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RESUMEN

Esta investigacion fue de caracter comparativo, no experimental, que se
realiz6 a partir de la recoleccion de sueros de gatos dentro de los meses de
noviembre y diciembre del 2022 en el Laboratorio Clinico Veterinario
Diagnovet ubicado en la ciudad de Guayaquil, provincia del Guayas. El
tamafo de la muestra fueron 40 sueros de gatos derivados al laboratorio
previamente mencionado para la deteccion del antigeno p27 del virus de
leucemia felina (ViLeF) por el método de microELISA, de los cuales 30
fueron positivos y 10 negativos. La investigacion se la realizo en tres fases:
Primero la recoleccion de sueros; segundo se utilizé los mismos sueros que
fueron anteriormente utilizados para testearlos en dos test seroldgicos
rapidos comunmente usados en consultorios veterinarios, con el objetivo de
evaluar su grado de concordancia y sensibilidad. La tercera fase consistio en
la tabulacion de datos y el andlisis estadistico. Se logr6 comprobar
estadisticamente por medio del rango del valor kappa, que ambos tests
comparados con el método de microELISA como técnica de referencia
tienen un grado de concordancia muy bueno, por lo que se concluye que
estos tests son confiables y pueden ser utilizados como herramienta para un
diagnéstico rapido.

Palabras Clave: Gatos, virus de Leucemia Felina, microELISA,
inmucromatografia, antigeno p27.

XV



ABSTRACT

This investigation is comparative, non-experimental, that was carried out
from the collection of cat’'s serums within the months of November to
December 2022 at the Veterinary Clinical Laboratory Diagnovet located in
Guayaquil city, province of Guayas. The sample size was 40 cat’s serum that
were sent to the laboratory previously mentioned for the detection of antigen
p27 of feline leukemia virus (FelLV) using the micro-ELISA method, which
were divided into 30 positives and 10 negatives. The investigation had three
phases: First, the collection of cat's serums; second, the same serum was
used too on the two serological rapid tests that are commonly worn in vet
consults, to evaluate the level of agreement and sensibility. The third phase
consisted on tabulation of the data obtained and statistical analysis. It was
possible to demonstrate statistically through kappa range, that both
serological rapid tests are very good compared with micro-ELISA method as
the gold standard technique, so it's concluded that both tests are reliable and
can be worn as tool for a rapid diagnose.

Key words: Cats, feline leukemia virus, micro-ELISA,
immunochromatography, antigen p27.
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1 INTRODUCCION

El gato es un animal doméstico que se ha convertido en una de las mascotas
mas populares a nivel mundial; una de las enfermedades mas comunes y que
representa un alto riesgo para su salud es la leucemia viral felina o ViLeF, que es
causada por un retrovirus que pertenece a la familia Retroviridae, es considerado

potencialmente mortal para los felinos domésticos.

La deteccion de esta enfermedad es de vital importancia para brindar un
tratamiento oportuno al paciente y sobre todo para evitar la propagaciéon de esta. Es
por eso que en los consultorios veterinarios el método mas utilizado para
diagnosticarla son los test inmunocromatograficos ya que se obtienen los resultados
en pocos minutos en comparaciéon de una prueba de laboratorio que puede tardar
aproximadamente entre 24 a 72 horas, es importante mencionar que estos test
serologicos rapidos pueden arrojar falsos negativos si no hay la cantidad necesaria
de antigenos, mientras que las pruebas de laboratorio son mas sensibles y pueden

ser mas especificas.

El diagnéstico para esta enfermedad dependera de la fase en la que se
encuentre, sin embargo, la primera prueba diagndstica es la deteccion de antigeno
p27, para la deteccion de esta proteina los métodos méas usados son: microELISA e

inmunocromatografia, que son los métodos que se emplearan en esta investigacion.

El propdsito de este estudio es evidenciar el porcentaje de sensibilidad de las
pruebas seroldgicas rapidas utilizadas en consultorios veterinarios vs el método de
microELISA empleado en laboratorios, ya que es fundamental para la salud de los
pacientes un resultado confiable y atil para la confirmacién o el descarte de esta
enfermedad.



