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» Complementando el Diagndstico en Animales Pequefios -

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR por sus siglas en inglés)
es una técnica de la Biologia Molecular que posee gran sensibilidad vy
especificidad. En nuestro laboratorio la utilizamos para reconocer
fragmentos o secuencias de ADN o de ARN que son especificos de los

patdgenos que buscamos en los animales pequetios.

Las técnicas moleculares son un complemento para los hallazgos
hematoldgicos, seroldgicos y de otros estudios. Si bien con la PCR se
tiene las mejores probabilidades de un diagndstico acertado, es
recomendable tener presente las manifestaciones clinicas y la
fisiopatologia de las enfermedades que deseamos investigar conociendo
los momentos mds adecuados para realizar el estudio y el tipo de

muestra donde es posible detectar el material genético del agente.

Desde DIAP-PCR queremos llegar al paciente compartiendo estos
cuadros orientativos que esperamos sean de utilidad en nuestro trabajo

profesional conjunto.




Reaccion en cadena de la Reaccion en cadena de la

Inmunacromatografia (IC) polimerasa (PCR) ADN Proviral polimerasa (PCR) ARN Viral*

Deteccion -Anticuerpos (Ac) *ADN viral |ncorpora.do al genoma -ARN viral
(ADN proviral)

Muestra «Suero -Sangre con anticoagulante EDTA -Sangre con anticoagulante EDTA
Lapso minimo luego de la . . .
. P 2 g -Ac detectables a partir de los -ADN proviral detectable a partir de las -ARN detectable entre las
infeccion para detectar Z . . . .

i, 60 dias PI (posinfeccion) 2 semanas PI 2 y 8 semanas PI (viremia inicial)
casos positivos

-Aunque se pueden testear gatos de cualquier edad
hay interferencia con Ac maternos en la mayoria de
Vi de L Edad los gatitos de < de 6 meses. «Cualquier edad -Cualquier edad
— e . 2 . -En gatos positivos de < de 2 afios se recomienda
Inmunodeficiencia retestear luego de 6 meses
felina (VIF)
-Secuestro de Ac por alta carga viral -Infeccién muy reciente
. -Disminucion de la sensibilidad del test -Momentos con marcada disminucion de . . -
Falsos negativos . e . . . .. 2 :Escasa viremia (fase subclinica)
por variantes antigenicas del virus linfocitos CD4+ (principal célula blanco
:En la fase terminal debido a inmunodeficiencia del virus)
Interferencia vacunal -Falsos positivos en gatos vacunados -No interfiere -No interfiere
-Permite detectar gatos en la fase terminal
Otras caracteristicas - - de la infeccidn (gatos con viremia elevada
e inmunosupresion)

* La eleccion de la técnica de PCR para ARN viral puede evaluarse en conjunto entre el clinico y el laboratorio de acuerdo con la situacién de cada paciente particular.



Inmunocromatografia (IC)

Reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) ADN Proviral

Reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) ARN Viral

Deteccion

Muestra

Lapso minimo luego de la
infeccion para detectar
casos positivos

Deteccidn segun el tipo de

infeccion
Virus de la
Leucemia felina
(ViLeF) Edad

Falsos negativos

Interferencia vacunal

Otras caracteristicas

-Antigeno soluble (proteina P27 en sangre
producida en fase activa de replicacién viral)

-Suero

-Antigeno soluble detectable a partir de los

30 dias PI (posinfeccion)

-En gatos con infeccién progresiva
-En gatos con infeccidn regresiva
Unicamente al comienzo de la infeccién

-Cualquier edad

-Baja produccidén de antigeno soluble
(primeros 30 dias PI)
-Gatos con infeccién regresiva

(fase latente - baja replicacién del virus)

-Gatos discordantes

-No interfiere

-ADN viral incorporado al genoma

-Sangre con anticoagulante EDTA

-ADN proviral detectable a partir de las
2 semanas Pl

-En gatos con infeccion progresiva y
regresiva

-Cualquier edad

-Infeccién muy reciente
(testeo dentro de las
primeras dos semanas PI)
-Gatos discordantes

:No interfiere

-ARN viral*

-Sangre con anticoagulante EDTA

-ARN detectable a partir de la
primera semana Pl (posteriormente
depende de la evolucion de la infecidn:
Regresiva o Progresiva)

-En gatos con infeccién progresiva

-Cualquier edad

-Gatos con infeccidn regresiva
(fase latente - sin viremia)

-No interfiere

-Permite la deteccidn de gatos
diseminadores (muestra: saliva)

* La eleccion de la técnica de PCR para ARN viral puede evaluarse en conjunto entre el clinico y el laboratorio de acuerdo con la situacién de cada paciente particular.



