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RESUMEN

El Alfaherpesvirus canino 1 (CaHV-1), antes Herpesvirus canino tipo 1 (CHV-1), es de
gran importancia, ya que causa herpesvirosis canina generando mortalidad en
cachorros menores a 3 semanas e incide en el desarrollo de problemas reproductivos
y respiratorios en perros adultos.

En la presente investigacion se buscé generar informacion cientifica confiable sobre la
presencia de CaHV-1 en los perros de la ciudad de Cuenca, basada en la busqueda
de la deteccién del virus mediante biologia molecular con una prueba de PCR
convencional validada por un control de proceso en el laboratorio de biologia
molecular de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad de Cuenca.
Para ello se recolectaron 202 muestras de 101 pacientes de diferente edad, raza y
sexo en clinicas veterinarias, refugios, criaderos y de hogares de la ciudad de Cuenca.
Las muestras fueron hisopados nasales y genitales de perros que presenten, o hayan
presentado, signos sugerentes de la enfermedad y, en caso de muerte, se realizaron
necropsias para tomar muestras de ganglios del nervio trigémino y riiién.

Como resultado se tuvo que, de 202 muestras colectadas se obtuvo material genético
viable de ser amplificado en 181 de ellas (89,60%). De las muestras validas se logré
identificar el amplicon correspondiente al CaHV-1 en 9 (4,97%) procedentes de
distintos animales, dando una frecuencia del 8,91% teniendo 6 en muestras de
hisopados (3,31%) y 3 en tejidos (1,66%). Con la presente investigacion como base se
sugiere profundizar en el estudio del virus como su epidemiologia, genotipificacion

entre otros aspectos.

Palabras clave: CaHV-1, PCR, PERROS, CUENCA.

Andrés Alberto Reyes Zumba — Joaquin Alberto Macancela Ona Pagina 2



nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn

UNIVERSIDAD DE CUENCA ég

ABSTRACT
Canid Alphaherpesvirus 1 (CaVH-1), before called Canine herpesvirus type 1 (CHV-1),
is of great importance, since it is the cause of diseases in dogs, generating mortality in
puppies under three weeks and it affects the development of the reproductive and

respiratory system in adult dogs as well as latency states.

In the present investigation, the aim was to generate reliable information on the
presence of CaHV-1 in dogs from the city of Cuenca, for the first time, based on the
search (or research) for virus detection by molecular biology with a conventional PCR
assay validated by a process control in the molecular biology laboratory of the Faculty
of Agricultural Science of the University of Cuenca. For this, 202 samples of 101
patients of different age, race, and sex have been collected, on veterinary clinics as
well as, shelters and canine breeding places in the city of Cuenca. The samples were
of nasal and genital swabs of dogs showing signs suggestive of the disease and in
some cases of death, necropsies were performed to samples trigeminal nerve ganglia

and kidney.

The results showed 181 valid samples (89,60%) of the 202 samples for the process
control, and of these 9 (4,97%) positive to the virus, having 3,31% in samples of swabs
and 1,66% in tissue. With the present investigation as a base, it is suggested to

deepen the study of the virus as its epidemiology, genotyping among other topics.

Keywords: CaHV-1, PCR, DOGS, CUENCA.

Andrés Alberto Reyes Zumba — Joaquin Alberto Macancela Ona Pagina 3



nnnnnnnnnnnnnnnnnn

UNIVERSIDAD DE CUENCA ég

INDICE

1. INTRODUCCION......cooiiiiitiiteeieete ettt ettt te ettt te e eteeteareeneens 18
1.1 OBJELIVOS ..ottt 19
1.1.1 ODJEtiVO GENEIAL........uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii bbb nenneee 19
1.1.2  ObjetivOS ESPECITICOS .....uuuiiiiiieiiiiiiiiiiie et 19

1.2  Hipoétesis 0 pregunta de iNnVestigacion..............oeuviiiiii e, 19
2. REVISION DE LITERATURA. ....cooiiecte ettt eaeane e, 20
2.1  Agente etiologico: Clasificacion y propiedades ............ccooovvuvviiieieeeeeniiniinne. 20
2.2 HISTOFT@ 1ttt 21
2.3 Descripcion de la enfermedad causada...........ccccceeeiieeiiiiiiiiiiieen e, 22
2.4 EPIAemMIOIOgIa....cccie e e e 26
2.5 TIANSIMISION ...ttt e e e e e e e e e e e e 28
2.6 PAlOQENIA ...ttt e 28
2.7 LBSIONES ...ttt 30
P2 T B I - To | 410 1S3 £ [o o F SRR PPPRPRR 30
2.8.1 Hallazgos CHNICOS: ...uvieiieii e 31
2.8.2  SEIOIOQIA: it e a e aaaan 31
2.8.3  Necropsia e histopatologia: ...........ceouiiiiiiiiiiiiiee e 31
2.8.4  Aislamiento Viral: ........cccooiii 33
2.8.5  DEECCION VIFAL: .....eiiiiiiieeieiiieee e 33

2.9 TTAAMIENTO ...eeeiiiiiiiiieeeie ettt n e nnne 35
2.10  ProfilaxXiS Y CONTIOL.......uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieebiiie bbb ebeeeeeeseeeeeeennne 36
3. MATERIALES Y METODOS ......coioiitiiteeieeee ettt ettt ete e e 37