1.10Dbjetivos
1.1.1 Objetivo general.

Determinar el grado de concordancia entre dos @ test
inmunocromatograficos comercializados en la ciudad de Guayaquil, utilizados en

consultorios veterinarios vs el método de microELISA empleado en laboratorios.

1.1.2 Objetivos especificos.
e Determinar porcentajes de sensibilidad de los dos test
inmunocromatograficos.
e Comprobar la utilidad de los inmunocromatograficos en comparacion

con la técnica de microELISA.



2 MARCO TEORICO
2.1 Taxonomia
Familia: Retroviridae
Subfamilia: Orthoretrovirinae

Género: Gammaretrovirus (Dunham & Graham, 2008).

Es un virus ARN (retrovirus) monocatenario, es decir de cadena simple, este
virus se integra al ADN del huésped transcribiendo su ARN viral a ADN viral
(provirus), a través de la enzima transcriptasa reversa (TR). Durante la mitosis
celular, las células hijas son las que heredan el provirus causando que puedan

permanecer infectando durante toda la vida (Dunham & Graham, 2008).

2.2 Etiologia

Es un agente exdgeno que tiene replicacion dentro de varios tejidos, como
glandulas salivales, epitelio respiratorio e incluso médula 6sea. La estructura viral
esta formada por una envoltura de glicoproteinas y una nucleocapside icosaédrica.
La envoltura esta compuesta de manera que el virus se vuelve especialmente débil y
una manera facil y eficaz de eliminarlo es por medio de desinfectantes habituales o
comunes (Perhari¢ et al., 2018).

2.2.1 Genomay proteinas de ViLeF.

El material genético viene en dos copias de acido ribonucleico, lo que
lo convierte en diploide (ARN) (MacLachlan & Dubovi, 2017). Ademas de
convertir este ARN en &cido desoxirribonucleico (ADN), la transcriptasa
inversa funciona como una ribonucleasa que permite la escision de la
cadena de ARN del heteroduplex de ADN a ARN. (Hartmann y Levy, 2017;
MacLachlan y Dubovi, 2017).

En 2011, Cano et al. indican que el viribn de los retrovirus esta

conformado por tres genes mas importantes de los retrovirus los cuales son:

e Gen gag (Antigeno especifico de grupo): Se encarga de codificar

las proteinas estructurales del virus, entre estas la p27
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(importante para el diagnostico de la infeccidn), y estas son
antigénicamente idénticas para cualquier subtipo de ViLeF.

e Gen pol (Polimerasa): codifica las proteinas responsables de la
replicacion virica y que tienen actividad enzimatica; la
transcriptasa inversa, polimeriza nucle6tidos de DNA a partir de

una copia de RNA viral.

e Gen env (Glicoproteinas de la envoltura): codifica las proteinas
de la envoltura que estan implicadas con la interaccion de los
receptores celulares que permiten introduccién del virus en las

células del hospedador.

2.2.2 Subgrupos de ViLeF.

En su estudio Kawasaki y Nishigaki (2018) concluyeron que el ViLeF
posee distintos genotipos o subtipos, los mas importantes son: ViLeF-A,
ViLeF-B, ViLeF-C.

e ViLeF-A: Esta implicado en todas las infecciones del virus, ya sea
solo o también en combinacion con el subtipo B o C, e incluso
ambos. Este subtipo es el mas comun y tiene una capacidad
altamente infectiva. También es capaz de provocar neoplasias

hematopoyéticas.

e ViLeF-B: El subtipo B aparece por recombinacién del subtipo A con

un retrovirus endégeno, se asocia con linfomas y no es contagioso.

e ViLeF-C: Surge por mutacion del gen env del ViLeF-A, es la menos
comun, estd asociada con anemia aplasica severa o leucemia

eritroide.

2.3 Transmision

El ViLeF es un patégeno que para su transmision va a depender de la
densidad poblacional y de contacto cercano con un gato que presente un cuadro
virémico persistente debido a que el factor principal para el contagio es la saliva, que

estd directamente relacionada con conductas amigable o sociales, como



acicalamiento mutuo, beber agua y comer del mismo plato que un gato infectado
(Hwang et al., 2018; Perhari¢ et al., 2018).

