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ABSTRACT

The purpose of this work was to carry out the first multicenter study in the Monterrey Nuevo
Ledn metropolitan area to estimate the prevalence of Feline Herpesvirus-1 (FHV-1), Feline
Calicivirus (FCV) and Mycoplasma spp. in cats with Feline Respiratory Complex (CRF)
disease and assess the risk factors for this clinical condition. The study population were
130 cats who had a consultation with signs compatible with the CRF. 130 conjunctival,
nasal and oropharyngeal swabs were collected that were obtained from June 2018 to
November 2019. A survey was conducted for each cat where data were collected, such as
vaccination history, clinical signs, age and sex. Samples were analyzed by RT-PCR / PCR.
Of the samples analyzed, the most common of the agents detected was FHV-1 (51%)
followed by Mycoplasma spp. (13%), and as a coinfection of both agents a 2% positivity
was found. FHV-1 infection was more common in cats that had access to the outside, who
cohabited with other cats and cats that did not have an adequate vaccination schedule. For
infection with Mycoplasma spp. It was more common to observe it in cats <1 year of age,
<2 kg in weight and in cats that had access to the outside. The largest number of samples
were collected during the winter months. CRF is a common disease that affects felines in
the metropolitan area of Monterrey N.L., being commonly associated with infection with
FHV-1 and Mycoplasma spp. Veterinarians can use this information to design tools to

prevent, manage and control these infectious diseases in domestic cats.
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RESUMEN

El propésito del presente trabajo fue realizar el primer estudio multicéntrico en el area
metropolitana de Monterrey Nuevo Leon para estimar la prevalencia de Herpesvirus felino-
1 (FHV-1), Calicivirus felino (FCV) y Mycoplasma spp. en gatos con enfermedad del
complejo respiratorio felino (CRF) y evaluar los factores de riesgo para esta condicion
clinica. La poblacion de estudio fueron 130 gatos con signos variables compatibles con el
CRF remitidos a consulta a diversas clinicas del area metropolitana. Se recolectaron 130
hisopos conjuntivales, nasales y orofaringeos que fueron obtenidos desde junio del 2018
hasta noviembre del 2019. Se realiz6 una encuesta para cada gato donde se recopilaron
datos, como el historial de vacunacion, los signos clinicos, la edad y el sexo. Las muestras
se analizaron mediante RT-PCR/PCR. De las muestras analizadas el mas comun de los
agentes detectados fue FHV-1 (51%) seguido de Mycoplasma spp. (13%), y como co-
infeccidbn de ambos agentes se encontrd una positividad del 2%. La infeccion por FHV-1
fue mas comun en gatos que tenian acceso al exterior, que cohabitaban con otros gatos y
gatos gue no contaban con un calendario de vacunacion adecuado. Para la infeccién por
Mycoplasma spp. fue mas comun observarla en gatos < 1 afio de edad, < 2 kg de peso y
en gatos que tuvieron acceso al exterior. La mayor cantidad de muestras fueron
recolectadas durante los meses de invierno. El CRF es una enfermedad comun que afecta
a los felinos del area metropolitana de Monterrey N.L, siendo comiunmente asociada a la
infecciéon por FHV-1 y Mycoplasma spp. Los médicos veterinarios pueden usar esta
informacion disefar herramientas de prevencion, manejo y control de estas enfermedades

infecciosa en gatos doméstico.

Palabras clave: Complejo respiratorio felino, Herpesvirus felino-1, Calicivirus felino,

Mycoplasma spp.

Xiv



XV



1.1. INTRODUCCION

Los virus son patdgenos asociados fuertemente como causa actual de aumentos
prominentes de la morbilidad y la mortalidad en todo el mundo tanto en animales como en
humanos (Draz & Shafiee, 2018). Lo mas notable de estas entidades biologicas es que
carecen de metabolismo, por lo que son parasitos estrictamente intracelulares. La
apropiacion, uso de la maquinaria biosintética celular y modificacion de la misma es con el
proposito de replicar su material genético (ADN o ARN) y algunos constituyentes, esto
mediante la expresién de su material genético que conlleva a alteracion de la homeostasia
celular y por lo tanto una descompensacion a nivel de tejidos, érganos y sistemas de los

organismos vivos (Koonin, Dolja, & Krupovic, 2015).

El gato doméstico (Felis catus) se ha convertido a lo largo de los afios en una mascota
popular en el mundo, amigables para unos y para otros no. Existen entre 600 millones y
mil millones de gatos domésticos en todo el mundo, un nimero que sorprende para un
animal que contribuye poco o nada en el trabajo. El gato doméstico es la consecuencia de
notables experimentos de domesticacion que comenzaron hace aproximadamente 10.000
afos al este de Asia (O'Brien et al., 2012). En el gato doméstico los virus sefialados como
de mayor importancia incluyen a: el Virus de la Leucemia Felina (FelLV), Virus de la
Inmunodeficiencia Felina (FIV), Herpesvirus Felino-1 (FHV-1), Virus de la Panleucopenia
Felina (FPV), Calicivirus Felino (FCV) y Coronavirus Felino (FCoV). Mientras que las
bacterias de mayor importancia incluyen a: Mycoplasma spp., Chlamydophila felis y
Bordetella bronchiseptica (Furtado et al., 2017).

El complejo respiratorio felino es una condicidon clinica con presentacion aguda
caracteristica de una enfermedad respiratoria u ocular contagiosa que es ocasionada por
uno o multiples patdégenos. Aungue la presentacion de CRF generalmente es asociada a
una enfermedad aguda, también puede originarse a consecuencias de secuelas de
infecciones cronicas ya sea por reactivacion viral o por deficiencias en la respuesta inmune

en general o contra la infeccion. Se ha demostrado que al menos otros cuatro patdogenos,



ademas del Calicivirus Felino, estan asociados al CRF y estos son: Herpesvirus Felino-1,
Mycoplasma spp., Chlamydophila felis y Bordetella bronchiseptica (Berger et al., 2015).
Debido a que CRF es iniciado por agentes infecciosos, aparentemente las manifestaciones
agudas son relativamente faciles de establecer en criaderos o sitios en los cuales la
densidad poblacional es alta, mas no asi en gatos alojados de forma individual y con
limitado contacto con otros especimenes. Aunque la morbilidad es mayor a la mortalidad,
bajo ciertas condiciones fisiolégicas, de manejo y de medio ambiente, los gatos y
especialmente los gatos jévenes, pueden morir a consecuencia de la infeccién. Los signos
clinicos pueden ser leves o extremadamente severos, las infecciones bacterianas
secundarias pueden llegar a convertirse en complicaciones importantes. Los signos mas
comunes de CRF incluyen secrecion nasal serosa, mucoide o mucopurulenta, estornudos,
conjuntivitis, secrecion ocular, ulceraciones de los labios, lengua y encias, salivacion,
letargo e inapetencia (Cohn et al., 2011). FHV-1 puede causar rinotraqueitis mientras que
el FCV es responsable de la estomatitis y la gingivitis (Furtado et al., 2017). Mycoplasma

spp. llega a ocasionar legafia, conjuntivitis o queratitis (Pasavento et al., 2008).

Herpesvirus felino-1 es un virus de ADN bicatenario que pertenece al género Varicellovirus
siendo un virus de distribucion mundial (Wang et al., 2017). Calicivirus Felino es un virus
ARN que se encuentra presente en todo el mundo en gatos domésticos y felinos exoéticos
(Berger et al., 2015) es un virus monocatenario sin envoltura perteneciente a la familia
Caliciviridae (Furtado et al., 2017). Mycoplasma spp. pertenece al grupo de bacterias
Mollicutes orden Mycoplasmatales son bacterias que carece de pared celular. Los agentes
infecciosos FHV-1 y FCV tienen como medida principal de prevencion la vacunacion, por
lo que se recomienda se realice en gatos sanos (Radford et al., 2009). Chlamydophila
felis es un agente causante de neumonia y conjuntivitis aguda y crénica en gatos causando
una enfermedad llamada clamidiosis felina (Ohya et al., 2008). El primer diagndstico
diferencial para la conjuntivitis felina es la infeccién por Chlamydophila felis, es el principal
agente patogeno conjuntival y a diferencia del FHV-1, no llega a afectar la cérnea. Las
principales manifestaciones clinicas en casos agudos pueden incluir secrecion ocular,
hiperemia conjuntival y a menudo quemosis (Sandmeyer et al., 2010). Bordetella
bronchiseptica es un comensal del tracto respiratorio superior de diversas especies


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sandmeyer%20LS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20808575

animales, incluidos mamiferos y aves, también juega un papel importante como patégeno
primario y secundario (Lee et al., 2020). En los gatos la conjuntivitis, traqueobronquitis, y
la neumonia se han asociado con la infeccion por Bordetella bronchiseptica (Foley et al.,
2002).

La finalidad del presente estudio es determinar el posible impacto epidemiolégico que tiene
la presencia y deteccion molecular del Herpesvirus felino-1, Calicivirus felino y de
Mycoplasma spp. en gatos domeésticos con alteraciones respiratorias y remitidos a consulta
en clinicas del area metropolitana de Monterrey, N.L. La informacién pretende ademas
coadyuvar al entendimiento de la presentacion del Complejo respiratorio Felino, asi como

en la resolucién de casos clinicos de estas entidades infecciosas.



1.1. HIPOTESIS

Los agentes infecciosos Herpesvirus felino -1, Calicivirus felino y Mycoplasma.spp estan
presentes y asociados al complejo respiratorio felino en gatos domésticos del area

metropolitana de Monterrey, N.L.

1.2. OBJETIVO GENERAL

Contribuir al entendimiento epidemiolégico del complejo respiratorio felino y factores de
riesgo asociados a la presencia de Herpesvirus felino -1, Calicivirus felino y Mycoplasma

spp. en gatos domésticos del area metropolitana de Monterrey, N.L.

1.2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

-Poner a punto un protocolo de RT-PCR/PCR para la deteccion multiple de secuencias
genéticas de Herpesvirus felino-1, Calicivirus felino y Mycoplasma spp.

-Establecer la prevalencia molecular de Herpesvirus felino -1, Calicivirus felino y
Mycoplasma spp. en gatos con alteraciones respiratorias.

-Determinar la frecuencia de co-infecciones entre Herpesvirus felino -1, Calicivirus felino y
Mycoplasma spp. en gatos con complejo respiratorio felino.

-Identificar factores de riesgo asociados a la infeccién por Herpesvirus felino -1, Calicivirus
felino y Mycoplasma spp. en gatos con complejo respiratorio felino y coadyuvar a la

precision clinica diagnostica.



1.3.  JUSTIFICACION

Dada la carencia de datos que existen con respecto a la presencia y/o epidemiologia de
infecciones virales y bacterianas asociadas al Complejo Respiratorio Felino (CRF), asi
como la no disposicion de métodos de diagnésticos precisos para detectar estos
patégenos, es necesario contar con herramientas para determinar su presencia y posible
impacto que puedan tener estas infecciones en la poblacion de felinos domésticos en el
area metropolitana de Monterrey, N.L. Colateralmente, los datos obtenidos permitiran
coadyuvar en la resolucién de casos clinicos de entidades infecciosas con participacion
multiple en procesos respiratorios de gatos lo cual apoyara al personal involucrado en
preservar la salud de esta poblacién . Siendo posible el establecimiento de un diagndstico
rapido, sensible y especifico para el diagnoéstico de agentes virales y bacterianos

involucrados en el CRF.