3.1 Materiales usados para la colecta, conservacion, transporte y almacenado de
las muestras de hisopados o tejidos de animales susceptibles o con signologia

clinica compatible con la infeccion por CaHV-1 (Actividad experimental 1). ............ 37
3.1.1 2170 (0] 1o 1S3 37
3.1.3  EQUuIpOS y OtroS materiales: ... 38

Andrés Alberto Reyes Zumba — Joaquin Alberto Macancela Ona Pagina 4



nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn

UNIVERSIDAD DE CUENCA ég

3.2  Métodos aplicados en la colecta, conservacién, transporte y almacenamiento
de los hisopados y muestras de tejidos de los animales, para la obtencién de acido
desoxirribonucleico (ADN) total (Actividad experimental 1). ......cccoeeeeevviiiiiiiiiinneeenn.. 38

3.2.1 Colecta, conservacion, transporte y almacenamiento de muestras de los
hisopados genitales Y NASAIES. ..........ouuiiiiii i 38

3.2.2 Colecta, conservacion, transporte y almacenamiento de muestras de
(=T 1o [T oo = ot 0o 15 =1 1 o PRSPPI 39

3.3  Materiales usados para el procesamiento de las muestras biolégicas
colectadas, extraccion y purificacién del acido desoxirribonucleico total de CaHV-1

(Actividad experimental 2). ........uuuiiiiii e 40
3.3.1  -Bioldgicos (conservados a 4°C en solucién de conservacion): ............. 40
3.3.2  -ReactivoS Y SOIUCIONES: ........ccoviiiiiiiiiiiiiii 40
3.3.3  -EQUIipos Yy 0Otros materiales: ...........cccccvvviiiiiiiiiiii 40

3.4  Métodos para el procesamiento de las muestras biolégicas colectadas,
extraccion y purificacion de ADN de CaHV-1 (Actividad experimental 2)................. 41

3.4.1 Métodos para el procesamiento de las muestras biolégicas de los
hisopados colectadas, extraccion y purificacion de ADN de CaHV-1................... 41

3.4.2 Métodos para el procesamiento de las muestras biolégicas, de los
tejidos, colectadas, extraccion y purificacion de ADN de CaHV-1........................ 42

3.5  Materiales usados para la realizacién de las amplificaciones y detecciones de
material genético mediante electroforesis en gel agarosa de la especie canina
(Control de proceso para la validacién de las muestras obtenidas y del rendimiento

de la prueba PCR) (Actividad experimental 3).............cccoouuumiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieenanns 42
3.5.1  -BIOIOQICOS: ..o 42
3.5.2 -ReactivOS ¥ SOIUCIONES: ......cccuvi i 43
3.5.3 - EQUIp0S Y Otros Materiales: ... 43

3.6  Métodos usados para la realizacion de las amplificaciones y detecciones de
material genético mediante electroforesis en gel agarosa de la especie canina
(Control de proceso para la validacion de las muestras obtenidas y del rendimiento
de la prueba PCR) (Actividad Experimental 3). .........ooiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee e 44

3.7 Materiales usados para la amplificacion de los productos de PCR especificos
para el CaHV-1y su deteccién mediante electroforesis en gel de agarosa-TAE y
tefiido con Bromuro de etidio (Actividad experimental 4). ............ccovviiiiiiieeinieenns 47

371 - BIOIOQICOS: ..ceuiiiiii e e e e e e e aaaan 47

Andrés Alberto Reyes Zumba — Joaquin Alberto Macancela Ona Pagina 5



nnnnnnnnnnnnnnnnnn

UNIVERSIDAD DE CUENCA ég

3.7.2 - ReacCtiVOS Y SOIUCIONES: .....uciiiieeiiiiiiici et e e e e e aaenes 47
3.7.3  -EQUIpoS y 0Otros materiales: ... 48

3.8  Meétodos aplicados en la realizacién del proceso de amplificacion de los
productos de PCR especificos para el CaHV-1 y su deteccién mediante
electroforesis en gel de agarosa-TAE y tefiido con Bromuro de etidio (Actividad

EXPENMENTAL 4). . e e e e e e e e e ettt e e e e e e e e eaa s 49
4. RESULTADOS ..ot e et e et a e et e e e aaa s 52
4.1 Resultados de la colecta de MUESIIAS ..............uuuuiiimmmiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieieenanes 52
4.2  Deteccion de material genético canino en las muestras colectadas.............. 53
4.3  Deteccidén de material genético de CaHV-1 en las muestras validadas......... 54
4.4  Distribucion de las muestras positivas segun edad, sexo y raza................... 55
ST 0115101011 (@ ] R 57
6. CONCLUSIONES ... ..ottt ettt e e et e e et e e eaeans 60
7. PERSPECTIVAS Y/O RECOMENDACIONES........ccoitiiiiiieiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee 61
8. BIBLIOGRAFIA. ... .ottt teare e, 62
0. AN X O S ettt e e 69

Andrés Alberto Reyes Zumba — Joaquin Alberto Macancela Ona Pagina 6



nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn

UNIVERSIDAD DE CUENCA ég

INDICE DE FIGURAS

Figura 1: Vista de unas particulas del virus CaHV-1 en una delgada seccién de un
cultivo DKC (células de rifion canino) a través de microscopia electronica. Fuente (4)

Figura 2: Organos de cachorros muertos con infeccion de CaHV-1. (A) Pulmones con
edema y una apariencia heterogénea. La superficie esta con zonas hemorragicas
equimoticas y petequiales, (B) Rifiones con hemorragias equiméticas y petequiales,
(C) Higado agrandado y sangrado petequial y (D) Timo con sangrado petequial.
FUBNEE (13) ettt s b ettt et eb e eb e bt bbbt et eaeeaeenes 24