La transmision también se puede dar por medio de mordidas y otros fluidos
corporales como: lagrimas, secreciones nasales, leche, orina, heces, semen, fluidos
vaginales y placenta. También se puede producir de forma iatrogénica por medio de
instrumental contaminado, agujas y transfusion de sangre (Aiyaranoi et al., 2018;
Perharic et al., 2018).

Por otro lado, Vobis et al., (2003) mencionan a la pulga como una fuente
potencial transmisora del material genético viral, ya que se ha encontrado presencia
de ARN de ViLeF en esta, aunque no se ha podido constatar si es de forma
mecanica por medio de las piezas bucales o por causa de la regurgitacion de
sangre, y tampoco ha sido posible determinar si el virus se ve afectado durante la

succion.

Ramirez et al. (2016), en su estudio explican que los factores de riesgo mas
comunes y que estan estrechamente vinculados con la presencia del virus son:
sexo, edad, raza, acceso al exterior y contacto muy cercano con otros gatos no
vacunados o expuestos al virus. Otros factores de riesgo que se deben tomar en
cuenta pero que no son tan importantes podrian ser densidad poblacional alta y
malas condiciones de higiene.

Se considera que la prevalencia aumenta en gatos machos no castrados con
edad reproductiva, que tienen acceso al exterior, debido a la exposicion a fluidos
corporales en lesiones provocadas peleas entre machos que compiten por hembras
en celo y para defensa o marcaje de su territorio (Beatty, 2017; Da Costa et al.,
2017).

2.4 Fisiopatologia

Por lo general, la viremia aparece varios meses después de una exposicion
continua con gatos infectados, al pasar del tiempo se infectan las glandulas salivales
y el tracto gastrointestinal, de manera que el virus es excretado en altas cantidades

en saliva y heces (Lutz et al., 2009).



2.4.1 Aspectos clinicos.
El virus de leucemia felina ha sido asociado con alteraciones
hematopoyéticas entre ellas neoplasicas, no neoplasicas y sindromes de

inmunosupresion (MacLachlan & Dubovi, 2017).

La manera en la que se va presentar de la patogenia y la severidad
de la infeccion va a depender de distintos factores, entre estos, los mas
importantes son: la edad del gato, ya que la susceptibilidad aumenta si los
gatos son jovenes; inmunocompetencia, es decir que el animal tenga un
sistema inmunoldgico fuerte, de manera que pueda eliminar o contener al
virus; y el genotipo resultante del ViLeF (Aiyaranoi et al., 2018). La supresion
mieloide esta asociada de manera significativa a la afinidad que presenta el
virus hacia las células hematopoyéticas de la medula 6sea (Szilasi et al.,
2018).

2.4.2Tipos de infeccion.
Segun MacLachn & Dubovi (2017) la infeccién por leucemia viral
felina puede evolucionar en cuatro diferentes etapas: abortiva, regresiva,

progresiva y focal.

e Abortiva: No se desarrolla viremia porque el virus no es replicado
debido a una respuesta inmunitaria eficaz del animal que elimina

el virus de todas las células.

e Regresiva: Se produce una viremia transitoria que dura menos
de 3 semanas, y es frenada por el sistema inmunolégico de
manera que se proporciona cierta proteccion a nuevas
exposiciones al virus, sin embargo, el gato no elimina el virus

totalmente de su organismo.

e Progresiva: La viremia dura mas de tres semanas, es la etapa en
la que el animal no es capaz de eliminar la infeccion por lo que

se infecta de manera eficiente y desarrolla la enfermedad.

e Focal: El virus se replica en localizaciones distintas, pero no se

replica a nivel sistémico.
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2.5 Signos Clinicos

Infecciones por leucemia felina pueden causar variables y mdultiples signos
clinicos inespecificos como: fiebre, pérdida de apetito (anorexia), pérdida de peso,
deterioro de pelaje, inflamacion de ganglios linfaticos o infecciones oportunistas. Las
enfermedades mas comunes como consecuencia de la leucemia viral felina
progresiva son: Inmunosupresion, supresion de la médula 6sea y linfoma (Hofmann,
2018).