<

Microscopia

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Micoplasmas
hemotrdpicos*

(o hemoplasmas):

Mycoplasma
haemofelis

Candidatus M.
haemominutum

Candidatus M.
turicensis

Deteccion

Muestra

Mycoplasma haemofelis

Candidatus M. haemominutum

Candidatus M. turicensis

Falsos negativos

Falsos positivos

Permite monitorear el tratamiento

-Microorganismos de ubicacion epicelular
en los eritrocitos

-ldealmente, frotis de sangre capilar

-Visibles como estructuras redondeadas
de 0,3 a 0,8 um sin posibilidad de
diferenciar la especie

-No observables

-Frecuentes, menos del 50% de los gatos infectados
presentan hemoplasmas visibles en los frotis
sanguineos

Frecuentes, por precipitados de tincion, artefactos de
secado o cuerpos de Howell Jolly

:No

-ADN bacteriano

-Sangre con anticoagulante EDTA

-Deteccidn y diferenciacion
de las 3 especies
de hemoplasmas
-Elevada sensibilidad
y especificidad

-Poco probables (ej: pacientes en tratamiento)

Poco probables

-Si, a los 15-20 dias postratamiento. Se recomiendan
2 o 3 resultados negativos con intervalo de 1 mes

* Antes denominadas Haemobartonella felis . Luego de la reclasificacion taxonémica se determiné que la Cepa Ohio de H. felis o variante grande seria llamada
Mycoplasma haemofelis y que la variante pequefia o Cepa California de H. felis se llamaria Candidatus Mycoplasma haemominutum. Candidatus Mycoplasma turicensis fue
descripta posteriormente. En la zona Sur del AMBA estan presentes las tres especies de micoplasmas hemotrépicos felinos.




Microscopia

Inmunocromatografia (IC) Inmunofluorescencia indirecta (IFI)

Reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR)

Deteccion

Muestra

Lapso minimo luego de
la infeccién para
detectar casos
positivos

Un resultado positivo

Ehrlichia canis | ndica

Permite monitorear el
tratamiento

Falsos negativos

Falsos positivos

-Mdrulas en monocitos, en menor
medida linfocitos o neutrdfilos

-Sangre con anticoagulante EDTA

-Infeccion activa

-No

.Las moérulas se observan en un
porcentaje bajo de los pacientes
infectados

-Los artefactos, solapamientos
plaquetarios y otras inclusiones
pueden confundirse con mérulas

-Anticuerpos (IgG), resultados

-Infecciones recientes o con titulos

-Posibles reacciones cruzadas

-Anticuerpos (IgG), resultados

cualitativos cuantitativos
-Suero -Suero
-21-28 dias PI (posinfeccion) -21-28 dias PI

-Exposicion
-Es posible la deteccidn del proceso
activo realizando pruebas pareadas

-Exposicién con un intervalo de 2-3 semanas y
observando un incremento de al
menos 4 titulos entre la primeray la
segunda muestra
-No -No

-Infecciones recientes donde los
titulos de anticuerpos se encuentran
por debajo del nivel de deteccidn
de la técnica

de anticuerpos bajos

-Posibles reacciones cruzadas

-ADN bacteriano
-Sangre con EDTA o médula

6sea con EDTA

-4-10 dias Pl

-Infeccidn activa

-Si, a las 4-8 semanas postratamiento
(manteniendo al paciente
libre de garrapatas)

-Pacientes en tratamiento*

-Poco probables

* Debe considerarse que las muestras para PCR de hemopatégenos (por ejemplo: Ehrlichia, Anaplasma, micoplasmas hemotrépicos, Babesia, Hepatozoon) deben ser tomadas antes de iniciar el tratamiento
antibiético/antiparasitario. Si no es posible remitir la muestra dentro de las 48 h, se puede almacenar en el freezer (-18°C), donde el ADN se conserva por periodos prolongados.



Microscopia

Reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR)

Deteccion

Muestra

Permite monitorear el
Hepatozoon canis | tratamiento

Falsos negativos

Falsos positivos

-Gamontes circulantes
intraleucocitarios

-Sangre con anticoagulante EDTA

- Si, con controles hematoldgicos de
la parasitemia (expresada en
gamontes/ul)

-Puede haber infeccidn sin
parasitemia evidente

-Poco probables

-ADN parasitario

-Sangre con anticoagulante EDTA

-No, la infeccidn es parasitolégicamente

incurable*. Probable deteccion
de por vida

-Poco probables (ej: pacientes en
tratamiento)

-Poco probables

gamontes circulantes.