Figura 3: Cuadro explicativo de la patogenia del virus CaHV-1. Fuente (13). .............. 29

Figura 4: Rifion con petequias en la superficies en el lado izquierdo y un rifion normal
en el lado dereCho. FUENLE (B). ....cc.ecieieiiceeieecteees ettt st 32

Figura 5: Inclusiones intranucleares en un corte histolégico de un rifion canino con
CAHV-L1. FUBNEE (B). ..cueeviriitirierieieteieeteet sttt sttt ettt sttt et be ettt n e eaes 32

Figura 6: Lesiones de CaHV-1 en un cachorro muerto de 11 dias de edad. Notar las
prominentes lesiones necréticas en pulmones e higado. Lesiones tipicas en rifion no
SON VISTAS. FUEBNEE (24) ..ottt ettt ettt et e st sae s be et ebesteeaa e besasensesreenseses 33

Figura 7: Deteccién de los amplicones de ADN canino (808 bp) en los carriles 1-24.
Carril 19; negativo. Carril 25; control negativo. Carriles extremos derechos;
Marcadores de Peso molecular de 100 DP.....cooeeiieieienieeseceee et 54

Figura 8: Deteccién de los amplicones de ADN (485 bp) de CaHV-1 en los carriles 9 y
18. Carril 25; control negativo. Carriles extremos derechos; Marcadores de Peso
MOIECUIAr A& 100 Dttt et e e st e re et e s beeabesbeeraenbens 55

Andrés Alberto Reyes Zumba — Joaquin Alberto Macancela Ona Pagina 7



nnnnnnnnnnnnnnnnnn

UNIVERSIDAD DE CUENCA ég

INDICE DE TABLAS

Tabla 1: Seroprevalencia de CaHV-1 a nivel mundial. Fuente: (5)........cccccvvvvvvvivnnnnn. 27
Tabla 2: Preparacion de la premezcla para la generacion de productos de PCR
especificos para el control de ProCesO0. ..........cuvvviiiiiiiiiiii e 45
Tabla 3: Perfil de temperatura empleado para la generacion de productos de PCR
especificos del CONLrol de PrOCESO. .......uuuiiiiieiiiiiiiiii et e e 46
Tabla 4: Preparacion de la premezcla para la generacion de productos de PCR
especificos para la deteccion de CaHV-1. ........cccccvviiiiiiiiieee 49
Tabla 5: Perfil de temperatura empleado para la generacion de productos de PCR
especificos para la deteccion de CaHV-1. ..o 50
Tabla 6: Descripcién del origen de las muestras ante-mortem. ........cccooeeeevvvvviiieeeeennn. 52
Tabla 7: Descripcién del origen de las muestras post-mortem. ............ccoeevvvvviiieeeeennn. 52
Tabla 8: Descripcion del tipo de muestras ante-mortem. ...........cccceeeeeeeeeeiiieiiiiieeee e, 52
Tabla 9: Descripcion del tipo de muestras post-mortem............ccccvvvvvevveeveeieeeeeeeeeenn, 53
Tabla 10: Distribucion de las muestras positivas segun sexo, edad o raza. ................ 56

Andrés Alberto Reyes Zumba — Joaquin Alberto Macancela Ona Pagina 8



UNIVERSIDAD DE CUENCA LS!

INDICE DE ANEXOS

Anexo 1: Formato para la colecta de datos de los animales muestreados. ................. 69
Anexo 2: Formato de ensayo de PCR para la amplificacion de material genético del
CONEIOl € PrOCESO. ... 71
Anexo 3: Formato de ensayo de PCR para la amplificacion de material genético del
AU = T A S 72
Anexo 4: Férmula aplicada para la estimacion de las probabilidades ...............ccuuuee. 73

Andrés Alberto Reyes Zumba — Joaquin Alberto Macancela Ona Pagina 9



UNIVERSIDAD DE CUENCA

CLAUSULA DE LICENCIA Y AUTORIZACION PARA PUBLICACION EN EL
REPOSITORIO INSTITUCIONAL

Yo, Andrés Alberto Reyes Zumba, en calidad de autor y titular de los derechos morales y
patrimoniales del trabajo de titulacién “Evaluacion de la aplicacién de un ensayo de PCR
para la deteccion de material genético de Herpesvirus canino tipo 1 en muestras clinicas de
caninos’, de conformidad con el Art. 114 del CODIGO ORGANICO DE LA ECONOMIA
SOCIAL DE LOS CONOCIMIENTOS, CREATIVIDAD E INNOVACION reconozco a favor
de la Universidad de Cuenca una licencia gratuita, intransferible y no exclusiva para el uso
no comercial de la obra, con fines estrictamente académicos.

Asimismo, autorizo a la Universidad de Cuenca para que realice la publicacion de este
trabajo de titulacién en el repositorio institucional, de conformidad a lo dispuesto en el Art.
144 de la Ley Organica de Educacién Superior.