El prondstico para gatos con leucemia viral felina progresiva es malo, algunos
se mantienen sanos por afios hasta que alguna enfermedad relacionada a esta se
desarrolle, es importante mencionar que la edad del gato al momento del contagio
es un factor determinante para resultados clinicos, es decir la manera en la que la

enfermedad podria evolucionar (Hofmann, 2018).

2.5.1 Neoplésica.

Es un virus oncégeno que tiene la capacidad de producir o causar
distintos tumores en gatos, entre estos, los mas comunes son el linfoma y la
leucemia (Hartmann & Levy, 2017; Paulin et al.,, 2018). Los linfomas se

originan por expansion clonal de linfocitos neoplasicos (Paulin et al., 2018).

La leucemia es una neoplasia maligna de las células de la médula
0sea, que pueden o no circular en la sangre (Vail, 2017). La leucemia
linfoblastica aguda surge de precursores linfoides no maduros, tiene una
prognosis altamente pobre y una proporcion mayor a 50 % de linfoblastos en
relacion con las células que estan nucleadas de la médula 6sea (Tomiyasu
et al., 2018).

2.5.2 No neoplasica.
Segun Cano et al. (2011), la enfermedad no neoplasica puede
presentarse de las siguientes formas:
e Anemia No-regenerativa: se presenta a causa de mielosupresion,
mielodestruccion o enfermedades mieloproliferativas.
e Anemia hemolitica: Puede ser inmunomediada o secundaria a
Mycoplasma haemofelis.

e Pancitopenia: Aparece en casos avanzados de mielosupresion.
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e Inmunosupresion: Se la asocia con la infeccién viral de las
plaquetas y de los neutrofilos, lo que conduce a alteraciones en la
guimiotaxis y en la fagocitosis. Esto predispone a enfermedades
secundarias tales como estomatitis, abscesos, piotorax,
dermatitis, peritonitis infecciosa felina (PIF), toxoplasmosis and
cryptococcosis.

e A nivel reproductivo ViLeF podria causar infertilidad y abortos. En
los gatitos recién nacidos puede inducir a un sindrome de
apagamiento, caracterizado por falta de reflejo de succion,
deshidratacion, hipotermia y atrofia del Timo.

e DesoOrdenes inmunomediados: glomerulonefritis autoimmune,
uveitis, poliartritis neutrofilica.

e En el ojo se puede observar ademas anisocoria como

consecuencia de la accion del virus en Sistema Neurovegetativo.

2.6 Diagnostico

El correcto y temprano diagnéstico de esta enfermedad es muy importante ya
que ayuda en el manejo de los animales infectados y en los no infectados, de
manera que se pueda extender o prolongar la vida de estos felinos con calidad
(Campbell et al., 2020).

Las pruebas seroldgicas son Uutiles para la deteccion del antigeno p27, a
través de sangre, suero, plasma o saliva. La inmunocromatografia de flujo lateral y el
ELISA son las dos pruebas serolégicas mas utilizadas por su facil alcance para el
diagndstico clinico, ademas que se obtienen los resultados en pocos minutos (Krecic
et al., 2018).

La vacunacion no es considerada como un factor de interferencia en el
diagndstico seroldgico, ya que este no es capaz de detectar anticuerpos. Se sugiere
no utilizar fluidos distintos a la sangre en pruebas de serologia, por evitar posibles
falsos resultados, a menos que se sospeche de una infeccién atipica (Kennedy &
Little, 2012).



La prueba PCR es una técnica de biologia molecular que se ha convertido en
una herramienta muy util en el diagnéstico del ViLeF, debido a al diagnostico de
gatos negativos en otras pruebas, pero positivos a PCR, lo que la vuelve importante
para desenmascarar infecciones latentes o regresivas. Por la alta sensibilidad que
ofrece no necesita depender del factor viremia ni de antigenos circulantes (Galdo-
Novo et al., 2016).