2. LITERATURA REVISADA

2.1. CLASIFICACION TAXONOMICA

La taxonomia de virus es una construccion artificial que busca describir y catalogar la gran
diversidad de virus conocidos y sus interrelaciones genéticas. Los virus se clasifican
formalmente en Ordenes, familias, géneros y especies por el Comité Internacional de
Taxonomia de Virus (ICTV) (Aiewsakun & Simmonds, 2018). Es un comité de la Divisién
de Virologia de la Unién Internacional de Sociedades Microbiolégicas (IUMS) siendo el
responsable de la taxonomia de virus. Las decisiones del ICTV se basan en el
asesoramiento de grupos de especialistas, que son los Grupos de estudio de ICTV,
generalmente estan compuestos por expertos en miembros de familias de virus en

particular (Manuscript & Magnitude, 2013).

Los virus de la familia Herpesviridae se clasifican en tres subfamilias: Alphaherpesvirinae,
Betaherpesvirinae y Gammaherpesvirinae (Troyer et al., 2014).
La familia Caliciviridae se divide en cinco géneros: Norovirus, Sapovirus, Lagovirus,

Vesivirus y Nebovirus (International Committee on Taxonomy of Viruses, http://ictvonline.

org).

La taxonomia de las bacterias busca diferenciar y describir la amplia diversidad de
especies bacterianas existentes, nombrando y agrupandolas segun sus similitudes. Los
criterios de clasificaciéon son variados. El organismo encargado de la nomenclatura y
taxonomia de las bacterias es el Comité Internacional de Sistematica Procariota (ICSP).
Las bacterias de la familia Mycoplasmataceae pertenece al orden Mycoplasmatales y
cuentan con dos unicos géneros Mycoplasma y Ureaplasma (Martin et al., 2015).

Las bacterias de la familia Chlamydiaceae comprende en la subdivisién de dos géneros
Chlamydia y Chlamydophila que se han discutido politicamente durante la ultima década
(Konrad et al., 2015). Chlamydia trachomatis y Chlamydia psittaci fueron las dos Unicas
especies reconocidas hasta la década de 1980, antes de que se introdujeran Chlamydia

pneumoniae y Chlamydia pecorum (Subtil et al., 2014).



2.2. ESPECTRO DE HOSPEDEROS DE LOS AGENTES INFECCIOSOS
ESTUDIADOS.

2.2.1. ESPECTRO DE HOSPEDEROS DEL Herpesviridae

La familia Herpesviridae es una de las familias virales mas significativas que comprende
los principales patdgenos de una amplia gama de huéspedes (Sharma et al., 2016). Los
diferentes géneros de virus pertenecientes a la subfamilia Alfaherpesviridae afecta
humanos, asi como a una amplia gama de animales como canidos, félidos, bévidos,
cérvidos, équidos entre otros mas. Los virus que engloba la subfamilia Betaherpesvirinae
causan enfermedades en primates y humanos. Y la subfamilia Gammaherpesvirinae
engloba a virus que afectan a humanos, primates, bovinos, ovinos, cerdos, equinos,

reptiles y otros mamiferos (Eberle et al., 2013).

2.2.2. ESPECTRO DE HOSPEDEROS DE Micoplasmaceae

Muchas especies de Mycoplasmataceae son patdégenas en animales y humanos. Dentro
de ella se encuentran los géneros Mycoplasma y Ureaplasma caracterizando a este ultimo
por la capacidad de hidrolizar la urea para la produccién de energia (Martin et al., 2015).
Los Mycoplasmas han sido reconocidos por mucho tiempo como patégenos del tracto
urogenital, tracto respiratorio y articulaciones en una gran variedad de especies animales.
Producen enfermedades que son cronicas y a menudo de origen multifactorial con algunas
raras excepciones. La infeccion se produce segun las condiciones ambientales, la
predisposicion genética del huésped y en menor medida debido a la naturaleza del
microbio infectante. Durante mucho tiempo ha sido dificil establecer la importancia
etiolégica de los Mycoplasmas. En la ultima década, estos organismos han recibido una
atencion creciente como agentes de enfermedades humanas y enfermedades en
animales. Mycoplasmas, que es el epiteto comunmente aceptado de los microorganismos
sin pared pertenecientes a la clase Mollicutes, constituyen un linaje filogenético distinto
dentro de los Gram positivos, caracterizados por tener un bajo contenido de GC en sus

genomas, en el dominio Bacterias (Pettersson et al., 1989).



2.2.3. ESPECTRO DE HOSPEDEROS DE Caliciviridae

Caliciviridae es una familia de virus que infectan a humanos, a una amplia gama de
animales como aves, peces , y otros mamiferos, lo que resulta en un amplio espectro de
enfermedades (Mikalsen et al., 2014). Los norovirus como los agentes causantes mas
importantes de la gastroenteritis humana epidémica no bacteriana. Los sapovirus juegan
un papel menor como agentes causantes de gastroenteritis principalmente en nifios
pequefios (Bank et al., 2010). Lagovirus que causa una enfermedad hemorragica en
conejos y liebres (Le Gall-Reculé et al., 2017). Los vesivirus causan diversas
enfermedades en varios huéspedes animales como felinos, cerdos, reptiles, anfibios,
peces e incluso nematodos (Mikalsen et al., 2014) La infectividad y la citopatologia de
Vesivirus pueden variar con la cepa, la especie y el tipo de célula infectada. Algunos
animales pueden estar infectados solo por un corto tiempo, pero otros animales como los
chimpancés pueden tener infecciones recurrentes persistentes (Smith et al., 1983).
Mientras que los nebovirus han demostrado causar gastroenteritis en el ganado (Conley
et al., 2017).

2.2.4. ESPECTRO DE HOSPEDEROS DE Chlamydiaceae
La familia Chlamydiaceae es de las familias mas antiguas y estan dentro de los grupos de
bacterias intracelulares obligadas mas exitosas. Comprende de bacterias intracelulares

obligatorias distinguidas por un ciclo de desarrollo bifasico Unico (Konrad et al., 2015).

La familia Chlamydiaceae se divide en dos géneros, Chlamydia y Chlamydophila. El
género Chlamydia comprende Chlamydia trachomatis (una conjuntivitis humana y agente
de enfermedades de transmision sexual), Clamidia muridarum (un agente de neumonia en

ratones) y Chlamydia suis (un agente de conjuntivitis porcina).

El altimo género, Chlamydophila, incluye Chlamydophila pneumoniae (un agente para la
neumonia y un posible agente de aterosclerosis), Chlamydophila psittaci (un agente para
la psitacosis), Chlamydophila abortus (un agente abortivo en rumiantes), Chlamydophila
caviae (aislado de cobayas), Chlamydophila pecorum (infectando rumiantes), y
Chlamydophila felis (infectando gatos) (Everett et al., 1999; Ohya et al., 2008).



2.3. PROPIEDADES DE LOS AGENTES INFECCIOSOS

2.3.1. PROPIEDADES DE VIRIONES DE Herpesviridae

Los virus de la familia Herpesviridae son virus de ADN lineales, bicatenarios con genomas
virales grandes (> 100 kb) que codifican 100-200 genes (Troyer et al., 2014). Los ADN
difieren con respecto a su tamafio y composicion base. El tamafio de los genomas virales
es caracteristico de cada virus (especie) y no es un reflejo de polimorfismo, aunque los
genomas de herpesvirus individuales varian ligeramente de tamafio. El tamafio de los ADN
de herpesvirus varia desde aproximadamente 124 a 235 kbp. (Roizmann et al., 1992). El
namero de ORF contenidas dentro de los genomas de los herpesvirus que codifican
proteinas varia de aproximadamente 70 a mas de 200 (International Committee on
Taxonomy of Viruses, http://ictvonline.org). Poseen una cépside icosadeltaédrica de
aproximadamente 100 a 110 nm (Roizmann et al.,, 1992). La capside madura esta
compuesta de cuatro proteinas principales y varias menores, mientras que el tegumento
contiene al menos 15 polipéptidos diferentes. La composicion polipeptidica del virion
maduro varia mucho entre herpesvirus. Se han identificado mas de 30 polipéptidos
diferentes en viriones HHV-1. Los miembros de las tres familias en el orden Herpesvirales
son filogenéticamente muy distantes entre si, siendo la morfologia del virion la
caracteristica unificadora en el orden en lugar del contenido genético. (International

Committee on Taxonomy of Viruses, http://ictvonline. org).

2.3.2. PROPIEDADES DE LOS VIRIONES DE LOS Caliciviridae

Los viriones consisten en una capside . La capside del virus no esta envuelta 'y es redonda
con simetria icosaédrica, la capside isométrica tiene un diametro de 35 a 39 nm. Los
viriones vacios tienen un diametro de 23 nm. La estructura de la superficie de la capside
revela un patron regular con caracteristicas distintivas, que incluyen 32 depresiones en

forma de copa. (Mikalsen et al., 2014).

La masa molecular (Mr) de los viriones es de 15 x 106. Los viriones tienen una densidad
flotante en cloruro de cesio (CsCl) de 1.33-1.41 g / cm 2. El gradiente de densidad de

viriones en tartrato de potasio-gliceroles 1.29 g / cm 2. En condiciones in vitro, los
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viriones se inactivan en un entorno acido de pH 3-5. Los viriones no son estables a
temperatura elevada en presencia de alta concentracion de Mg **. Los viriones son
sensibles al tratamiento con tripsina (en algunas cepas , no son sensibles al tratamiento
con detergentes suaves, éter o cloroformo . Lainfectividad aumenta después del

tratamiento con tripsina (en algunas cepas) (ICTV).

El genoma no esta segmentado y contiene una sola molécula de ARN de cadena positiva
de sentido positivo lineal. Algunas veces se encuentran especies menores de acido
nucleico no gendmico en viriones. El genoma completo tiene 7700 nucledtidos de largo. El
genoma tiene un contenido de guanina + citosina de 45 a 49%. El extremo 5 ' del genoma
tiene una proteina ligada al genoma ( VPg ). El término 3 ' tiene un tracto poli (A) . Cada
viridn contiene una copia de longitud completa o copias interferentes defectuosas (Smith
et al., 2006).

Compuesto predominantemente por una proteina de la capside principal VP1. Se ha
encontrado una segunda proteina estructural menor llamada VP2 en asociacion con
viriones FCV y RHDV. Las proteinas no estructurales estan codificadas en el extremo &’
del genoma y las proteinas estructurales en el extremo 3. Organizado en tres marcos de
lectura abiertos (ORF); ORF1 (nucleotidos 20-5.305) codifica las poliproteinas no
estructurales incluyendo la polimerasa viral;, ORF2 (nuclettidos 5,314 a 7,317-7,326)
codifica la proteina de capside estructural principal (VP1) y ORF3 (nucledtidos 7,617-7,626
a 7,634-7,643) que codifica la proteina estructural secundaria VP2 (Abd-Eldaim et al.,
2009).