Cuenca, 04 de febrero del 2019

P

Andrés Alberto Reyes Zumba

C.I: 0302861240

Andrés Alberto Reyes Zumba — Joaquin Alberto Macancela Ona Pagina 10



UNIVERSIDAD DE CUENCA

CLAUSULA DE LICENCIA Y AUTORIZACION PARA PUBLICACION EN EL
REPOSITORIO INSTITUCIONAL

Yo, Joaquin Alberto Macancela Ofa, en calidad de autor y titular de los derechos morales y
patrimoniales del trabajo de titulaciéon “Evaluacion de la aplicacién de un ensayo de PCR
para la deteccion de material genético de Herpesvirus canino tipo 1 en muestras clinicas de
caninos’, de conformidad con el Art. 114 del CODIGO ORGANICO DE LA ECONOMIA
SOCIAL DE LOS CONOCIMIENTOS, CREATIVIDAD E INNOVACION reconozco a favor
de la Universidad de Cuenca una licencia gratuita, intransferible y no exclusiva para el uso
no comercial de |a obra, con fines estrictamente académicos.

Asimismo, autorizo a la Universidad de Cuenca para que realice la publicacion de este
trabajo de titulacion en el repositorio institucional, de conformidad a lo dispuesto en el Art.
144 de la Ley Organica de Educacién Superior.

Cuenca, 04 de febrero del 2018

Joaquin Alberto Macancela Ona

C.l: 0105802359

Andrés Alberto Reyes Zumba — Joaquin Alberto Macancela Ona Pagina 11



UNIVERSIDAD DE CUENCA

CLAUSULA DE PROPIEDAD INTELECTUAL

umba, autor del trabajo de titulacion “Evaluacion de iz

<
o
>
- )
Q
=y
({1}
0
>
o
(]
-
o
i
n
~
o
wn
™~

zpiicacion de un ensayo de PCR para la deteccion de matenal genético de Herpesvirus

canino tipe 1 en muestras ciinicas de caninos’, certifico que todas las ideas, opiniones
contenidos expuestos en Iz prasente investigacion son de exclusiva responsabilicac de su

Cuenca, 04 de febrere del 2018

Andrés Alberto Reyes Zumba

C.1: 0302861240

Andrés Alberto Reyes Zumba — Joaquin Alberto Macancela Ona Pagina 12



UNIVERSIDAD DE CUENCA

CLAUSULA DE PROPIEDAD INTELECTUAL

Yo, Joaquin Alberto Macancela Ofa, autor del trabajo de titulacion “Evaluacion de
la aplicacién de un ensayo de PCR para la deteccion de material genético de Herpesvirus
canino tipo 1 en muestras clinicas de caninos”, certifico que todas las ideas, opiniones y
contenidos expuestos en la presente investigacion son de exclusiva responsabilidad de su

autor.

Cuenca, 04 de febrero del 2019

¥ Joaquin Alberto Macancela Ofa

C.1: 0105802359

Andrés Alberto Reyes Zumba — Joaquin Alberto Macancela Ona Pagina 13



nnnnnnnnnnnnnnnnnn

UNIVERSIDAD DE CUENCA ég

AGRADECIMIENTOS

Agradezco a nuestro tutor de tesis, Dr. Estuardo
Palacios, por ser parte de esta investigacion y

acompafarnos a lo largo de la misma.

Al Dr. Antonio Vallecillo, por ser guia, soporte, y
también amigo, en nuestra investigacion haciendo

siempre ameno el ambiente para desenvolvernos.

Al Laboratorio de Biologia Molecular por recibirnos
y colaborar con el desarrollo de nuestra

investigacion.

A las diferentes clinicas veterinarias, refugios de
animales y duefios de mascotas que colaboraron
y trabajaron en conjunto con nosotros haciendo

mas facil nuestra investigacion.

Finalmente, a mis padres por ser mis guias a lo
largo de la vida y por siempre apoyarme en todo
momento permitiéndome asi culminar esta etapa

de mi vida.

Andrés Reyes

Andrés Alberto Reyes Zumba — Joaquin Alberto Macancela Ona Pagina 14



nnnnnnnnnnnnnnnnnn

UNIVERSIDAD DE CUENCA ég

AGRADECIMIENTOS

Mi sincero agradecimiento a todos los que

colaboraron en la elaboracién de este estudio.

A la Universidad de Cuenca, docentes, clinicas

veterinarias, criaderos, y refugios.

En especial a nuestro Tutor el Dr. Estuardo
Palacios, por su ayuda y constante apoyo en el
transcurso del proyecto.

Al Dr. Antonio Vallecillo, quién con su guia y
experiencia en el campo de la Bilogia Molecular,

fue de gran aporte a la investigacion.

A mi amigo y compafiero de tesis Andrés Reyes,

por su colaboracién y trabajo conjunto.

A mi familia por su paciencia y constante apoyo a

lo largo del proyecto y de la carrera

Joaquin Macancela

Andrés Alberto Reyes Zumba — Joaquin Alberto Macancela Ona Pagina 15



nnnnnnnnnnnnnnnnnn

UNIVERSIDAD DE CUENCA ég

DEDICATORIA

Este trabajo de investigacion es dedicado a mis
padres, Alberto y Patricia, por siempre apoyarme
incondicionalmente y ser pacientes con la
realizaciébn de este trabajo y, también, durante
toda la carrera.

A mis hermanos, Xavier y Carlos, por darme el
sentido de la responsabilidad para ser un ejemplo

y por su carifio incondicional de hermanos.

A ellos en general por ser fuente de inspiracion

para fijarme metas que me permitan superarme.

Andrés Reyes

Andrés Alberto Reyes Zumba — Joaquin Alberto Macancela Ona Pagina 16



nnnnnnnnnnnnnnnnnn

UNIVERSIDAD DE CUENCA ég

DEDICATORIA

Este trabajo de investigacion estd dedicado a
todos mis amigos, compaferos y profesores, que
han sido una parte importante en esta etapa de mi
vida, a mi familia que siempre me han apoyado y
en especial a mi madre Fatima, por ensefiarme a
ser una persona de bien, a superarme dia a dia,
por ser un pilar importante en mi vida, por eso y

mas le dedico este trabajo.