* No existe en la actualidad un tratamiento capaz de eliminar por completo los merontes tisulares responsables de la aparicion de los

Microscopia

Reaccidn en cadena de la
polimerasa (PCR)

Deteccidn

Muestra

Piroplasmosis
canina*:
Permite monitorear el

. . tratamiento
Babesia vogeli,

Rangelia vitalii y
Babesia gibsoni

Falsos negativos

Falsos positivos

-Merozoitos circulantes
intraeritrocitarios (en Rangelia
también intraleucocitarios)

-Sangre con anticoagulante EDTA

= No

-Puede haber infeccion sin
parasitemia evidente

-Probables, por observacion de
artefactos

-ADN parasitario

«Sangre con anticoagulante EDTA

-Si, alas 4 semanas postratamiento
(manteniendo al paciente
libre de garrapatas)

-Poco probables (ej: pacientes en
tratamiento)

«Poco probables

* Los piroplasmas incluyen varias especies de protozoarios Apicomplexa pertenecientes a los géneros Babesia, Theileria y Rangelia.
En caninos domésticos de Argentina han sido descriptos Unicamente Babesia vogeli (varias provincias), Rangelia vitalii (region
mesopotamica) y Babesia gibsoni (en dos perros de la zona Sur del AMBA aunque uno de ellos provenia de la provincia de Salta).



Reaccién en cadena de la polimerasa

Microscopia Inmunofluorescencia indirecta (IFl) Inmunocromatografia (IC)

Virus del
Distemper canino

(PCR)
-Cuerpos de inclusion en
Deteccidn células sanguineas -Anticuerpos (IgM, IgG) -Antigeno viral -ARN viral
(eritrocitos y leucocitos)
. H *
-Sangre con -Hisopado nasal/conjuntival Sang.re con ant|coagula_nte_EDTA
Muestra . -Suero . -Hisopado nasal/conjuntival
anticoagulante EDTA -Orina .
-Orina
-IgM detectable
a partir de las 2 semanas Deteccién d ti iral i -Deteccién de ARN viral a partir del
Deteccion -Raramente observables hasta 1a 3 meses PI (posinfeccion) eteccion de antigeno virata partir segundo dia PI

Interferencia vacunal

Diferenciacion virus
calle/virus vacunal

:No

-lgG evalia la exposicion
y el nivel de inmunizacion

-Resultados positivos a IgM hasta
las 3 0 4 semanas posvacunacidn
-Resultados positivos a IgG durante
varios meses

-No

de los 7 a 10 dias PI

- Resultados positivos hasta
30 dias posvacunacién (excepto
vacunas recombinantes)

:No

-Elevada sensibilidad y especificidad

-Resultados positivos hasta
30 dias posvacunacion (excepto
vacunas recombinantes)

-Si, empleando protocolos adicionales es
posible diferenciar el ARN viral del virus

calle y del virus vacunal**

* La muestra de sangre con EDTA es de eleccion en la mayoria de los casos, el hisopado es Util en los primeros dias de las manifestaciones clinicas y la orina a partir de la segunda semana. El virus puede
detectarse durante un tiempo prolongado por PCR. Ante la duda pueden tomarse los tres tipos de muestra.** Si existe sospecha clinica con una vacunacion dentro del periodo de interferencia, es importante

conocer la vacuna aplicada para la diferenciacion entre virus calle/virus vacunal.




Inmunofluorescencia indirecta Inmunocromatografia Reaccion en cadena de la polimerasa i
(IF1) (IC) (PCR)
Deteccion -Anticuerpos (IgG) -Antigeno viral -ADN viral

-Sangre con anticoagulante EDTA

Muestra -Suero -Hisopo con materia fecal fresca . .
-Hisopo con materia fecal fresca

-Deteccion del antigeno viral a partir .Deteccién de ADN viral los

: -IgG evalda la exposicion los primeros dias Pl (posinfeccion 2 g
Deteccion g . . p. L. P , (p L ) primeros dias Pl hasta aprox. 50 dias PI
y el nivel de inmunizacion hasta los 7 a 10 dias del inicio de las - -
. . . . Py -Elevada sensibilidad y especificidad
Parvovirus canino manifestaciones clinicas

- Resultados positivos hasta los
20 dias posvacunacién en algunos
perros

-Resultados positivos a IgG
durante varios meses

- Resultados positivos hasta los

Interferencia vacunal , .
20 dias posvacunacion

-Si, empleando protocolos adicionales, es
-No -No posible diferenciar el ADN viral del virus
calle y del virus vacunal*

Diferenciacion virus
calle/virus vacunal

* Si existe sospecha clinica con una vacunacion dentro del periodo de interferencia, es importante conocer la vacuna aplicada para la diferenciacion entre virus calle/virus
vacunal.
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