2.3.3. PROPIEDADES DE Micoplasmaceae

Las bacterias de la familia Mycoplasmataceae son pequefias bacterias pleomérficas, que
carecen de una pared celular, el citoplasma esta limitado por una membrana teniendo una
morfologia variada. Las formas varian de filamentosas a esféricas, con diametros de hasta
0.8 um (Shah et al., 2012; Hentschel et al., 1998).

Han sido los procesos evolutivos responsables de una amplia gama de diversidad, los

fenotipos de virulencia han sido de interés desde hace mucho tiempo. Algunos estudios
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evolutivos previos de la Chlamydiaceae involucraron la reconstruccion filogenética
utilizando genes de ARNTr (Everett et al., 1999; Robin et al., 2001) y el gen para la proteina
principal de la membrana externa (MOMP) (Fitch et al., 1993).

2.4. ENFERMEDADES CAUSADAS POR HERPESVIRUS FELINO

2.4.1. RINOTRAQUEITIS VIRAL FELINA

El virus Herpesvirus felino -1 (FHV -1) causa una enfermedad respiratoria superior severa
de gatos conocida como Rinotraqueitis viral felina (Key & Medicine, 1985). FeHV-1 es un
virus de dsDNA con envoltura clasificado dentro del género Varicellovirus dentro de la

subfamilia Alphaherpesvirinae (Townsend et al., 2013).

2.4.2. TRANSMISION

El virus se desprende de las secreciones oculares, nasales y orales y la transmision se
produce principalmente por contacto directo con un gato infectado. En algunas situaciones,
particularmente dentro de un criadero, la transmisién indirecta también puede ocurrir a

través de la contaminacién de la vivienda (Radford et al., 2007).

2.4.3. PATOGENIA

En todos los herpes virus el ADN viral se transcribe al ARNm dentro del nicleo de la
célula infectada. La infeccidn se inicia cuando una particula viral contacta una célula con
tipos especificos de moléculas receptoras en la superficie celular . Después de la union de
las glicoproteinas de la envoltura viral a los receptores de la membrana celular, el viridén se
internaliza y se desmantela, lo que permite que el ADN viral migre al nicleo celular. Dentro
del ndcleo, se produce la replicacion del ADN viral y la transcripcion de genes virales.
Durante la infeccibn sintomatica, las células infectadas transcriben genes
virales liticos . En cambio, en algunas células huésped, se acumula una pequefia cantidad
de genes virales denominados transcripcion asociada a la latencia (TAL). De esta manera,
el virus puede persistir en la célula (y, por lo tanto, en el huésped) indefinidamente. Si bien
la infeccién primaria suele ir acompafiada de un periodo autolimitado de enfermedad

clinica, la latencia a largo plazo no presenta sintomas (ICTV). En la infeccion aguda, el
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virus se replica predominantemente en los cornetes nasales, paladar blando, amigdalas, y
en menor grado (Key & Medicine, 1985) en las células epiteliales de la conjuntiva y el tracto

respiratorio superior (Hora et al., 2013).

2.4.4. MANIFESTACIONES CLINICAS
Los primeros signos incluyen depresion, estornudos marcados, inapetencia y pirexia,

seguidos rapidamente por secreciones nasales y orales (Radford et al., 2007).

2.4.5, DIAGNOSTICO

El diagnostico puede basarse inicialmente en signos clinicos. EI FHV-1 generalmente
induce signos mas graves en el tracto respiratorio superior y en la conjuntiva que otros
patégenos respiratorios felinos, pero cuando se requiere un diagnostico especifico, se
deben realizar pruebas de laboratorio (Radford et al., 2007).

2.4.6. TRATAMIENTO

Aunque no existen tratamientos especificos para combatir esta enfermedad, la
administracion oral de famciclovir a gatos con infeccién por FHV-1 parece ser segura y
efectiva. L-Lysine es un suplemento de aminoacidos oral que reduce la diseminacién viral

en gatos con infeccion latente por FHV-1. (Cohn et al., 2011)

2.4.7. EPIDEMIOLOGIA

El herpesvirus-1 felino, tiene una prevalencia de entre 0,2% y 33% en gatos domeésticos ,
se ha notificado a tasas de entre 63% y 84% en gatos de refugio en Corea del Sur , Bélgica
y California (E.U) (Gourkow et al., 2013).

2.5. ENFERMEDADES CAUSADAS POR CALICIVIRUS FELINO

2.5.1. CALICIVIRUS FELINO
El virus Calicivirus felino (FCV) pertenece a la familia Caliciviridae del género Vesivirus
siendo un virus de ARN gendémico monocatenario de sentido positivo(Kim & Chang, 2018).

FCV es responsable de estomatitis y gingivitis en gatos domeésticos (Furtado et al., 2017).
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Varios estudios han correlacionado la prevalencia de FCV con la presentacion crénica de

gingivoestomatitis cronica en felinos domésticos (Fernandez et al., 2016).

2.5.2 TRANSMISION

Tanto los gatos con infeccion aguda como los portadores cronicos eliminan el virus
altamente contagioso de secreciones corporales y especialmente en secreciones
respiratorias, oculares y orales. El virus es bastante estable en el medio ambiente y puede

persistir durante un mes o mas (Cohn et al., 2011).

2.5.3. PATOGENIA

La replicacion viral es citoplasmatica. La entrada en la célula huésped se logra mediante
la unién a los receptores del huésped, que median la endocitosis. La replicacion sigue el
modelo de replicacién del virus de ARN de cadena positiva. La transcripcion del virus de
ARN de cadena positiva es el método de transcripcion. La traduccion se lleva a cabo
mediante escaneo con fugas y reinicio de terminacion de ARN. Los vertebrados sirven

como el huésped natural. Las rutas de transmision son fecales-orales ( ICTV).

Después del contacto con las particulas virales, el gato susceptible desarrollara una
viremia transitoria en la orofaringe que es el sitio primario de la replicacion viral. La
gravedad de la enfermedad depende de una serie de factores que incluyen la virulencia
del agente patégeno y la respuesta del huésped. Los gatos con una inmunidad
preexistente pueden permanecer sanos, mientras que los gatos que no cuenten con ella
padecen la enfermedad, lo que podria explicar por qué los gatos jovenes se ven afectados

con mayor frecuencia por FCV que los gatos adultos (Cohn et al., 2011).
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2.5.4. MANIFESTACIONES CLINICAS

Muchos gatos infectados con FCV no manifiestan la enfermedad. Estos animales pueden
estar infectados persistentemente o estar infectados con cepas de FCV que causan
enfermedad leve o no facilmente detectable. En aquellos gatos que muestran signos
agudos de enfermedad los hallazgos clinicos mas consistentes son fiebre y ulceracién
lingual u oral. FCV también puede causar sSignos respiratorios superiores como

estornudos, rinitis y conjuntivitis (Pesavento et al., 2008).

2.5.5. DIAGNOSTICO

La deteccion del virus se puede realizar mediante el aislamiento viral o la reaccion en
cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR) para detectar el ARN viral
(Pesavento et al., 2008).

2.5.6. TRATAMIENTO

No existe un tratamiento especifico para esta enfermedad, los tratamientos suelen ser
sintométicos. Por lo tanto, se espera el desarrollo de agentes terapéuticos efectivos para
diversas cepas de FCV para proporcionar un beneficio significativo para el manejo y
control de la infeccion por FCV en gatos (Kim & Chang, 2018).

2.5.7. EPIDEMIOLOGIA

El Calicivirus felino tiene la propensién a evolucionar rapidamente, por lo que se pueden
encontrar diferentes cepas en el campo (Almeras et al., 2017). Causa una alta morbilidad
y generalmente baja mortalidad, con solo casos ocasionales de una enfermedad mas
virulenta. (Pesavento et al., 2008). En los ultimos afios, se notificaron cepas virulentas
sistémicas de FCV (vs-FCV) que causan enfermedades sistémicas graves con una
mortalidad alta de hasta 67% en los Estados Unidos (Kim & Chang, 2018).

2.6. ENFERMEDADES CAUSADAS POR Micoplasma spp. EN GATOS

2.6.1. Mycoplasma spp.

14



2.6.2. TRANSMISION

Tanto los gatos con infeccion aguda como los portadores cronicos eliminan la bacteria
altamente contagiosa de secreciones corporales y especialmente en secreciones
respiratorias, oculares y orales. La bacteria s es bastante estable en el medio ambiente y

puede persistir durante un mes o incluso afios (Cohn et al., 2011).

2.6.3. PATOGENIA

Después del contacto directo con un gato enfermo, el gato susceptible desarrollara una
infeccidn transitoria en la conjuntiva que es el sitio primario de la replicacion bacteriana. La
gravedad de la enfermedad depende de una serie de factores que incluyen la
patogenicidad del agente infeccioso y la respuesta del huésped. Los gatos con una
inmunidad preexistente pueden permanecer sanos, mientras que los gatos que no cuenten
con ella padecen la enfermedad, lo que podria explicar por qué los gatos jovenes se ven

afectados con mayor frecuencia que los gatos adultos (Cohn et al., 2011).

2.6.4. MANIFESTACIONES CLINICAS

Muchos gatos infectados con Mycoplasma spp. no manifiestan la enfermedad. Estos
animales pueden estar infectados persistentemente pero no ser facilmente detectable. En
aguellos gatos que muestran signos agudos de enfermedad los hallazgos clinicos mas
consistentes son legafia, conjuntivitis o queratitis. (Pesavento et al., 2008). La presencia
de descargas nasales u oculares purulentas o mucopurulentas puede ser un indicativo de
alguna infeccién bacteriana primaria o0 secundaria, pero no es un signo verdaderamente
patognomonico ya que los agentes virales o fungicos también pueden inducir descargas

mucopurulentas (Lappin et al., 2017).

2.6.5. DIAGNOSTICO

La deteccion de la bacteria generalmente se realiza mediante cultivo microbiano y mas
recientemente mediante el uso de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), siendo
esta Ultima una técnica diagnéstica con mayor especificidad y sensibilidad para el
diagnostico de laboratorio en comparacion con el cultivo microbiano. Aunque estas dos

técnicas han sido aplicadas y probadas, no son técnicas comunmente utilizadas en la
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clinica veterinaria, por el tiempo de respuesta y por la falta de laboratorios que se dediquen

a hacer estos diagnosticos (Parker et al., 2018).

2.6.6. TRATAMIENTO

Debido a la falta de pruebas diagndésticas rapidas para la deteccion del agente involucrado
en la infeccion, los tratamientos suelen ser sintomaticos y sistematicos, un antibiotico de
amplio espectro. Por lo tanto, se espera que el desarrollo de nuevos métodos diagnosticos

y pruebas rapidas, aseguren un tratamiento mas especifico(Kim & Chang, 2018).

2.6.7. EPIDEMIOLOGIA

Mycoplasma spp. tiene la propension a evolucionar rapidamente, por lo que se pueden
encontrar una amplia variedad de especies (Almeras et al.,, 2017). Causa una alta
morbilidad y muy baja mortalidad, con solo casos ocasionales de una enfermedad grave
(Pesavento et al.,, 2008). En los dultimos afios, se notificaron nuevas especies de

Mycoplasma (vs-FCV) son sintomatologia relativamente variada (Kim & Chang, 2018).