Joaquin Macancela

Andrés Alberto Reyes Zumba — Joaquin Alberto Macancela Ona Pagina 17



o wu‘:n!unmn —

£

UNVERSIDAD DE CUENC!

UNIVERSIDAD DE CUENCA

1. INTRODUCCION

El Alfaherpesvirus canino 1 es el agente causal de una enfermedad denominada
Herpesvirosis Canina que se caracteriza por inducir una alta mortalidad en los perros
durante la etapa neonatal. Ademas el virus puede inducir infecciones del tracto
respiratorio superior o del tracto reproductivo en la etapa adulta (1), en algunos casos
el virus puede asociarse con otros microorganismos y complicar el cuadro clinico,
derivando asi en pérdidas econémicas en criaderos, por la muerte neonatal y abortos,
y sentimentales en familias por afecciones en la calidad de vida de las mascotas.

En Ecuador no existen datos sobre la identificacion del CaHV-1, siendo totalmente
nula la informacién de la prevalencia e incidencia de este virus debido, principalmente,
a la falta de pruebas diagnésticas validas, por lo que los clinicos veterinarios no
cuentan con antecedentes en las cuales apoyarse en el momento de tratar a un
paciente sospechoso para sugerir realizar pruebas de diagnéstico adecuadas vy,
posteriormente, el desarrollo de un protocolo de prevencién para el control de la
diseminacion del virus, tales como: protocolos de desinfeccidn y controles rutinarios.
Actualmente a nivel mundial existen herramientas diagndsticas indirectas, como ELISA
(del Inglés Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay), y directas, como el aislamiento
viral y PCR (del inglés Polymerase Chain Reaction), que son altamente confiables,
siendo la biologia molecular, con la técnica de PCR, la que mas ventajas posee por su
reducido tiempo para obtener resultados, su bajo costo y su confiabilidad por la alta
sensibilidad y especificidad diagnéstica, teniendo como principio la amplificaciéon y

posterior deteccion de material genético permitiendo determinar la presencia del virus.

Es por esto qué en esta investigacion se evalué la aplicacion de un ensayo PCR como
prueba diagnéstica, de biologia molecular, para la identificacion del CaHV-1
obteniendo asi informacion confiable del estado sanitario del virus en las cuales
puedan basarse los médicos veterinarios dedicados a la clinica para poder tomar
decisiones correctas a la hora del diagnostico y prevenciéon de la diseminacion del

Virus.
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1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo General

Evaluar la aplicacion de un ensayo de PCR para la identificaciébn de material genético
del Herpesvirus canino tipo 1 en muestras de perros con signologia clinica compatible

con la infeccién por este virus.

1.1.2 Objetivos Especificos

e Evaluar la aplicacién de un ensayo de PCR para la deteccién ante mortem del
CHV-1, en muestras de hisopados nasales y genitales de cachorros y perros
adultos con signos clinicos de problemas respiratorios o reproductivos,
sugestivos a herpesvirosis.

e Evaluar la aplicacion de un ensayo de PCR para la identificacién post mortem
canina del CHV-1 en muestras de tejido de nddulos linfaticos retrofaringeos y
de ganglios nerviosos trigémino de perros de diferentes edades muertos por

causas diversas.

1.2 Hipétesis o pregunta de investigaciéon

Con la técnica de PCR es posible la identificacion de la presencia de material genético
del CHV-1 en las muestras bioldgicas obtenidas de perros con signologia sugestiva de

la infeccion.
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2. REVISION DE LITERATURA.

2.1 Agente etioldgico: Clasificacion y propiedades

El Alfaherpesvirus canino 1, CaHV-1, antes llamado Herpesvirus canino tipo 1 y de
abreviatura CHV-1, pertenece a la familia Herpesviridae, Subfamilia
Alphaherpesvirinae, Género Varicellovirus (2).

Posee ADN bicatenario, lineal y capside de simetria icosaédrica que se constituye por
162 capsoémeros (150 son hexameros, 11 pentdmeros y uno es un portal cilindrico de
acceso y salida del ADN) y la capside se encuentra rodeada por el tegumento y por
fuera del mismo encontramos a la envoltura con espiculas que se encargan de inducir
la respuesta inmune en el huésped (Figura 1). El tamafio del virus puede estar en un
rango de 150 a 200 nm debido a la pleomorficidad de la envoltura y teniendo 128

kilobases de longitud su genoma siendo un 32% G+C (2,3).

Figura 1: Vista de unas particulas del virus CaHV-1 en una delgada seccion de un
cultivo DKC (células de rifion canino) a través de microscopia electrénica. Fuente (4)

En la actualidad se conoce que solo hay un serotipo de este virus y se encuentra muy
ligada antigénicamente con el Herpesvirus Felino (FHV) (1). Los Alphaherpesvirus
tienen varios mamiferos como huéspedes entre ellos al perro, al gato, aves, cerdos y

bovinos, siendo los perros el Unico huésped de CaHV-1 (5).
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El CaHV-1 al igual que los demas virus Herpes tienen la habilidad de entrar en estados
de latencia, en células nerviosas, ganglios (trigémino) (5,6), para volver crénica la
infeccion y poder reactivarse después de algun tiempo dependiendo mucho de
estados de inmunosupresion del animal infectado en casos como stress alimenticio,
ciclo estral, enfermedades primarias entre otras. Ademas, también se caracterizan por
poseer enzimas especificas para la sintesis y metabolismo de ADN, por la sintesis de
ADN y capsides en el nucleo y ser capaces de lisar las células del huésped infectado
(3,7,8).