Tabla 1. Diferentes presentaciones de la afeccion por ViLeF y métodos de

diagndstico

Abortiva Regresiva Progresiva Atipica

Deteccion de - - + +/-
antigeno p27

en sangre

Aislamiento - - + +/-
de ViLeF en

sangre

Deteccion de - - + +/-
ARN viral en

sangre

Deteccion de - + + +/-
ADN proviral

en sangre

Aislamiento - - + +
de ViLeF en

tejidos

Excrecién - - + +/-

viral
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Fuente: Hartman, K. Clinical Aspects of Feline Retroviruses: A Review. Viruses,

v.4, 2012.

Elaborado por: La Autora
2.7 Pruebas inmunoldgicas

Son las encargadas de detectar diferentes tipos de enfermedades infecciosas,

son pruebas de laboratorio con las que se detecta la presencia de una sustancia.
También, se determina en qué cantidad esta presente. Se realizan por medio de una
muestra de sangre o en otros liquidos corporales utilizando para ello una

reaccion inmunoldgica (Laboratorio Médico Lidera, 2022).

Las pruebas inmunoldgicas usan antigeno para detectar anticuerpos contra
un patégeno en una muestra del paciente, o anticuerpo para detectar un antigeno
del patégeno en una muestra del paciente. El procesamiento de las muestras varia,
pero si es necesario retrasar el analisis, deben refrigerarse o congelarse para

impedir la proliferacion de contaminantes bacterianos (Vazquez, 2020).

2.7.1Sensibilidad analitica.

La sensibilidad analitica se expresa como el limite de deteccién de
prueba, es decir, la menor concentracion detectable o medible del elemento
analizado (antigeno o anticuerpo) que la prueba puede demostrar. Esta
propiedad mide la capacidad de la técnica de discriminar pequefas
diferencias de concentraciones del elemento analizado. Una técnica de
elevada sensibilidad analitica detecta niveles muy bajos de anticuerpos y
una de baja sensibilidad so6lo reconoce a una gran concentracion (Aparicio et
al., 2007).

2.7.2 MicroELISA.

Saceda (2022) menciona que ELISA son las siglas por las que se conoce
al ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (en inglés enzyme-linked
immunosorbent assay). La identificacion es especifica, consigue que pequefios
segmentos de proteinas destaquen y no puedan ser confundidas con otras. Para

poder identificar los antigenos se utilizan moléculas con dos componentes
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acoplados: un anticuerpo (que se une al antigeno de forma especifica) y

una enzima (que se activa y sefiala la unién al antigeno).
Los diferentes tipos de ELISA son:

e ELISA directo: Es el ensayo mas simple y rapido de todos, donde un anticuerpo
primario marcado con una enzima se unira directamente al antigeno de interés
permitiendo la deteccion y/o cuantificacion de este (Abyntek, 2019).

e ELISA indirecto: se realiza de forma similar al ELISA directo, pero en este caso
se aflade primero un anticuerpo sin enzima y después uno con enzima. De esa
forma, la sefial que emite la enzima es mucho méas potente y la prueba es méas
sensible (Saceda, 2022).

e ELISA sandwich: el antigeno queda inmovilizado entre dos anticuerpos, uno de
captura y otro de deteccién también conocidos como pares de anticuerpos, que
se uniran a dos epitopos distintos de un mismo antigeno (Abyntek, 2019).

e ELISPOT: se trata de un tipo de ELISA que permite conocer de forma cuantitativa
el antigeno, incluso identifica el nimero concreto de células donde se encuentra
(Saceda, 2022).

e ELISA competitivo: es una variante mas compleja de la técnica ELISA, también
conocido como ELISA de inhibicion debido al uso de un antigeno de referencia
gue competira con el antigeno de la muestra por unirse al anticuerpo primario. Se
utiliza generalmente para detectar y/o cuantificar antigenos presentes en muy
bajas cantidades (Abyntek, 2019).