2.7. ENFERMEDAD CAUSADA POR Chlamydophila felis

2.7.1. Chlamydophila felis

Chlamydophila felis es un agente bacteriano causante de la clamidiosis felina y un agente
potencialmente zoondético, se caracteriza por causar infecciones primarias en el tracto
respiratorio superior, conjuntivitis aguda o cronica y neumonia en gatos domésticos. Por lo
general, se transmite por vias aéreas y en secreciones oculares y nasales de gatos
infectados (Ming et al., 2013).

2.7.2. TRANSMISION

La transmision de gatos infectados a gatos clinicamente sanos se produce principalmente
por contacto directo por secreciones oculares e indirectamente por contaminacion de
fomites. La transmisién también puede darse a través de aerosoles por secreciones

nasales pero este método de transmision es poco frecuente (Povey et al., 1990).
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2.7.3. PATOGENIA

Tiene predileccion por las células epiteliales conjuntivales. Puede persistir en el epitelio de
la conjuntiva y el aparato respiratorio superior como flora residente. Tras la infeccidn esta
tiende a seguir un curso crénico e insidioso que muy a menudo progresa de forma
asintomatica (Sykes et al., 2005). Esto le permite permanecer en el organismo por un

periodo prolongado. El periodo de incubacion va desde los 3 — 14 dias.

Se ha documentado la presencia de C. felis en excreciones fecales y vaginales en gatos
con infecciones prolongadas, esto sugiere que los tractos intestinal y reproductivo pueden
ser sitios de infeccion persistente. También se ha encontrado en el pulmoén, bazo, higado,
rifién y peritoneo de gatos, aunque la importancia de la infeccion en estos sitios no esta
clara (Wills et al., 1986; Sykes et al., 2005). El organismo se excreta durante varios meses
(Helps et al., 2005). Se ha aislado C.felis de la conjuntiva hasta 215 dias después de la

infeccién experimental (Sykes et al., 2005).

2.7.4. MANIFESTACIONES CLINICAS

Los signos clinicos mas comunes son la conjuntivitis, quemosis, secrecién ocular serosa
a mucopurulenta y blefaroespasmo (Sykes et al., 2014; Nguyen et al., 2018). El signo
clinico mas frecuente es la conjuntivitis, pero el aspecto clinico de la conjuntivitis varia
segun la persistencia de la enfermedad (Schulz et al., 2015). También se pueden observar
otros signos clinicos como secreciones nasales serosas 0 mucopurolentas y estornudos
(Sykes et al., 2014). La conjuntivitis se asocia tipicamente con un infiltrado neutrofilico. La
fiebre transitoria, la inapetencia y la pérdida de peso pueden ocurrir poco después de la
infeccion, aunque la mayoria de los gatos permanecen bien y contindan comiendo. Los
signos clinicos mejoran después de algunas semanas, pero la conjuntivitis leve a menudo

persiste durante meses (Sykes et al., 1999; Sykes et al., 2005).

2.7.5. DIAGNOSTICO
El diagnéstico de C. psittaci en gatos no se puede hacer estrictamente basados en la
apariencia clinica de la conjuntivitis. Aunque la quemosis (durante la forma aguda de la

enfermedad) y la formacion de foliculos linfoides (durante la forma media a crénica de la
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enfermedad) han sido descritos como signos clinicos clasicos de la enfermedad, la
presencia de ellos no se puede utilizar para establecer un diagnostico definitivo (Hoover et
al., 1978). Al igual que otros agentes la deteccion de esta bacteria generalmente se realiza
mediante cultivo microbiano y mas recientemente mediante el uso de la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR), siendo esta ultima una técnica diagndstica con mayor
especificidad y sensibilidad para el diagnostico de laboratorio en comparacion con el cultivo
microbiano (Parker et al., 2018). A pesar de la alta seroprevalencia en gatos clinicamente
normales y gatos con conjuntivitis, este organismo se aisla con poca frecuencia (4% a 6%)
de hisopos conjuntivales (Greene et al., 1998). La infeccién con C felis se detecta con

mayor frecuencia en gatos de 2 a 12 meses de edad (Sykes et al., 2014).

2.7.6. TRATAMIENTO

Los tratamientos suelen ser sintomaticos y sistematicos. Las clamidias son susceptibles a
las tetraciclinas, la eritromicina, rifampicina y fluoroquinolonas. La doxiciclicna es el
tratamiento de eleccidn, y parece ser superior a la azitromicina. En las colonias de
investigacion, la infeccion por C. felis se elimina eficazmente usando doxiciclina sistémica
sola durante 3 semanas (5 mg / kg q12 hora) (Sykes et al., 1999). La naturaleza sistémica
de las infecciones por clamidias en gatos explica por qué la terapia topica por si sola no
es efectiva. En algunos casos, periodos de tratamiento de mas de 3 semanas han sido
necesarios para eliminar infecciones por C.felis, combinando terapia sistémica con
tetraciclina topica algunos han sugerido ungiientos cada 6 a 8 horas (Gaskell et al., 1996).
Es posible que, en infecciones crénicas, el organismo pueda ser mas dificil de eliminar
(Leirisalo et al., 1993). Sin embargo, los casos recurrentes a menudo involucran el
alojamiento de una gran cantidad de gatos y un mal cumplimiento con los métodos de
prevencion (Strugess et al., 2001). Todos los gatos deben tratarse con el ciclo completo

de antimicrobianos y se debe mantener una higiene y cuarentena adecuadas.

2.7.7. EPIDEMIOLOGIA
La especie principal que infecta a los gatos es C. felis, pero recientemente un ADN gue se
parece al del patébgeno humano Chlamydophila pneumoniae se ha detectado en hisopos

oculares de gatos con conjuntivitis de Europa (Sykes et al., 2014). No se ha demostrado
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gue C. felis que tenga preferencias regionales, geograficas o ambientales, pero es mas
probable que se haga un diagndstico positivo durante los meses de verano en comparacion
con otras estaciones, tiene distribucion mundial y esta4 presente en ambientes aridos y
hamedos (Sykes et al.,1999; Greene et al.,1998). Se ha estimado que su prevalencia oscila
entre 0% —15% (Nguyen et al.,2018). Los porcentajes de gatos positivos para la infecciéon
por C. felis fueron 14.7% en Gran Bretafia (29), 20.0% en ltalia (32), 11.5% en Suiza,
15,3% en Suecia y 4,6% en los Estados Unidos. En estudios anteriores en Japén, los

porcentajes fueron 26.3% en gatos callejeros y 28.9% en gatos domésticos (Schulz et al.,
2015).
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. EQUIPOS

Campana de flujo LABCONCO® Purifier class Il Biosafety Cabinet (Delta series).
Centrifuga refrigerada BIOMETRIX® MICRO 17TR.

Refrigerador de 16 pies cubicos 2-4 °C TORREY.

Ultra congeladores de -20 °C CFC0735 ARW, ADMIRA.

Ultra congelador de -80 °CMDF-C8V1, Sanyo Scientific.

Ultra congelador de 150 °C MDF-C2156VANC, Sanyo Scientific.
Micropipetas Bio/Pet (1000/100 pl); (200/20 wl); (100/10ul); (10/0,5 pl).
Tubos de polipropileno de microcentrifuga MCT-150-C.

Termociclador, MAXYGENE; AXYGEN.

Simplicity® UV; F9AN46648; MILLIPORE.

Cémara Transiluminadora UVP; UV, MultiDoc-It; Digital Imaging System.
Bloque térmico (55-60 °C) AccuBlock, Labnet International.

Puntillas desechables para micropipetas de 10, TF-300-R-S, AXYGEN 20,
200 T-200-Y, AXYGEN, 1000 T-1000-B, AXYGEN SCIENTIFIC pl.

Vértex; Daigger; Genie 2.

3.2. MATERIAL BIOLOGICO
Vacuna Felocell (Zoetis)
Vacuna Feligen( Virbac)

Vacuna Purevax (Merial)

3.3. ESTUCHES COMERCIALES
QuiAamp Ultrasens Virus kit
PCRMaster Mix (Thermo Scientific)
SuperScript™ IIl RT (Invitrogen)
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3.4. REACTIVOS

. Cloroformo al 99.8%, Jalmek®.

. Alcohol isopropilico 99.5%, Jalmek®.

. Etanol Anhidro 99.5%, Jalmek®.

o Agua libre de RNAsas y DNAsas, tratada con DEPC

o Solucién de agarosa, Agarosa LE, AGR-LE-500 AXYGEN BIOSCIENCES: 1,5
. Buffer de corrimiento para ADN/ARN: SB 1X.

. Marcador de peso molecular 500 ul. 100 bp ADN, GenScript.

J Buffer SB 1X (50 ml. Buffer 20X, 35 gr. Acido bérico (F.W. 61.83) y 6 gr.

. Agua destilada y esterilizada (buffer de electroforesis).

3.5. LUGAR Y PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS
El procesamiento de las muestras para el diagndstico molecular de este estudio se llevé a
cabo en el Departamento de Virologia Veterinaria de la Facultad de Medicina Veterinaria

y Zootecnia de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn.

3.6. AREA DE MUESTREO Y CARACTERISTICAS DE LOS GATOS INCLUIDOS EN
EL ESTUDIO

El estado de Nuevo Ledn, con su capital Monterrey, se ubica al noreste de México y cuenta

con 5,119,504 habitantes siendo en el 2015 el séptimo estado con mayor poblacién del

pais y con el 95% de sus habitantes asentados en el area urbana (www.inegi.org.mx). Los

municipios de Apodaca, Pesqueria, Cadereyta Jiménez, Garcia, General Escobedo,
Guadalupe, Juérez, Salinas Victoria, San Nicolas de los Garza, San Pedro Garza Garcia,
Santa Catarina y Santiago junto con Monterrey conforman actualmente el Area

Metropolitana de Monterrey (Figura 1).
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Figura 1. Municipios que conforman el area metropolitana de Monterrey, Nuevo Ledn; México.
Se muestra la ubicacion relativa de las clinicas veterinarias a partir de las cuales se obtuvieron
las muestras clinicas de gatos domeésticos afectados por CRF.

A la par del aumento de la extension territorial y de la poblacién humana y acorde a
informacion proporcionada por miembros del Colegio de Médicos Veterinarios
especialistas en pequerias especies de Nuevo Ledn (COMVEPE), también ha ocurrido un
auge considerable en la poblacion de felinos domésticos en el area de Monterrey y con
ello el incremento de hallazgos de diversas condiciones infecciosas que afectan la salud
de estos animales. Los procesos infecciosos, en las clinicas de pequefas especies y
particularmente en gatos, son categorizados en respiratorios, digestivos, nerviosos y
generalizados. La gran mayoria de estas condiciones son tratados acordes a sintomas
manifestados y su progresion clinica. Solo una proporcibn menor de profesionistas
dedicados la clinica de pequefias especies refiere realizar estudios basicos de laboratorio
para complementar el diagnéstico. Estos estudios de diagndstico usualmente consisten en
biometrias hematicas y de quimica sanguinea. Los gatos domésticos afectados por el

Complejo Respiratorio Felino (CRF) no escapa de esta situacion dado que en la mayoria
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de los casos no se realiza el diagnostico etioldgico. Los Unicos agentes infecciosos, para
los cuales existen estuches comerciales y contra los cuales se lleva a cabo el diagnostico
en la clinica son para el Virus de la Leucemia Felina y el Virus de la Inmunodeficiencia

Felina.