El CaHV-1 se replica a temperaturas menores a 37°C, siendo alrededor de 33°C lo
Optimo, similar a la temperatura de la mucosa genital y del aparato respiratorio
superior. A una temperatura de 4°C mas del 90% se pueden inactivar y a una

temperatura de 56°C por 4 minutos es mayor al 99% (4,9,10,11,12,13).

El periodo de incubacion reportado para el CaHV-1 varia de 3 a 8 dias generalmente
en infecciones no mortales, puede acortarse el periodo de 1 a 2 dias si la enfermedad
es mortal en el caso de los cachorros (12).

El CaHV-1 solo afecta a los perros 0 a sus células en cultivos in vitro, esta
especificidad se la atribuye a la presencia de receptores especificos del virus, causa
una enfermedad sistémica mortal en cachorros y enfermedad respiratoria, genital y
ocular en animales adultos, siendo estos signos poco especificos de la enfermedad
(8,10,14,15,16).

Con respecto al pH, CaHV-1 puede ser inactivado a menos de 3 y mas de 8 en la
escala. También se describe su alta sensibilidad a los desinfectantes comunes, por su
envuelta lipidica, a los rayos ultravioletas, al éter, al cloroformo, clorhexidina, amonio

cuaternario, formoles y fenoles (3,4).

2.2 Historia

La enfermedad causada por la infeccion por CaHV-1 fue reportada por primera vez en
el aflo de 1964 por Carmichael en USA atribuyéndole a Mycoplasma spp,
posteriormente el virus fue reportado como el agente causal, luego de investigaciones
realizadas por el propio Carmichael, de la enfermedad sistémica mortal en cachorros y

fue identificado posteriormente en varios paises como Francia, Reino Unido por Prydie
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Y Cornwell en 1966 por separado. La frecuencia en los paises puede ser muy variable
debido a diferentes factores como el manejo de criaderos y vacunas, considerandose
asi el virus de distribucion mundial (véase Tabla 1), ademas de catalogarse al virus
como endémico de Europa central (5,17,18). Ademas de Carmichael, también hubo
otros dos cientificos con sus grupos conectados que en el 1965 trabajaban en la
identificacion del agente causal de las muertes en neonatos; estos fueron Spertzel y
Stewart en USA (4). Continuaron trabajos con el virus, especialmente para la
identificacion de anticuerpos en USA en 1969 encontrando datos de seroprevalencia
del 12% (8).

En sus comienzos se lo asocié con problemas fetales y neonatales, considerandose
asi uno de los principales causantes de muertes neonatales en criaderos, ahora
ademas se relacionan con afecciones oculares, respiratorias y genitales en animales
adultos (1,15,19).

En los 90 se gener6 una vacuna a base de virus inactivado a partir de la cepa F205,
teniendo asi resultados viables comparado a los estudios realizados en los finales de
la década de los setenta cuando se generé estudios e investigaciones experimentales

para desarrollar la vacuna que fuera capaz de inmunizar a los perros contra CaHV-1.

Segun un estudio en perras, realizado en Francia, la vacuna fue exitosa al evitar la
muerte de los cachorros cuyas madres fueron inmunizadas con el protocolo
establecido por el fabricante que consistia en dos dosis, la primera a los 10 dias

después de la monta y la segunda a las 6 semanas después (20).

En 1990, Takumiy sus colaboradores desarrollaron por primera vez una prueba ELISA
para la deteccion de anticuerpos de CaHV-1 y en Holanda en 1997, investigadores
desarrollaron una prueba ELISA, con sutiles diferencias, recabando datos sobre la
prevalencia de anticuerpos en perros tanto de criaderos como de casas
convencionales teniendo un resultado alrededor del 40% sin que el habitat sea un

factor importante (21,22).

2.3 Descripcion de la enfermedad causada

Los cuadros clinicos que se pueden describir de la enfermedad, causada por el CaHV-

1 como el agente causal, son la enfermedad hemorrdgica mortal en cachorros
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menores a 4 semanas, en adultos problemas reproductivos, tales como abortos,
infertilidad y lesiones papulares en la mucosa genital, también infecciones del tracto
respiratorio superior (1,3,5,16,23).

La enfermedad hemorragica neonatal o infeccion sistémica neonatal, es un cuadro
clinico agudo y con una mortalidad muy alta que se produce en cachorros menores de
4 semanas presentando signologia clinica en donde se evidencia una temperatura
anormalmente baja.

Por lo general la infeccion en los neonatos se da cuando pasa por el canal de parto y
tan pronto tiene contacto con los fluidos de la madre. Aunque esta es la principal forma
descrita, también existe la posibilidad de que la infeccion ocurra de forma
transplacentaria produciendo reabsorcion fetal, abortos o necrosis fetal dependiendo
de la etapa en la que ocurrio (13,24,25).

Por lo general los cachorros que nacen son débiles y su inmadurez, tanto en el
sistema inmune como en su capacidad para regular su temperatura, los hace
susceptibles de la infeccién presentando signos como anorexia, inapetencia, dolor
abdominal a la palpacion, letargia, diarrea y, rara vez, signologia nerviosa como ataxia
u opistotonos en fases finales previo al desenlace mortal que puede alcanzar hasta al
100% que caracteriza a este virus en las primeras 3 semanas de vida aunque en
ocasiones la muerte de los cachorros puede darse sin presentar ninguna signologia
(24,25).