2.7.3 Inmunocromatografia.

Es una técnica inmunoldgica, frecuentemente utilizada en la
actualidad porque ofrece un diagndstico rapido de distintas enfermedades,
por medio de la deteccién de antigenos o anticuerpos que pueden ser
encontrados en diversos fluidos biolégicos. Esta técnica nos permite
observar la reaccion que existe entre antigeno-anticuerpo debido al
amontonamiento del oro coloidal del conjugado en zonas determinadas del
papel de nitrocelulosa, donde han sido fijados anteriormente anticuerpos de

captura. (Escalante et al., 2001).
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3 MARCO METODOLOGICO

3.1 Ubicacion de la investigacion

El presente estudio se realizara en Laboratorio Clinico Veterinario Diagnovet
ubicado en Av. Coronel Lorenzo Juan N. de Garaycoa y Llaguno 2503, sector sur de

la ciudad de Guayaquil.
Figura 1. Ubicacion geogréfica de Laboratorio Clinico Veterinario Diagnovet
Fuente: Google maps (2022).
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3.2 Clima
Guayaquil es una ciudad situada a 4 msnm con una precipitacion media de
791 mm y una temperatura que fluctia entre los 21 °C a 31 °C considerandose una

ciudad calida y humeda (Rodriguez, 2020).

3.3 Materiales
3.3.1 Materiales de campo.

Boligrafo

[}
Libreta de apuntes

Celular
Hojas papel bond A4

°
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3.3.2 Materiales de laboratorio.

e Mandil

e Guantes

e Congelador

e Muestras Sanguineas

e Lector de ELISA

e Micropipeta (volumen variable)

e Micropipeta mono canal

e Microplacas

e Tubos de ensayo

¢ Kit microELISA deteccion de antigeno p27
¢ Kit 1 inmunocromatografico (deteccidén antigena p27)

e Kit 2 inmunocromatogréfico (deteccion antigena p27)

3.4 Poblacion de estudio

La poblacion de estudio son las muestras sanguineas de todos los gatos
derivados al laboratorio clinico veterinario Diagnovet que soliciten el estudio
serolégico para deteccion de antigeno p27 por el método microELISA.

3.5 Muestra
El tamafio de la muestra es un total de 40 gatos, de los cuales 30 deben ser
detectados positivos y 10 negativos utilizando el método de microELISA como

técnica de referencia.

3.6 Tipo de estudio

Este estudio es de tipo no experimental con enfoque descriptivo correlacional,
en el que se establecera la sensibilidad de las pruebas inmunocromatogréficas por
comparacioén con otra técnica mas sensible (de referencia), ya establecida para

diagnéstico de la enfermedad.
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3.7 Disefio estadistico

Para poder evaluar una prueba diagnéstica por medio de la comparacion de
sus resultados con los obtenidos por la otra prueba diagnostica de referencia se
emplea la tabla de contingencia de 2x2, y para valorar el grado de concordancia
entre las dos técnicas, se realizara el calculo del indice o valor kappa, que mide la
concordancia de resultados entre las pruebas mas alla del efecto del azar. Este

indice también se aplica al comparar la validez diagnéstica de dos pruebas entre si.

Tabla 2. Tabla de contingencia 2x2 de Cohen

Pruebas
diagnosticas de
referencia
Positivo | Negativo
Prueba Positivo a c fl
diagnostica
evaluada Negativo b d f2
cl c2 N