Acorde a lo sefialado, los animales sujetos de estudio fueron gatos domeésticos
presentados a consulta con diversos grados de alteraciones respiratorias y oculares a
distintas clinicas veterinarias del area metropolitana. En este criterio de inclusién se
consideraron por igual ejemplares si el problema respiratorio estaba acomparfado de otra
alteracion ya sea digestiva o generalizada. En todos los casos Médicos Veterinarios
responsables de cada clinica estimaron la condicion clinica y obtuvieron las muestras bajo
previa entrevista para exponerles los objetivos del estudio. Todas las muestras se
obtuvieron bajo el consentimiento del propietario del ejemplar.

3.7. TIPO, TAMANO DE MUESTRA Y DATOS DE LOS PACIENTES.

Ante la consulta los médicos veterinarios participantes procedieron a realizar la valoracion
clinica de cada ejemplar y realizaron el llenado del expediente clinico respectivo. Las
muestras para el estudio consistieron en hisopados nasofaringeos y de conjuntiva ocular,
mismas que fueron depositados en tubos con 1.5 ml de solucién salina estéril. Los tubos
fueron almacenados a 4°C mientras fueron acopiados por un periodo de entre 24 hasta 78
horas. Después de recolectados, las muestras fueron almacenados a -20°C hasta su
andlisis en las pruebas moleculares. El tamafio total de la muestra fue de 130 gatos
domésticos con su respectiva encuesta. Los datos epidemiolégicos fueron recogidos
mediante encuesta con informacion obtenida a partir del expediente clinico y entrevista
con el Médico Veterinario responsable del caso. La encuesta consistié cerca de 45
preguntas divididas en datos generales y procedencia de los pacientes, asi como las
caracteristicas clinicas al momento de obtener la muestra y antecedentes de medicina
veterinaria preventiva como vacunaciones y desparasitaciones. En el anexo 1 se muestra
el formato la encuesta “Estudio epidemiolégico de agentes infecciosos del Complejo

Respiratorio Felino” usada para la obtencion de los datos del presente estudio.
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3.8. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

La deteccion molecular de los patdgenos considerados en el presente estudio se llevo a
cabo mediante PCR y/o RT-PCR basados en modificaciones del método reportado por
Sykes et al., 2001. Ademas de los ajustes en las condiciones de extraccion de acidos
nucleicos y de la PCR y RT-PCR, las modificaciones consistieron en el uso de
oligonucledtidos adicionales para la deteccion de Mycoplasma spp y el empleo de los
oligonucledtidos disefiados en el presente estudio para detectar al FCV ante la ausencia
de amplificacién con los oligonucledtidos reportados previamente. Los oligonucle6tidos
fueron disefiados con el uso de las secuencias gendmicas completas del FCV publicadas
en el “GenBank” con la ayuda del programa Primer Select / DNSTAR v.15 y el programa
NCBI/Primer- BLAST.

3.9. EXTRACCION DE DNA
Los acidos nucleicos totales de las muestras clinicas se obtuvieron mediante la unién a gel
de silice siguiendo las recomendaciones el estuche comercial “QlAamp® Ultrasens® Virus

Kit” (www.quiagen.com). El volumen de inicio de la muestra fue de entre 800 a 1200 pl

dependiendo de las condiciones de las mismas. Todas las etapas del protocolo fueron
llevados a cabo a una temperatura de 22 a 25°C. El volumen final de elucién fue de 50 pl
en agua tratada con dietil pirocarbonato grado de biologia molecular (UltraPure™ DEPC-
Treated Water Invitrogen™, EEUU). Para cada una de las muestras a partir de 1 pl se
calculd la concentracion de &cidos nucleicos totales mediante espectrofotometria a un
rango de absorbancia de A260/A280 (Epoch™ Microplate Spectrophotometer, Biotek;
EEUU, www.biotek.com). Las muestras cuantificadas fueron conservadas a —70° C hasta
Su uso en las reacciones de PCR y/ RT-PCR.

3.10. PRIMERS

La determinacion de las secuencias genéticas de los patdgenos considerados en el
presente estudio fue llevada a cabo con el uso de oligonucleétidos dirigidas hacia regiones
genéticas conservadas de los respectivos agentes infecciosos ya sea reportados

previamente o disefiados en el presente estudio como es el caso del FCV. Todos los
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oligonucledtidos  fueron  sintetizados por la compafiia  Eurofins/Genomics

(https://www.eurofinsgenomics.com) a través del distribuidor comercial Silvera Ciencia e

Ingenieria, SA de CV (https://silveracei.com.mx). En latabla 1 se muestran las secuencias,

nombre, region genética y otras caracteristicas de los oligonucleétidos usados.

3.11. PCR MULTIPLE PARA LA DETECCION DE FHV-1, MYCOPLASMA SPP, Y
CHLAMYDOPHILA FELIS.

La amplificacion de las secuencias blanco de FHV-1, Mycoplasma spp, y Chlamydophila
felis se llevd a cabo con la ayuda del estuche comercial Platinum® PCR SuperMix
(Invitrogen, www.lifetechnologies.com). La reaccion se ensay6 en un solo tubo en un
volumen total de 25 pl, con la mezcla de oligonucledtidos HerpF- HerpR, Chla F-ChlaR y
MW28-MW?29 y reactivos (Platinum® PCR SuperMix (22 U/ pl de Tag DNA polimerasa
unida un anticuerpo anti-Taq Platinum®, 22mM Tris-HCL [pH 8.4], 55mM KClI, 1.65 mM
MgCl2, 220 uM de cada dNTP) del estuche. En primera instancia se realiz6 una PCR en
gradientes de temperatura para determinar la temperatura optima de union de los
oligonucledtidos. Las temperaturas analizadas fueron 50.2, 52.4, 53.4, 55.3, 56.0, 57.0,
58.5, 58.9, 59.4 grados Celsius. Ante la consistencia en la amplificacion para Herpesvirus
felino-1, Mycoplasma spp, y Chlamydophila felis de los controles positivos las condiciones
seleccionadas fueron de 40 ciclos de 1 minuto a91 ° C, 1 minuto a56 ° Cy 1 minuto a 72
° C, después de un periodo de desnaturalizacion inicial de 5min a 95 ° C. Todos los ciclos
de temperatura para el PCR de gradientes y PCR sucesivos fueron ejecutadas en un
termociclador de gradientes automatico (MAXYGEN Thermal Cycler, AXYGEN Scientific,
Inc.). Los amplicones generados en las reacciones de PCR fueron evidenciados mediante
separacion electroforética a 100V, 40mA, durante 40 minutos en gel de agarosa al 1.5%
elaborado con solucién amortiguadora de Tris-acetato-EDTA (TAE). La determinacion del
tamarfo del ADN copia (ADNc) fue establecido al comparar los productos de la PCR contra
un marcador de peso molecular (100 bp ladder DNA marker, Axygen Biosciences) previa
visualizados con una camara de luz ultravioleta y con la ayuda del programa MultiDoc-ItTM

Imaging System (www.uvp.com) para el registro de la imagen.
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Tabla 1. Oligonucleétidos utilizados en RT-PCR/PCR para detectar al Herpesvirus Felino-1 (FHV-
1), Calicivirus Felino, (FCV), Mycoplasma spp y Chlamydophila felis a partir de exudados nasales,
faringeos y oculares de gatos domésticos afectados por el Complejo Respiratorio Felino.

Patégeno Nombre Secuencia(b-3) Tamafo Fuente
(region genética) )
FHV-1 HerpF GACGTGGTGAATTATCAGC
(Timidina HerpR CAACTAGATTTCCACCAGGA 292
quinasa)
FCV CalcapF TTCGGCCTTTTGTGTTCC Sykes et al., 2001
(Proteina de CalcapR TTGAGAATTGAACACATCAATAGATC 673
capside)
C. felis Chla F ATGAAAAAACTCTTGAAATCGG 1069
(ompA) ChlaR CAAGATTTTCTAGACTTCATTTTGTT
Mycoplasma spp. MW28 CCAGACTCCTACGGGAGGCA Hotzel & Sachse
(16S ARNI) MW29 TGCGAGCATACTACTCAGGC >80 1998
FCV FCV-8F @ CACSTTATGTCYGACACTGA
(Proteina de FCV-8R® CTRGADGTRTGCARRATTT 955 | Henzel et al.,2012
capside)
FCV CalFel-1F @ WVYGGYGYRGADRCGCG _
(ORF 1-2) CalFel-2R® CHTCNAYNGANCCNGACC 730 | Presente estudio

1: Tamafio de banda del amplicén en pares de bases

2: Oligonucleétidos degenerados, las letras se refieren a: D (A/C/T), H(A, C, T), N (A, C, G, T), R (A/G), S (C/G), V (A,
C,G),W (A, T)e Y (T/C) seglin corresponda.

FHV-1: Herpesvirus Felino-1, FCV: Calicivirus felino, C.felis: Chlamydophila felis

3.12. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA CON TRANSCRIPTASA
REVERSA (RT-PCR) PARA LA DETECCION FCV EN MUESTRAS CLINICAS.

La generacion la copia de ADN copia (cDNA) de la secuencia blanco del FCV fue llevada a cabo
con el uso de hexameros aleatorios (Applied Biosystems™ Random Hexamers [50 uM]) y con
la ayuda del estuche comercial SuperScript® Il One-Step RT-PCR System with Platinum®

Tag DNA Polymerase (Invitrogen, www.lifetechnologies.com), siguiendo las

recomendaciones del fabricante. Similar a la PCR para FeHV-1, se realiz6 una PCR de
gradientes de temperatura como es descrito en el apartado 5.2.4.3, al inicio de los experimentos el
cDNA total obtenido se incorporé a los ensayos de PCR multiple (para la deteccién de multiple de
Herpesvirus felino-1, Mycoplasma spp, y Chlamydophila felis, en una sola reaccién) sin
embargo ante la ausencia de amplificacién se opt6 por realizar la amplificacion del FCV de forma
independiente. EI cDNA fue sintetizado 20 ul de solucion total conteniendo 3 pl de ARN
(aproximadamente 100 ng), 100 ng de cebadores aleatorios, buffer 10X de transcriptasa
inversa (RT), MgCI2 25 mM, dNTP 10 mM, DTT 0.1 Mm, 40 U RNaseOUT y 200 U RT
(SuperScriptTM 1l RT - Invitrogen). Subsecuentemente el cDNA fue usado en una PCR 'y
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PCR anidado como se describe previamente en 5.2.4.3 para detectar las secuencias
genéticas del FCV. La temperatura optima de unién de oligonucleotidos fue establecida en

50°C realizandose todos los ensayos a 25 ul de volumen final.