La regulacion de la temperatura juega un rol importante a la hora de hacer frente a la
infeccion viral ya que en situaciones de fiebre el virus no progresa, esto se da en
adultos, pero en cachorros no es posible debido a su falta de capacidad de
termorregulacion hipotalamica, ademas la temperatura rectal en los adultos es mayor
que la de los cachorros lo que les da mayor resistencia.

Los cachorros usualmente mueren a las 24 o 48 horas de haber empezado la
signologia y a la necropsia se puede encontrar vasculitis necrotizantes y hemorragias
en varios 6rganos como el higado, los rifiones, pulmones, bazo (Figura 2) debido a la

replicacion viral en el endotelio vascular (5,13).
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Figura 2: Organos de cachorros muertos con infeccion de CaHV-1. (A) Pulmones con
edema y una apariencia heterogénea. La superficie esta con zonas hemorragicas
equiméticas y petequiales, (B) Rifiones con hemorragias equimoticas y petequiales,
(C) Higado agrandado y sangrado petequial y (D) Timo con sangrado petequial.
Fuente (13)

En raras ocasiones un cachorro con signos neuroldgicos presentes logra sobrevivir,
cuando esto sucede los signos mas comunes como ataxia, ceguera o deficiencias
vestibulares cerebelar persisten a lo largo de la vida (24).

En cachorros mayores a 3 0 4 semanas el riesgo de muerte es menor debido a al
proceso de madurez que atraviesan su sistema inmune y su sistema de
termorregulacion pudiéndose limitar la infeccion a las vias respiratorias altas o a la
forma ocular, pero convirtiéndolo en un reservorio del virus porque estos pueden
permanecer en estados de latencia para luego volver a manifestar signos cuando haya
factores de estrés o infectar a otros individuos (13).

En adultos, el CaHV-1 también se describe como causante de enfermedades del tracto
respiratorio superior y ha sido reportado como implicado en el sindrome de la “tos de
las perreras” o traqueobronquitis infecciosa canina, ademas de esto también pueden
provocar enfermedades oculares en perros de diferentes edades (17,21).
Clasicamente se describe al CaHV-1 como un agente patdégeno secundario en la
traqueobronquitis infecciosa canino que puede estar asociado a otros patégenos
virales como Adenovirus Canino tipo 2 (CAV-2), Paramixovirus tipo 2 y también con
bacterias como Bordetella Bonchiséptica, Pasteurella multocida, Mycoplasma sp. (3).
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A pesar de eso, unos estudios realizados en el 2010 a perros con tragueobronquitis
infecciosa revelaron que CaHV-1 puede por si solo ser el agente etiolégico sin
necesidad de estar otros agentes virales y bacterianos clasicos de la enfermedad si
hay factores como la inmunodepresion (26).

La signologia mostrada y su duracion dependera de los agentes involucrados teniendo
en cuenta el estado inmunoldgico y nutricional del animal, por lo general los signos
incluyen una tos seca improductiva, faringitis, rinitis, fiebre y en complicaciones
severas la muerte. Estudios revelan que la presencia de CaHV-1 produce signologia
mas severa en la traqueobronquitis infecciosa (3,24).

Otra de las manifestaciones clinicas del CaHV-1 en los adultos es la presencia de
problemas reproductivos en donde se incluye lesiones a nivel de mucosa genital,
abortos, infertilidad, momificacién y resorciones embrionarias cuando la infeccién se
ha producido durante la prefiez (6,8).

Los problemas relacionados con la infeccion del virus durante la prefiez pueden
dividirse por la etapa en la que se produjo teniendo una etapa temprana, o el primer
tercio de gestacion, en donde es mas factible encontrar los abortos, las
momificaciones fetales, las resorciones embrionarias, los fetos anormales o
nacimientos prematuros. También es factible observar en la placenta de los fetos
abortados focos hemorragicos tipicamente producido por CaHV-1 (3,6).

Si la infeccion se produce durante etapas mas avanzadas, segundo o tercer tercio de
gestacion, puede encontrarse camadas nacidas con el sindrome del cachorro débil (3).
Las lesiones en el aparato reproductor se deben a la temperatura de las mucosas
genitales tanto del macho como de la hembra ya que es la ideal para que CaHV-1
pueda replicarse ya que es menor que el resto del cuerpo. En estas mucosas se han
observado signos, generalmente autolimitantes, como petequias, hiperemia,
hemorragias equimaticas y lesiones vesiculares (1,3,13,24).

Las secreciones a nivel de pene o vagina se han descrito dentro de la signologia, pero
no de manera muy frecuente en la presencia de CaHV-1, ni siquiera en las perras que
hayan sufrido abortos o nacimientos prematuros de las camadas (24,27).

En ocasiones estas lesiones vesiculares pueden ulcerarse transformando asi a la
lesion en una fuente de contagio viral, no muy frecuente, cuando se produzca la

cOpula. Aunque no es tan frecuente la observacion de esta signologia se ha
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relacionado su aparicién con el inicio del estado de proestro en las hembras y la
regresion cuando estan en anestro sugiriendo asi que el estrés del celo en las
hembras puede producir la activacion de los virus que han permanecido en estado de
latencia previamente (24).

Una, no muy frecuente y Ultimamente descrita, manifestacion clinica del CaHV-1 es la
forma ocular, que se presenta en los adultos como una conjuntivitis bilateral que en la
mayoria de las ocasiones es débil y autolimitante, también con lesiones en parpados,
Ulceras en cérnea, queratitis ulcerativa y no ulcerativa (5,19).