Fuente: Cohen, 1960
Elaborado por: La Autora

Concordancia observada CO= a+d
N
Concordancia debida al azar CA= flxcl+f2xc2
N2

Concordancia real o no debida al azar CR = CO - CA

Maxima concordancia que puede producirse mas alla del azar MCMA =1 - CA

Kappa = CR

MCMA

Fuente: Cohen, 1960
Elaborado por: La Autora

15



Tabla 3. Rangos de valores kappa

Rangos valores kappa

Grado de acuerdo entre las pruebas

<0.00

0.00-0.20

0.21-0.40

0.41-0.60

0.61-0.80

0.81-1.00

Sin acuerdo
Insignificante
Bajo
Moderado
Bueno

Muy Bueno

Fuente: Cohen, 1960
Elaborado por: La Autora

Fuente: Greene, 1990
Elaborado por: La Autora

3.8 Variables

3.8.1 Variable dependiente.

Sensibilidad = a

a+b

Tiene Leucemia Viral Felina

e Sj
e No

3.8.2 Variables independientes.

e Prueba MicroELISA

e Kit Inmunocromatografico 1

e Kit Inmunocromatografico 2

3.9 Metodologia

Este estudio se realizd6 desde octubre del 2022 hasta enero del 2023 en el
Laboratorio Clinico Veterinario Diagnovet. Primero se escogieron 40 muestras
sanguineas que tuvieron mayor volumen para posteriormente poder ser distribuidas
en las pruebas a comparar. Estas 40 muestras fueron procesadas anteriormente por

la técnica de referencia (microELISA) para la deteccién del antigeno p27 del virus de
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leucemia felina, de las cuales 30 resultaron positivas y 10 negativas. Finalmente, con
los resultados referentes, el suero restante fue distribuido entre los dos test

inmucromatograficos (pruebas a evaluar).

3.9.1 Procesamiento de muestras por microELISA.

e Se retira los reactivos de la refrigeradora y se dejo a temperatura ambiente por

30 minutos.

e De acuerdo con la cantidad de muestras que se procesaron se cortaron los
pocillos incluyendo los controles negativo y positivo.

e Se procedi6 a preparar la solucion de lavado con agua destilada con la

siguiente formula:

e 300 microlitros (pL) de solucion de lavado x # de pocillos x # de lavados x

gastos de reactivo (1.1).
e Se procedio a homogenizar todas las muestras en el Vortex.

e Se coloco 50 pL de los controles positivo y negativo y de los sueros que se

guerian analizar, cada uno en un pocillo diferente.

e Se afiadi6 50 pL de conjugado a todos los pocillos en el mismo orden que se

adicionaron los sueros y controles.

e Se agitd suavemente con ayuda del marco durante 30 segundos, para después
tapar con Parafilm todos los pocillos y dejarlos incubar por 10 minutos a

temperatura ambiente dentro de un recipiente oscuro.

e Se procedié a lavar 4 veces con la solucion de lavado y agua destilada
previamente preparada, para este paso se usé la pipeta multicanal para agilizar

el procedimiento.

e Se afadi6 100 pL de solucién de sustrato en cada pocillo y se dejo actuar

durante 5 minutos a temperatura ambiente.

e Se afadio 100 pL de solucién de frenado en cada pocillo, en el mismo orden

gue se suministré la solucion de sustrato.

17



e Finalmente se procedio a colocar el kit en el lector de microELISA para poder a

leer los resultados.

3.9.2 Procesamiento de muestras por test inmunocromatograficos.

e Se saco el test del sobre de aluminio y se lo coloc6 en una superficie seca y

plana.

e Se procedio a identificar el kit escribiendo el nimero de protocolo del paciente

con ayuda de un marcador.

e Se tomo 10 pL (1 gota) de suero con ayuda de una pipeta y se afiadié en el

pocillo del test.

e Se coloc6é 2 gotas del diluyente suministrado en el kit (en caso de no

observarse la migracion de la muestra en la ventana colocar 1 gota adicional).
e Se esperd 10 minutos para tener una interpretacion correcta del diagndstico.

e Pasado los 20 minutos, la interpretacién no sera valida.
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4 RESULTADOS

En esta investigacion se pudo obtener los siguientes resultados comparando
la sensibilidad del método de microELISA como técnica de referencia, empleada en
laboratorios clinicos vs dos test seroldgicos rapidos usados en consultorios
veterinarios para el diagnostico de leucemia viral felina mediante la deteccion del
antigeno p27, reflejando un grado de sensibilidad muy similar a la de la técnica de

referencia.

En la Tabla 4 se puede observar los resultados positivos y negativos
obtenidos por el método de microELISA y los dos tests inmucromatograficos.

Tabla 4. Resultados obtenidos en Test IC 1y Test IC2

Variable microELISA % TestIC TestIC2 % Sig.