3.13. CONTROL POSITIVO Y NEGATIVO

Los controles positivos consistieron en ADN extraido de las vacunas comerciales Felocell®
3 (Zoetis, https://www.zoetis.mx), cepa vacunales de FeHV [10%2 TCID so%], FCV [1067
TCIDso%] Feligen® C.R.P. (Virbac, https://mx.virbac.com) FeHV [10*¢-6-6 TCID 50%], FCV
[1037-45 TCID50%] y Purevax® RCPCh (Boehringer Ingelheim Animal Health-Merial)
FeHV-1, FCV y Chlamidophila felis.

No fue posible contar con controles positivos para Mycoplasma spp. y los resultados
positivos de estos casos fueron considerados cuando se generd el tamafio de banda
esperado reportado en la literatura (Hotzel & Sachse 1998; Spergser et al., 2002).

Los controles negativos consistieron en agua doble destilada la cual fue usada en todas

las reacciones.

3.14. METODO ESTADISTICO

La cantidad de muestras para analizar se obtuvo mediante un muestreo multi-etapa en la
cual se consideraron las clinicas del &rea metropolitana de Monterrey, N.L. como unidad
de muestreo y los gatos con problemas respiratorios los especimenes a estudiar. La
cantidad de clinicas y especimenes se determinaron con el programa WinEpi® (Balcazar
et al., 2006), tomando como base la N de Clinicas aquellas registrados en la Asociacién
de Clinicas del area metropolitana.

Debido a que en las clinicas del area metropolitana de los municipios del area
metropolitana no tienen una distribucion homogénea se realizé un estudio multi-etapa
para establecer el nUmero de muestras a obtener por clinica, aplicando la férmula de efecto
de disefio que minimiza la desviacion estandar entre las poblaciones con un nivel de
confianza del 95% y una prevalencia esperada del 50% debido a que no existen datos
previos de la presencia de estos virus en la poblacién de gatos del area metropolitana de

Monterrey, N.L.
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Se aplic6 la siguiente formula de efecto de disefio para minimizar la desviacién estandar

entre las poblaciones (Magaria et al., 2005).

n

= NZ? * pq
Nd? + 72 * pq

Ddénde: n = tamafio de la muestra; D = efecto de disefio; N = tamafio de la poblacion (gatos
consultados por unidad); Z = valor de la tabla de Z con un nivel de confianza del 95%
(1.96); p = prevalencia esperada (0.50); g=1-p; d = precision.

La variable del estudio fue la presencia o ausencia de secuencias genéticas del FHV-1,
Calicivirus felino, Chlamydophila psittaci y Mycoplasma spp. en gatos domeésticos con
CRF. Al no encontrar informacion previa publicada acerca de su presencia en gatos

domésticos de México, la frecuencia molecular se establecié mediante la férmula.

Gatos positivos a secuencias genéticas del patogeno
Frecuencia = X 100
Gatos afectados por Complejo Respiratorio Felino

Para los célculos se empled un nivel de significancia de P>0.05% usando el paquete
computacional WinEpi® (de Blas et al, 2006)

Mediante analisis de Chi-cuadrada se determiné el grado de asociacion entre la presencia
de secuencias genéticas (mono o0 co-asociados) de los patdgenos considerados en el
presente estudio con los datos proporcionados en las encuestas por los Médicos
Veterinarios / duefios de macotas afectadas. El criterio fue que si el valor de P fue mayor
a 0.05 (P > 0.05) se consideré que no hubo asociacion, pero si valor obtenido fue menor a
0.05 (P<0.05) se estim6 que si hubo asociacion entre el factor de riesgo y la presencia de
los patdégenos. Subsecuentemente, se realizé un analisis multivariado en el cual solo se
incluyeron los resultados de mayor significancia acorde a los resultados de Chi-cuadrada

para luego mediante regresion logistica calcular la razén de momios (Odds ratio) de todos
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y cada uno de factores detectados como significantes. Para los célculos se empled un nivel
de significancia de P>0.05% usando el paquete computacional WIinEpi® (de Blas et al,
2006) y SPSS® Statistics (www.ibm.com/).
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4. RESULTADOS

4.1. FRECUENCIA MOLECULAR DE FEHV-1, MYCOPLASMA SPP Y FCV EN
GATOS DOMESTICOS CON COMPLEJO RESPIRATORIO FELINO.

La puesta a punto de la PCR y/o RT-PCR para la deteccién mdltiple de secuencia
genéticas de patdgenos asociados a CRF presento una serie de inconvenientes. Las
vacunas usadas como controles positivos, que establecen en sus contenidos la presencia
cepas activas modificadas de FeHV-1y FCV (Feligen® y Felocell® 3) y Chlamidophila felis
(Purevax®) no fueron consistentes en sus resultados. Los experimentos de puesta a punto
implicaron uso de diferentes lotes de vacunas, mezcla de vacunas, ademas de las
modificaciones inherentes para su ajuste desde la extraccion de los acidos nucleicos y
concentraciéon de oligonucledtidos y otros componentes como el Mg++ hasta la
experimentacién de diferentes temperaturas de unién de oligonucleétidos, entre otros. Al
final de los experimentos las condiciones seleccionadas fueron: 40 ciclos de 1 minuto a 91
°C, 1minutoa56 °Cy1minutoa 72 ° C para la deteccion de los patébgenos exceptuando
a FCV. En la Figura 2 se muestra los amplicones generados con las condiciones

sefaladas a partir de cada una de las cepas vacunales empleadas.

Figura 2. Productos de PCR generados a partir de las vacunas empleadas como controles
positivos. 1: Felocell®, Zoetis; 2: Feligen® C.R.P., Virbac; 3: Purevax® RCPCh, Merial. M:
marcador de peso molecular, C-: Control Negativo (H20), bp: pares de bases.
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Conforme al procedimiento y métodos empleados, en la tabla 2 se muestra la relacién de
los resultados positivos a secuencias genéticas para FeHV-1, Mycoplasma spp y FCV en
gatos domeésticos afectados con complejo respiratorio felino. Segun los criterios
establecidos, un total de 91 (70%) de las 130 muestras clinicas resultaron positivas a la
presencia de amplicones de uno o mas de los patdgenos seleccionados en el presente
trabajo. De los casos positivos FeHV-1 aparecié como el agente infeccioso de mayor
frecuencia detectado ya sea de forma individual con 67 (51.5%), combinada con
Mycoplasma spp (67 + 3/ 91) o con FCV (67+2 /91). Es decir, amplicones del tamafio
esperado para FeHV-1 se detectaron en el 82.8% de las muestras positivas (72/91) y en
el 55.4 % de los gatos afectados por CRF. Secuencias genéticas compatibles por el
tamafno de banda de Mycoplasma spp se detectaron en un total de 21 (16.2%) casos en
las 130 muestras. Solo 18 muestras resultaron positivas a amplicones de Mycoplasma spp
y negativos a cualquier otro patégeno. Tomando en cuenta lo anterior, secuencias
genéticas de Mycoplasma spp fueron encontradas en el 19.8% (18/91) de los casos
positivos. La combinacién de amplicones de Mycoplasma spp y FeHV-1 se observé en 3
casos y para la combinacién de Mycoplasma spp y FCV no se detectaron. En la figura 5
se muestran 3 casos clinicos de gatos domeésticos afectados por CRF que resultaron
positivos para amplicones de FeHV-1 (Figura 5A), FeHV-1 + Mycoplasma spp (Figura 5B)
y FeHV-1 + FCV (Figura 5C).

Tabla 2. Relacibn de la positividad a secuencias genéticas de patdgenos selectos
involucrados con Complejo Respiratorio felino en gatos domésticos del area metropolitana de
Monterrey, N.L, México.

FeHV-1 Mycoplasma spp | ey Totales
FeHV-1 67 -- -- 67
Mycoplasma spp 3 18 -- 21
FCV 2 0 1 3
72 18 1 91

(1)Solo fue posible analizar 18 muestras para detectar la presencia del FCV.
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Figura 3. PCR multiple para la detecciébn de secuencias genéticas de patdgenos asociados al
Complejo Respiratorio Felino (CRF) en gatos domésticos del area metropolita de Monterrey, N.L.
En la imagen se muestran 4 casos clinicos selectos que amplifican para FeHV-1 y Mycoplasma
spp en distintos gatos con CRF. M: marcador de peso molecular, C +: Control positivo. 1-4 muestras
clinicas.

Para el caso del FCV, y debido a las inconsistencias en los resultados observados en la
RT-PCR, solo fue posible analizar 18 muestras de las cuales solo 11 arrojaron resultaron
consistentes. En la figura 4 se muestra los productos de RT-PCR y PCRn obtenidos con
el uso de la vacuna Felocell® (Zoetis) y la combinacion de los oligonucleétidos FCV-8F /
FCV-8R (Henzel et al.,2012) + CalFel-1F / CalFel-2R (presente estudio) y FCV-8F / FCV-
8R (Henzel et al.,2012) + CalcapF / CalcapR (Sykes et al., 2001). De las 11 muestras solo
3 (27.7%) fueron consideras como positivas. En 2 de estos casos clinicos (18.2%) se
observé la combinacion con FeHV-1 (Figura 5C) y en ningln caso en conjuncién con
Mycoplasma spp. En la tabla 2 se muestran los resultados positivos a FeHV-1,
Mycoplasma spp y FCV en gatos domésticos afectados con CRF del area metropolitana
de Monterrey, N.L. En los analisis de PCR, ya sea de gradiente o de punto final, no se
encontraron amplicones con tamafio de banda sugerentes de Chlamidophila felis /
Chlamidia psittacci ya sea partir de los controles vacunales y o de las muestras clinicas.

Acorde al sexo del animal la frecuencia de secuencias genéticas se distribuyé de manera

homogénea, pero con ligero aumento de machos positivos para todos los patégenos. Para
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FeHV-1 46 machos y 26 hembras resultaron positivos ya sea como infeccion Unica o
combinada mientras que 13 y 8 lo fueron para Mycoplasma spp. Aunque fue mayor el
namero de casos positivos en machos para cualquiera de los patégenos no se observo

diferencia estadistica significativa (P>0.05).

Figura 4. RT-PCR y PCRn para amplificacién de secuencias genéticas del Calicivirus Felino (FCV)
originados a partir de la vacuna Felocell® (Zoetis) y la combinacion de los oligonucleétidos (1):
FCV-8F/FCV-8R + CalFel-1F / CalFel-2R y (2): FCV-8F/FCV-8R + CalcapF/CalcapR. M: marcador
de peso molecular; (bp): pares de bases.

En cuanto a las caracteristicas clinicas registradas en los gatos afectados por CRF se
observé una amplia variacion (Tabla 3). La signologia clinica fue muy variables en su
presentacion individual o combinadas exteriorizandose una frecuencia mayor de fiebre,
pérdida de peso y secrecion ocular seguida de secrecion nasal y oral, sintomas nerviosos
y conjuntivitis asociados a las secuencias genéticas de FeHV-1 (Figura 5 A) y de letargia,
pérdida de peso, estornudos e inapetencia para la deteccion de Mycoplasma spp. (Figura
5 B). Aunque fue mayor la frecuencia de ciertas condiciones clinicas para ya sea FeHV-1
y Mycoplasma spp., no se observd diferencia estadistica significativa (P>0.05) para
condicién alguna para ambos patégenos. Los 3 gatos positivos a secuencia genéticas de
FCV mostraron ulceracion en cavidad bucal, conjuntivitis, secrecion oral y ocular, asi como
fiebre (Figura 5 C). En la tabla 3 se muestra la relacion entre la condicion clinica detectada

en los animales positivos a secuencias genéticas de los patdgenos seleccionados y
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detectados. En la figura 6 se muestra una representacion grafica de la frecuencia del

cuadro clinicos con la presencia del FeHV-1 y Mycoplasma spp.

