue por medio de sondas Tagman en el termociclador en
tiempo real Rotor Gene 6000 (Corbett Robotics, Inc. USA). Se incluyeron controles
negativos (sin muestra de ADN copia) que fueron utilizados para calcular el umbral
de deteccidn para cada canal de amplificacion, promediando los valores de la fluo-
rescencia basal cada cinco ciclos de cinco PCRs diferentes, al determinar este valor,
se ajustaba con un intervalo de confianza del 95% y basado en esta cantidad se
determinaba que muestras eran positivas o negativas®,

La PCR multiple se estandarizé para la deteccién de VIF y VLFe de forma simultanea
bajo las siguientes condiciones 12,5 pL de 2x QuantiTect Multiplex PCR NoROX Master
Mix, 0,67 pL de cada cebador y sonda a 10mM, ADN copia en una concentracion
mayor o igual a 10.000 ng en la reaccién y agua libre de RNAsas hasta alcanzar un
volumen de 25 uL. Las condiciones del ciclo fueron 94 °C por 15 min (desnaturaliza-
cién) seguido por 50 ciclos de 94 °C por 60s (alineamiento cebadores), 59 °C por 60 s
(alineamiento sondas), 68 °C por 35s (elongacion).

Para el analisis de la PCR multiple se consideré como positiva una muestra que
sobrepasara el umbral de deteccién en alguno de los canales de lectura de los vi-
rus y el control positivo interno, negativa una muestra que sobrepasara el umbral
de deteccion Unicamente en el canal del control positivo interno y no determinado
una muestra que no sobrepasara el umbral de deteccion en ninguno de los canales
(Figura 1). La concordancia entre los resultados de la PCR y la prueba seroldgica fue
medida usando el coeficiente Kappa® el cual se calculd mediante el paquete epiR*
con el software R%. Se estimaron la sensibilidad y la especificidad de la PCR usando
la aproximacion bayesiana descrita, entre otros, por Zhou®” y Broemeling®, la cual
considera que la prueba de referencia contra la cual se compara no es un verdadero
referente (Gold standard), como es el caso de la serologia en este estudio. El anélisis
bayesiano fue ejecutado en el software WinBugs 1,4 empleando el codigo Bugs 7,2
de Broemeling* considerando prioris no informativas. El analisis fue realizado con
una cadena de 310.000 iteraciones descartandose las primeras 10.000. Se mues-
tran la mediana e intervalos de credibilidad del 95% desde la distribucion posteriori
obtenida.
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Figura 1. Interpretacién de resultados obtenidos en la PCR Mdltiple: se determinaron
positivos, negativos o no determinados bajo los pardmetros expuestos.

Resultados

De las muestras analizadas, once presentaron hemolisis o coagulacién y luego de rea-
lizar diez ensayos de PCR multiple se determind que muestras con una concentracién
de ARN menor a 0,1 ng/puL no generaban resultados en los ensayos posteriores, por
esta razdn se descartaron cuatro muestras adicionales y se analizaron 44 muestras
positivas de las cuales siete habian sido previamente diagnosticadas con sida, 37
con leucemia, una de estas presentaba infeccion mixta (Grupo 1: casos) y 41 muestras
negativas (Grupo 2: controles).

Segun los resultados de la PCR multiple para determinar el VIF, cinco muestras
superaron el umbral de deteccion calculado para este canal, por lo tanto, fue-
ron consideradas positivas para este virus luego de verificar con PCR individual y
electroforesis en gel de agarosa al 3% que la banda correspondia al tamano del
amplificado (111 pb) esperando (datos no mostrados).

De las 78 muestras analizadas con PCR multiple se obtuvieron 38 positivas, 31 ne-
gativas y nueve no determinadas para leucemia, y de las 48 muestras analizadas
para sida se obtuvieron 5 positivas y 43 negativas. Dos muestras presentaban una
infeccién mixta.

Segun los resultados para sida, tres muestras fueron positivas y 39 negativas con
ambas pruebas, seis presentaron discrepancia en el resultado, es decir, muestra
determinada positiva con prueba seroldgica dieron negativas con la PCR multiple o vice-
versa. Para leucemia 27 muestras fueron positivas y 24 negativas con ambas pruebas
y 18 presentaron discrepancia en el resultado (Tabla 2). Los controles negativos no
presentaron amplificacién en ningun canal y la fluorescencia siempre estuvo por
debajo del umbral de deteccion.
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Tabla 2. Resultados de la comparacion entre la prueba seroldgica y la PCR multiple.