1
Positivo 30 75 28 28 70 0.1573
Negativo 10 25 12 12 30
Total 40 40 40

*Indica diferencia significativa
Elaborado por: La Autora
Test IC 1: Test inmunocromatogréafico 1; Test IC 2: Test inmucromatografico 2

Se evalud las pruebas por medio de la Tabla 2 y las féormulas de
concordancia observada, concordancia debida al azar, concordancia real o no
debida al azar, maxima concordancia que puede producirse mas alla del azar, con el
objetivo de obtener un valor referencial que nos permita determinar con la Tabla 3

de rangos de valores kappa, el grado de concordancia entre las pruebas.
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Tabla 5. Tabla de contingencia microELISA vs test IC 1 y test IC2

Pruebas diagndsticas de
referencia (microELISA)
+ -
Prueba + 28 0 28
diagndstica
evaluada
- 2 10 12
TestIC1ly2
30 10 40

La Tabla 5 es una tabla de contingencia 2 x 2 que se us0 para la evaluacion
de la prueba diagndstica evaluada por comparacion de sus resultados con los
obtenidos por la prueba diagndstica de referencia.

Concordancia observada CO= 28+ 10 =0.95
40

Concordancia debida al azar CA = 28x30+10x12 =0.6
402

Concordancia real o no debida al azar CR =0.95-0.6 =0.35

Méaxima concordancia que puede producirse mas alla del azar MCMA =1- 0.6 =0.40

Kappa= 0.35 =0.8

0.40

Se obtuvo como valor kappa 0.8 que en la Tabla 3 de rango de valores kappa
se determina que el grado concordancia entre las pruebas diagnésticas evaluadas
(test inmunocromatogréaficos) en comparacion con la prueba diagnéstica de

referencia (microELISA), es muy bueno.
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Se obtuvo un porcentaje de sensibilidad por medio de la siguiente formula
reemplazando los valores con ayuda de la Tabla 2.

Sensibilidad = 28 = 0.93
28+2
El nimero obtenido se lo multiplicé por 100 para convertirlo en porcentaje,

como resultado se obtuvo un 93 % de sensibilidad de 100.
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5 DISCUSION

La leucemia viral felina es una de las enfermedades mas comunes y con una
alta taza de mortalidad, se han desarrollado diferentes métodos para su deteccion
siendo el método de inmunocromatografia (test serolégicos rapidos) el mas utilizado

en consultorios veterinarios.

De acuerdo con los estudios realizados por Westman et al., (2017) en la
investigacion que realizé en el virus de leucemia felina puede ser una enfermedad
dificil de diagnosticar debido a la compleja relacion entre el patégeno - huésped
felino y en ocasiones las pruebas diagndsticas poco fiables. Se compara PCR con
inmucromatografia y determinan que falsos positivos por medio de deteccion de

antigeno p27 fueron mas comunes en gatos viejos.

Campbell, et al., (2020) mencionan en su estudio en el que comparan
inmucromatografia con PCR en el que, de 39 pacientes positivos por PCR, solo uno
dio positivo por inmunocromatografia, por lo que concluyen que se debe de
considerar la patogénesis del agente para poder testear correctamente, hacer

asociaciones y no hacer un mal diagndstico al paciente.

Con esta investigacion se demostr6 comparando los estudios descritos
anteriormente, que los tests inmunocromatograficos han mejorado su sensibilidad
analitica, ofreciéndonos una rapida y eficaz herramienta de diagnéstico, por lo que

pueden ser usados con confianza en los consultorios veterinarios.
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6 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1 Conclusiones

Las pruebas comparadas tienen un rango muy bueno de grado de
concordancia.

Las pruebas inmucromatogréficas usadas en esta investigacibn son
confiables y utiles para rapidos diagndsticos en consultorios veterinarios.

Hay una baja probabilidad de falsos negativos en los tests usados en este

estudio.

6.2 Recomendaciones

En caso de usar el método de inmucromatografia o pruebas rapidas vy
sospechar de un falso negativo, realizar una prueba diagndstica mas sensible
como microELISA o PCR.

Evaluar al paciente y los signos clinicos para la eleccion del método de
diagnostico.
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