A) Felino doméstico criollo positivo a amplicones
de FeHV-1 con un curso de 3-5 dias, fiebre e
inapetencia, leve secrecidn nasal y ocular.
Queratoconjuntivitis y letargia y disnea.

B) Gato domeéstico cruza de raza Siamés positivo a
la presencia de secuencias genéticas de FeHV-1 +
Mycoplasma spp. Queratitis y conjuntivitis severa,
secrecion nasal y ocular mucopurulentas. Letargia,
pérdida de peso y estornudo ocasional y curso
aparente de 10 a 15 dias. Distres respiratorio
patente.

C) Felino criollo con distrés respiratorio agudo y
positvo a FeHV-1 + FCV. Mostré ulceracion
extensiva en lengua y cavidad bucal, sialorrea
profusa y queratitis seca con secrecion nasal
purulenta moderada.

Figura 5. Caracteristicas clinicas de gatos domésticos afectados por Complejo Respiratorio Felino
en el area metropolitana de Monterrey, N.L. La signologia observada fue ampliamente variable en
tanto en casos positivos como en negativos y reconocida por Médicos Veterinarios Zootecnistas
responsables de cada caso (N=130) durante octubre 2018 a junio 2019.
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Tabla 3. Relacion entre la condicion clinica @ detectada en los gatos positivos a secuencia
genéticas de FeHV-1, Mycoplasma spp y FCV.

F R S FeHV-1 Mycoplasma spp FCV
Si No Si No Si No
Estornudos 52 20 12 9 0 3
Inapetencia (anorexia) 60 12 11 10 2 1
Tos 48 24 6 15 2 1
Conjuntivitis 66 4 17 3 0
Secrecion ocular 70 8 13 3 0
Secrecion nasal 66 10 11 2 1
Secrecion oral 68 4 4 17 3 0
Queratitis 7 65 2 19 2 1
Ulceracion oral/ lingual 22 50 4 17 3 0
Fiebre 70 2 11 10 3 0
Postracion 68 4 2 19 0 3
Letargia 58 14 19 2 2 1
Diarrea 6 66 1 10 1 2
Pérdida de peso 70 2 15 6 2 1

(1) Cantidad de gatos domésticos observados: FeHV-1 (N=72), Mycoplasma spp. (N=21) y FCV (N= 3).
Oligonucleétidos contra Chlamydophila felis fueron incorporados en las reacciones de PCR multiple no

observandose reaccidn positiva.
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Relacion entre la condicion clinica y la presencia de FeHV-1y
Mycoplasma spp. en gatos doméstico con CRF.

Diarrea b : — |
Queratitis E \ ‘ ‘ 4
| |
Ulceracion oral / lingual % | | r

|
Tos ‘ ‘ ‘

Estornudos

Letargia

Inapetencia (anorexia)

Secrecion nasal

Conjuntivitis

Postracion

Secrecion oral

Secrecion ocular

Pérdida de peso |

Fiebre

O Mycoplasma DQFeHV-1

Figura 6. Relacion entre la condicion clinica de gatos afectados por Complejo Respiratorio Felino

y la deteccién molecular de FeHV-1 y Mycoplasma spp. La relacién es mostrada en proporciones
del total de gatos positivos a FeHV-1 (n:72) o Mycoplasma spp. (n: 21)
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4.2. FACTORES DE RIESGO PARA LA PRESENTACION DE SECUENCIAS
GENETICAS de FeHV-1, Mycoplasma spp y FCV EN GATOS DOMESTICOS
AFECTADOS POR CRF DEL AREA METROPOLITANA DE MONTERREY N.L.

Los factores de riesgo asociados a la presencia de secuencias genéticas de FeHV-1y
Mycoplasma spp fueron analizados a partir de los 130 gatos afectados con CRF. Para el
caso de FCV y de Chlamidophila felis/Chlamidia psittaci no fue posible estimarlos dado en

bajo niumero de casos analizados o ausencia de positividad en la deteccidon molecular.

En el presente estudio se evalud el historial de vacunacion, el sexo, la edad y otros
parametros que se incluyeron en la encuesta realizada a los propietarios de los felinos. De
los parametros analizados cinco fueron factores de riesgo significativos para la
presentacion del FeHV-1 (Tabla 4) y cuatro para Mycoplasma spp. (Tabla 5) en los gatos
domeésticos. Los factores de riesgo asociados (P<0.05) a Herpesvirus felino-1 fueron, en
orden decreciente, los gatos que cohabitaban con otros gatos dentro de su hogar (OR: 4.9,
IC: 95%, 1.535-15.781), los gatos con acceso al exterior (calle) del hogar (OR:3.1,
IC:95%,0.8-5.2), los gatos machos (OR: 1.4, IC: 95%, 0.6-3.0) y gatos con edades menor
de un afio de edad (OR: 1.4, IC: 95%, 0.7-2.8). Una asociacion negativa entre la positividad
a FeHV-1 y el factor de riesgo fue observada para los gatos vacunados (OR:0.4, IC:95%,
0.2-1.0), edad mayor a un afio (OR:0.6, 1C:95%,0.3-1.3), las gatas ( OR:0.7, IC: 95%, 0.3-
1.5), gatos con peso mayor a 2 kilogramos (OR:0.7, IC: 95%, 0.3-1.7), gatos que habitan
en el interior de la vivienda (OR:0.7, 1C:95%, 0.5-2.4) y gatos desparasitados (OR:0.8, IC:
95%, 0.5-2.4). Los factores de riesgo asociados (P<0.05%) a la presencia de secuencias
genéticas de Mycoplasma spp. fueron cuatro y estos se presentaron en los gatos menores
de 1 afio de edad (OR: 3.4, IC:95%,0.8-7.0), gatos que frecuentan el exterior (calle) del
hogar (OR: 3.1, 1C:95%,0.9-10.5), gatos con pesos menores a 2 kg (OR: 2.1, 1C:95%,0.5-
8.0) y las hembras (OR: 1.2, 1C:95%,0.4-3.4). Como factores de proteccion para
Mycoplasma spp se observé para gatos mayores de 2 kg (OR: 0.47, IC: 95% 0.1-1.7),
animales mayores de un afio (OR: 0.43, IC: 95% 0.1-1.2) y los felinos machos (OR: 0.77,
IC: 95% 0.2-2.1).
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Tabla 4. Factores de riesgo significantes para la presencia secuencias genéticas del
FeHV-1 en gatos domésticos afectados con CRF en el area metropolitana de Monterrey,
N.L.

Variable X2 Odd Ratio 1C95% Valor de P
Macho 0.98 1.44 0.687-3.00 0.21
Hembra 0.65 0.74 0.359-1.531 0.266
Edad < 1 afio 1.09 1.44 0.725-2.885 0.192
Edad > 1 afio 1.07 0.69 0.348-1.385 0.194
Peso <2 kg 0.15 1.18 0.518-2.703 0.425
Peso > 2 kg 0.37 0.77 0.343-1.758 0.344
Exterior 2.01 3.10 0.803-5.281 0.033
Interior 2.01 0.79 0.512-2.495 0.033
Cohabitacién 8.28 4.92 1.535-15.781 0.0004
VVacunas 3.26 0.48 0.216-1.072 0.0054
Desparasitacion 0.3 0.8 0.360-1.778 0.365

Tabla 5. Factores de riesgo selectos significantes para la presencia secuencias genéticas
del Mycoplasma spp en gatos domeésticos con signologia compatible a CRF del area
metropolitana de Monterrey, N.L.

Valor

Variable X2 Odd Ratio 1C935% de P
Macho 0.23 0.77 0.278-2.163 0.408
Hembra 0.16 1.23 0.445-3.445 0.445
Edad < 1 afio 3.01 3.48 0.869-7.076 0.009
Edad > 1 afic 3.01 0.43 0.152-1.240 0.009
Peso< 2kg 1.28 2.12 0.563-8.052 0.204
Peso> 2 kg 1.28 0.47 0.124-1.777 0.204
Exterior 3.81 3.17 0.955-10.538 0.04
Interior 3.81 0.31 0.095-1.047 0.04
Cohabitacion 1.08 0.57 0.199-1.646 0.22
Desparasitaciones 0.006 0.96 0.333-2.770 0.58
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5. DISCUSION

El complejo respiratorio Felino (CRF) es sindrome de amplia distribucion mundial con
fuertes repercusiones en la salud y bienestar del gato doméstico. La presentacion del CRF
es el resultado de una compleja interaccion de factores que incluyen agentes infecciosos,
la salud e inmunidad del animal y el manejo o condiciones del medio ambiente. Los agentes
infecciosos y los factores de riesgo en la presentacion clinica del CRF son mudltiples y
pueden concurrir de manera independiente o combinada (Binns S.H. et al., 2000).

Generalmente se considera que los patdgenos virales son los principales agentes
detonantes del CRF usualmente evitado, bloqueando o alterando la respuesta inmune
innata y adaptativa ya sea al inicio de la infeccion, reactivacion o durante la presentacion
clinica (Gaskell et al.,, 2007, Radford et al., 2007). Situacion similar se observa en el
Complejo Respiratorio Bovino / Fiebre de Embarque (CRB / FE) (Kumar et al., 2018) y en
Complejo Respiratorio Canino (CRC) (Day, M.J. et al., 2020). En México no existen datos
epidemiolégicos del CRF, en el area metropolitana de Monterrey, N.L. su presencia se
deduce a partir de los casos clinicos de infeccién respiratoria, los cuales son muy
frecuentes en temporada invernal, en gatos remitidos a consulta (comunicacion personal
MVZ Mario Alberto Elizondo Lozano, Clinica Veterinaria Privada y personal Médico
Veterinario de la Clinica de Pequefias Especies de la FMVZ —UANL) no obstante, se
desconoce cuéales son los agentes etioldgicos involucrados asi como su distribucion,
factores de riesgo y efectos en la poblacion de gatos domésticos. Durante el periodo de
estudio la mayor cantidad de muestras positivas fueron colectadas en el periodo invernal,
coincidiendo los parametros analizados en lo general con lo reportado por otros
investigadores (Schulz et al., 2015; Holz et al., 2010).

En el presente trabajo, se observd que una proporcién del 70% de gatos con problemas
respiratorios resultaron positivos cuando a menos a uno de cinco patdogenos analizados,
lo cual confirma que los agentes infecciosos detectados juegan un papel muy importante
en la presentacion clinica del CRF (Lister et al, 2015). Es probable que el manejo de la
muestra, dificultades para poner a punto el diagnéstico molecular, variaciones de

nucleodtidos en los sitios de unién de los oligonucleétidos, cepas locales no reactivas al RT-
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PCR o PCR o la presencia de otros patdgenos no incluidos en el estudio contribuyeron
para que no se detectaran agentes infecciosos en 39 de las 130 muestras analizadas
(Lister et al, 2015; Abd-Eldaim et al,2009).