Prueba seroldgica

Leucemia Felina Prueba seroldgica Sida Felino

+ - Total + - Total
Positivas 27 11 38 3 2 5
Negativas 7 24 31 4 39 43
PCR Multiple
No Determinada 3 b 9 0 0 0
Total 37 41 78 7 41 48

Al considerar estos datos y analizarlos teniendo como punto de referencia una prueba
serolégica de inmunoensayo para la deteccion de respuesta inmunoldgica del animal,
la proporcién de concordancia entre la prueba seroldgica y la PCR multiple con res-
pecto a leucemia, luego de excluir el azar es de 0,5 (95% Cl 0,24 a 0,72) y de sida es
de 0,43 (95% CI -0,15 a 0,70) esto representa un acuerdo bajo, lo cual significa que
no existe una relacion entre los resultados de las pruebas; sin embargo, al ser cal-
culado con una prueba de referencia imperfecta se presenta un sesgo, por lo tanto
los valores de sensibilidad (0,53/0,26) y la especificidad (0,46/0,74) para leucemia 'y
sida respectivamente se determinaron con la metodologia de Broemeling*(Tabla 3).

Tabla 3. Resultados de sensibilidad y especificidad para la PCR multiple y la prueba
serologica de leucemia y sida felino obtenidos de acuerdo a analisis bayesiano.

Parametro  Media DE MC error 0,025 0,975
E-PCR* 0,4608 0,1752 0,001277 0,1254 0,8355
IE E-Sero** 0,5082 0,1758 0,001273 0,1515 0,8655
§ S-PCR’ 0,5373 0,1741 0,001256 0,1631 0,8726
S-Sero” 0,4891 0,1745 0,001247 0,1348 0,8441
E-PCR* 0,7422 0,2131 0,003719 0,2017 0,9661
& | E-Sero™ 0,7044 0,2196 0,003843 0,1724 0,9526
% S-PCR’ 0,2605 0,2139 0,003747 0,0339 0,7998
S-Sero” 0,2973 0,2199 0,003892 0,04779 0,8282

*Especificidad para la PCR multiple.
**Especificidad para la prueba seroldgica.
‘Sensibilidad para la PCR multiple (S-PCR)
“Sensibilidad para la prueba serolégica.
DE: Desviacion estandar.

Discusion

Durante la estandarizacion de la técnica el paso de ARN a ADN copia generaba altas
concentraciones; sin embargo, las muestras con una cantidad menor a 0,1 ng/pL de
ARN no cumplian la relacion de absorbancia 260/280 nm presentando inconvenientes
en el desarrollo de la PCR multiple, por lo cual fueron descartadas. Las bajas concen-
traciones de ARN se atribuyen a errores en la fase pre analitica y se considera que la
metodologia de toma de muestra debe ser modificada, debido a errores encontrados
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durante el proceso, principalmente hemolisis y coagulacién®, por esta razén 11 mues-
tras fueron descartadas antes de iniciar el proceso de extraccion; sin embargo, este
problema en el procedimiento también puede ser el causante de los resultados no
determinados con la PCR multiple, ya que la concentracion y calidad de ARN y poste-
riormente de ADN copia se ve directamente afectada por la condicion de la muestra?.

Los resultados de la PCR multiple fueron determinados basados en el umbral de
deteccidn calculado para cada canal, debido a que no es posible detectar el limite
de deteccion de la prueba, ya que, se analizaron muestras clinicas y no se conocia
la proporcion de ARN de felino y de los virus en las muestras?, por esta razon es
necesario analizar controles de laboratorio o muestras simuladas para incluir este
pardmetro de validacién de la PCR multiple?’ y poder estimar la carga viral en las
muestras clinicas. A pesar de que no fue posible calcular esta variable, la PCR multiple
en tiempo real es mas sensible y posibilita el diagnostico de varias enfermedades en
una Unica prueba’.

En los resultados obtenidos no fue posible observar una curva exponencial de am-
plificacion para las muestras positivas para sida con la PCR multiple, lo cual puede
deberse a que la cantidad de ADN copia presente en la muestra correspondiente al
virus, es insuficiente para alcanzar el crecimiento exponencial y verse reflejado en
la curva (Figura 2)°% no obstante, cinco muestras superaron el umbral de deteccion
y se determinaron como positivas luego de corroborar este resultado con PCR indi-
vidual (Datos no mostrados).