Dado lo anterior, es importante considerar aumentar el espectro de agentes infecciosos
involucrados recientemente en alteraciones respiratorias de felinos, y dado el contacto
entre humanos y gatos doméstico, principalmente aquellos con potencial zoonético como
los virus de la Influenza A (IFA) o el Coronavirus del Sindrome Agudo Respiratorio tipo 2
(SARS-CoV-2), entre otros (Belser et al, 2017, Ibrahim et al 2016, Diakoudi et al., 2019,
Stephen et al 2012, Stout et al, 2020; Lee et al., 2017). Secuencias genéticas del FeHV-1
fueron detectadas en el 82.8% de las muestras positivas y en el 55.4% del total de los
gatos con CRF, cifras que contrastan con otros estudios (Sykes et al 1999, Fernandez et
al 2017), probablemente variaciones en el proceso de diagnostico o condiciones locales
de medio ambiente influyeron en estos resultados (Lister et al., 2015). Sin embargo, el
presente estudio sugiere en el area metropolitana el FeHV-1 ha sido sub-diagnosticado
(Sykes et al 1997), por la comunidad de veterinarios y por lo tanto seria de relevancia de

esclarecer el rol de este virus en el CRF de gatos del area.

Por otra parte, y en contraste, de las muestras analizadas con el uso de oligonucleétidos
y condiciones reportados para amplificacion y ajustes al proceso de deteccién molecular
no fue posible encontrar secuencias genéticas de Chlamidophila felis/Chlamidia psittaci lo
cual puede estar sujeta bajo las mismas consideraciones epidemioldgicas discutidas para
FeHV-1. La ausencia o baja frecuencia de C.felis esta acorde a los resultados de otros
estudios similares (Gourkow et al., 2013; Lister et al., 2015, Halanova et al., 2019,
Rodolakis et al., 2010). Por lo que, podria ser importante considerar estos resultados dado
el potencial zoonético que representan las clamidias, especialmente en animales de
compafia asi que es necesario confirmar estos datos en vista de la baja prevalencia de
este patdgeno a nivel mundial (Cai et al., 2001; Rodolakis et al., 2010; Sykes et al 1999,
Willis 1986). Recientemente, Halanova, et al reportaron, que los gatos callejeros y gatos
de criaderos podrian constituirse como una fuente potencial de contaminacion de C.felis

(Haldnova et al., 2019). No obstante, la prevalencia de FHV-1 y Mycoplasma spp. en este
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estudio concuerdan con lo reportando en otros paises (Gourkow et al., 2013; Fernandez
et al., 2016; Berger et al., 2015) en el caso de FHV-1 manteniéndose en un 50% y para
Mycoplasma spp. por arriba del 3% (Nakanishi et al,.2018), por lo que es probable que
condiciones locales o condiciones no previstas contribuyeron a estas observaciones del

presente estudio.

En condiciones naturales, y dado los mecanismos de patogenicidad y persistencia de los
patogenos considerados, es racional suponer que los animales con CRF al momento de
consulta usualmente cursan con infecciones mdltiples y ya que las co-infecciones en gatos
gue se presentan a consulta son muy comunes (Fernandez et al., 2017), es importante
considerar situacién, en este sentido el tratamiento debe de basarse segun el o los
patogenos involucrados. En este estudio solo tuvimos 3 casos (2%) de co-infeccion por
FHV-1 - Mycoplasma spp. lo cual contrasta con un estudio realizado por Nguyen et al., en
el ano 2018 en Australia que encontraron una prevalencia mayor 60/300 gatos (20%)
(Nguyen et al, 2018). Cifras muy similares fueron observadas en la combinacion FeHV-1y
FCV, pero dado las inconsistencias en la amplificaciéon del FCV en las muestras nuestra
discusion al respecto esta muy limitada. Dado la estrecha asociacion del gato domestico
con el humano, seria interesante ampliar la lista de patdégenos primarios virales o
bacterianos involucrados en CRF especialmente aquellos con potencial zoon6tico como
Influenza (Belser et al., 2017, Lee et al 2017), Coronavirus (Halfman et al 2020, Shi et al.,
2020, Stout et al., 2020) o Bordetella bronchiseptica (Cohn, 2011; Lister et al., 2015).

En el presente estudio, la deteccion molecular del FCV en las muestras fue muy
complicada, el ensayo con diferentes vacunas comerciales (como controles positivos),
diferentes condiciones en la RT-PCR (como temperatura de alineamiento, numero de
ciclos) y el uso de hexdmeros aleatorios u oligonucleétidos especificos recomendados
fallaron para detectar secuencias genéticas de este virus. Previamente investigadores de
Australia reportaron que en la deteccion molecular del FCV la temperatura de almacenaje
de la muestra influye en los resultados y por consecuencia afecta la interpretacion
epidemiolégica de este virus (Sykes et al.,, 2011). En este sentido, los parametros e

interpretacién epidemiolégica para FCV podrian contrastaron fuertemente, situacién que
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se ha sugerido en otros estudios los cuales mostraron alta frecuencia de FCV en gato

domeéstico (Pereira et al 2018; Ravicini et al., 2016).

El FCV es un virus con genoma de ARN que dado sus mecanismos de replicacion y su
amplia variacion genética ocurre como cuasi-especie en los animales afectados
clinicamente, tejidos y cultivos celulares (Bennett et al., 1998, Pesavento et al., 2008).
Alineamientos de las secuencias del genoma completo del FCV, realizadas para localizar
oligonucledtidos y usarlos en la deteccion molecular, mostraron muy escasas posiciones
conservadas de nucleétidos a lo largo del genoma, predominando regiones muy variables
e hipervariables (datos no mostrados) lo cual concuerda a los reportado en estudios
previos (Pereira et al., 2018). Dentro de esta gran variacién genética es posible que ocurran
cambios en los sitios de unién de los oligonucleétidos al genoma viral o que las variantes
genéticas reconocidas por los oligonucleotidos ocurran en una muy baja frecuencia en las
muestras clinicas, asi que estos fendbmenos tal vez expliquen la baja frecuencia de
deteccion en las muestras clinicas de los gatos afectados por CRF. Si esto es correcto, es
probable que en el area metropolitana circulen cepas virales del FCV que nos son
reconocidas por los oligonucleétidos empleados. Por otra parte, la alta variacion genética
del FCV puede también tener un impacto en el disefio de vacunas y su eficacia para
prevenir la infeccion (Ohe et al 2007; Alfonso et al., 2017).

Esta situacion plantea la necesidad de ampliar y profundizar este tipo de trabajos para
reconocer el verdadero impacto del FCV en la salud de los gatos domésticos del area
metropolita de Monterrey N.L. Interesantemente de 130 muestras de gatos con problemas
respiratorios solo uno present6 signos clinicos relacionados a FCV (Manzanilla et al.,
2016). La definicién de los factores de riesgo para CRF es un factor muy importante para
el control o prevencion de este sindrome (Wagner et al 2018). Diversos estudios han
abordado esta situacion (Fernandez et al 2017, Wagner et al., 2017). De los datos
observados, aparentemente el contacto con otros gatos resulta ser un factor de riesgo muy
importante para la infeccion por FHV-1, y entre otras circunstancias, la falta de un protocolo
de vacunacién adecuado. Esto podria ser explicado y basado en un estudio en el cual aislo
en casi un 90% FHV-1 en gatos de la calle (J.K et al. 2008). Exceptuando al FCV, la
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frecuencia de deteccién y factores de riesgo como el contacto entre gatos y el hacinamiento
fueron similares entre los hallazgos de este trabajo y un estudio realizado en 218 criaderos
de gato doméstico en Europa (Helps et al., 2005). Sin embargo, contrastan fuertemente
estos mismos parametros en centros de rescate de felino en los cuales arrojan las cifras
de frecuencia de infecciones y factores de riesgo son mas elevados y numerosos,
respectivamente (Gourkod et al., 2013; Polak et al.,2014). Por otra parte, para la infeccion
por los patégenos del presente estudio el acceso al exterior se encontré como un factor de
riesgo importante , lo cual es similar a lo reportado previamente (Fernandez et al., 2017);
esto debe de tenerse en cuenta dada la problemética social de la alta tasa de abandono
animal por parte de propietarios lo cual ha derivado en emision de leyes a fin proteger a
los animales, garantizar su bienestar, brindarles atencion, buen trato, manutencion,

alojamiento, desarrollo natural y salud (Gaceta Oficial del Distrito Federal, 2014).

Por otra parte, y aunque no fue analizado en el presente estudio, el origen de los gatos
gue se llevan a consulta veterinaria un factor importante para establecer la probabilidad de
infeccidbn a diversos los patdgenos por parte de los veterinarios clinicos. Estudios
realizados en centros de acaparamiento o refugio animal, que acumulan animales en
condiciones de hacinamiento sin una nutricién y cuidado veterinario adecuado se generan
las condiciones adecuadas para una alta frecuencia de infeccion de Mycoplasma felis,
Bordetella bronchiseptica, FCV y FeHV-1 entre otros patdgenos no respiratorios (Helps et
al., 2005; Hurley K.F. 2005; Polak et al., 2014) de esta manera es importante considerar
esta situacion dado que favorecen las perpetuacion de los agentes infecciosos en el medio
ambiente y podrian influir en el diagnéstico, prondstico, tratamiento y epidemiologia de las
infecciones de los gatos domésticos del area metropolitana (Gourkow et al., 2013;
Pesavento & Murphy, 2014).
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6. CONCLUSION

El presente estudio epidemioldgico describe por primera vez la presencia y prevalencia
molecular de FHV-1, FCV, Mycoplasma spp. y Chlamydophila felis en gatos domésticos
del area metropolitana de Monterrey N.L. EI CRF muestra una tendencia estacional
aparente, aumentando su frecuencia en invierno y observandose multiples variantes
clinicas, dificil de asociar a patégenos o condicion alguna, no obstante, en la poblacion
selecta se identificaron algunos factores de riesgo de consideracién para la presencia de
este sindrome. Los principales factores de riesgo para la presencia de FHV-1 y
Mycoplasma spp. fueron el acceso al exterior, la edad y el peso. De forma individual, la
cohabitacion con otros gatos mostro el mayor riesgo asociados a la infeccion por FHV-1.
El sexo de los animales afectados mostrd valores contrastantes por un lado los machos
tuvieron una mayor propension para FHV-1 pero las hembras lo tuvieron para Mycoplasma
spp. La aplicacion de vacunas mostrd un efecto protector para la presencia de FHV-1.
Acorde al método empleado Chlamydophila felis no fue detectada en gatos con CRF. La
deteccion molecular del FCV no fue consistente en el estudio. Si bien el diagnostico
molecular es util para detectar y diferenciar la infeccion de los patégenos involucrados en
CRF es necesario realizar actualizaciones constantes de este proceso de diagnostico
sobre todo FCV y/o virus RNA. Con la informacion obtenida se deduce que la vacunacion
tiene un efecto protector contra FHV-1 y tal vez contra Chlamydophila felis. Estos datos se
deben de tomar en cuenta para la elaboracion de programas de control basados en
vacunas Yy bioseguridad y con ellos contribuir al bienestar del gato doméstico.
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