La cantidad de muestras positivas para sida es baja; sin embargo, segun la referencia
mas cercana existente, reportado por Salim Mattar Velilla et. al en un estudio en
Monteria, Cordoba®, se presenta una mayor prevalencia para leucemia, tanto por
diagndstico serolégico® 7 como molecular?, lo cual es consistente con lo reportado
en esta investigacion. Es importante resaltar que el paso de ARN a ADN copia, no se
realiza con cebadores especificos de los virus, sino con cebadores aleatorios incluidos
en el kit First strand cDNA synthesis (Thermo Scientific, Inc. USA), que sintetizan ADN
copia de todos los ARN presentes en la muestra, igualmente por esta razon es nece-
sario usar grandes cantidades de ADN copia en la reaccidon de la PCR multiple, por lo
cual desarrollar cebadores especificos para la sintesis de ADN copia podria mejorar
la eficiencia?”®. Ademas, se debe considerar que la prueba de referencia detecta
la respuesta inmunoldgica del animal sugiriendo que este puede presentar una in-
feccion por el virus causante de sida, no que el agente etiolégico se encuentre en el
hospedero’’, lo cual esta relacionado con la baja concordancia entre las pruebas de
deteccion de los virus.

De 13 muestras con resultado serolégico negativo, dos fueron positivas para sida y
11 para leucemia con la PCR multiple (Figura 3), esto se relaciona con la respuesta
inmune del hospedero que puede tomar hasta 60 dias o mas para siday 30 dias para
leucemia, generando un resultado negativo ya que no supera el limite de deteccién
determinado para la prueba seroldgica’ ?', adicionalmente seis de los individuos,
convivian con gatos que estaban infectados (corroborado con prueba serolégica y
PCR multiple), lo cual aumenta la probabilidad de ser positivos, ya que la transmisién
de estos virus no involucra un vector, sino el contacto con animales portadores®’¢
y en ninguno de los casos los gatos domésticos se encontraban aislados, segun
informacion de los propietarios; ademas, los animales portadores se incluyeron en
este estudio y certificaron su estado positivo tanto con la prueba seroldgica como
con la PCR multiple. Siete muestras con resultado seroldgico positivo para leucemia,
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fueron negativas con analisis molecular, lo cual puede ser atribuido a tratamientos
gue impiden la replicacion de virus en el hospedero, disminuyendo la carga viral y

no la produccion del antigeno detectado por la prueba serolégica en el individuo
infectado®?.
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Figura 2. Resultados PCR multiple, donde se observa la fluorescencia (Eje Y, dF/dT)

en relacion con el ciclo (Eje X); se presentan dos muestras (linea roja y azul) en los

canales correspondientes a la amplificacion de sida (A), leucemia (B) y de F. silvestris

catus (C), al lado derecho se presenta la relacion de los resultados con los dos mé-
todos de diagndstico (Prueba serolégica/PCR multiple).
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Figura 3. Resultados PCR multiple para leucemia, donde se observa la fluorescencia

(Eje Y, dF/dT) en relacion con el ciclo (Eje X); se presentan nueve muestras en los

canales correspondientes a la amplificacion de leucemia (A) y de F silvestris catus

(B), al lado derecho se presenta la relacion de los resultados con los dos métodos de
diagnostico (Prueba serolégica/PCR multiple).

Segun los resultados obtenidos con la estimacion de Broemeling?, los datos presentan
una alta incertidumbre como se puede observar por la amplitud de los intervalos de
credibilidad, lo cual resulta de un tamano muestral bajo, y de no contar con informa-
cién anterior que mejore la certeza de los datos, estos valores no son concluyentes
para definir la veracidad de la PCR multiple. Un caso similar lo reporté Mathevon'®
obteniendo resultados de sensibilidad y especificidad bajos al evaluar una PCR cuan-
titativa utilizando el método bayesiano, sin embargo, al presentar un tamano muestral
significativo obtuvieron unos intervalos de confianza mas exactos, pero de igual forma
concluyeron que el método molecular era mas apto para realizar diagndstico. Adi-
cionalmente, diferentes estudios han demostrado que las técnicas moleculares son
mas sensibles y especificas que las pruebas seroldgicas?®” %% ya que son pruebas
directas, detectan ADN, ARN, proteinas estructurales y no estructurales propias del
organismo que se esta identificando, por el contrario, las metodologias seroldgicas
son indirectas ya que detectan la respuesta inmune del hospedero 7.
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Conclusiones

La PCR multiple desarrollada en este estudio fue validada de forma in silico y presenté
resultados congruentes al realizarla in vivo, es una herramienta para la deteccién de
sida y leucemia en el gato doméstico; los cebadores y sondas desarrollados en esta
investigacion fueron estandarizados y fue posible la deteccidn de los virus causantes
de leucemia y sida felina en muestras de sangre periférica, sin embargo, se requieren
estudios adicionales para determinar el limite de deteccién de la PCR multiple. Adi-
cionalmente, es necesario aumentar el nimero de muestras, determinar informacién
gue mejore la certeza de los datos o cambiar la prueba de referencia para tener un
mejor estimativo de la sensibilidad y especificidad de la PCR multiple.
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