En los neonatos infectados con CaHV-1 se pueden producir importantes lesiones
como panuveitis e infeccién viral intraocular con secuelas tales como queratitis,

neuritis Optica, cataratas y, de nuevo presente, la displasia de retina (5).

2.4 Epidemiologia

El CaHV-1, a pesar de no ser estable en el medio ambiente, esta presente en todo el
mundo. Aunque se ha reportado que el nimero de huéspedes del virus se limita a los
caninos se ha detectado anticuerpos contra CaHV-1 en el suero de zorros rojos
europeos y, también, en nutrias de rio en Norteamérica, mientras que el virus ha sido
aislado de cachorros de coyotes en cautiverio (3,11,15).

CaHV-1 es un virus que puede replicarse muy bien cuando existen temperaturas
corporales menores a 37°C y lo encontramos con una prevalencia alta al testear
serol6gicamente los criaderos de perros y a pesar de ello la signologia clinica podria
no ser observada. Sin embargo cuando se tiene altos niveles de anticuerpos de CaHV-
1 en la sangre es posible relacionarlo a la presencia de problemas reproductivos,
respiratorios y oculares dentro de los criaderos (24).

Aunque son limitados, pero en animales comunes son frecuentes las tasas de
seropositividad de > 30%. Algunos criaderos tienen prevalencias de tasas tan altas
como 100%, sin desarrollo de enfermedad en los cachorros (28). La seroprevalencia
es muy variable y puede oscilar, segun los paises, entre un 40 y un 80% (29). Las
perreras mas grandes y con antecedentes de infeccion neonatal y ademas en centros
de rescate, tienen mayores posibilidades de tener animales positivos a la infeccion,
ademas un estudio informo titulos significativamente mas altos de anticuerpos de

CaHV-1 al aumentar la edad, en machos y en hembras mayores (30,31).
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El uso de diferentes métodos diagnosticos y la eleccion de una poblacién canina,

también influyen en los resultados de las pruebas (32).

Tabla 1: Seroprevalencia de CaHV-1 a nivel mundial. Fuente: (5).

Pais CaHV-1 Seroprevalencia
Argentina 23%
Bélgica 46-50%
Finlandia 82%
Francia 43%
Alemania 9-22%
Iran 21%
Italia 28%
Japoén 22-26%
Paises Bajos 42%
Noruega 80%
Eslovaquia 36%
South Africa 22%
Suiza 19%
Suecia 100%
Turquia 39-72%
Reino Unido 93-94%
Estados Unidos 6%
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2.5 Transmision

Se han descrito algunas vias de transmisibn de CaHV-1, pero se consideran
principales a las rutas oronasales y genitales. En los cachorros luego de la inhalacién
o ingestién de las particulas virales las mucosas son su primer sitio de replicacion (21).
Se requiere un contacto cercano para la transmision del virus, se puede, ademas,
transmitir a través de lameduras, tos, copulacién y el parto. Los fomites es una forma
rara de transmision (15,24,33,34).

Los recién nacidos pueden adquirir la enfermedad al momento del nacimiento debido
al contacto con las secreciones vaginales, al momento de pasar por el canal de parto o
también en el post-parto por contacto con secreciones oronasales de la madre, o de
otros animales en un criadero. Los hermanos de camadas infectadas también son una
fuente de infeccion. Asi mismo lo son las personas que manejan a estos animales
infectados (6,30).

Otra via menos comun de transmisién del CaHV-1 es la, ya mencionada, via
transplacentaria, provocando diversos desordenes reproductivos en adultos, incluso la
muerte de los fetos en perras gestantes (35,36).

En adultos luego de la transmision se pueden o0 no observar signologia. Esto es debido
a la capacidad de llegar a tejidos como el nervio trigémino o los ganglios retrofaringeos
y entrar en estados de latencia caracteristicas de los Alfaherpesvirus que puede ser
seguida de una posible reactivacion en cualquier momento que puede ser en varios
meses como afios, aprovechando una situacion de estrés, hormonal, nutricional o

farmacos inmunosupresores como los corticoesteroides (5,8,15,37,38,39).

2.6 Patogenia

Luego de la infeccion viral la primera replicacion del virus tiene lugar a las 24 horas
post infeccion en el epitelio y mucosa nasales y genitales, tonsilas y nasofaringe
generalmente (29). Otros sitios de replicacion considerados son los nodulos
retrofaringeos, nédulos linfaticos bronquiales, tejido conjuntival y, raramente, pulmones
(24).

Después de la replicacion, las particulas virales tienden a aprovechar la via
hematdgena a los 3 o 4 dias post infeccion para diseminarse hacia el higado, bazo,

rifion, tejido linfatico, pulmones y sistema nervioso central (3).
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La signologia que se vaya a presentar en un animal va a depender de muchos factores
como la edad, el estado inmunitario, estado nutricional, el sexo (si hay gestacién o no)

y la ruta de transmision del CaHV-1 como se muestra en la figura 3 (5,13).

‘.

Transplacental =% -‘
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Stress, pregnancy,
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Figura 3: Cuadro explicativo de la patogenia del virus CaHV-1. Fuente (13).

En los neonatos menores de 1 semana, u otros animales inmunodeficientes, se puede
desarrollar una viremia generalizada, luego hay multiplicacion viral en los érganos
internos y la muerte. Puede ocurrir una latencia principalmente en el ganglio trigémino
gue bajo condiciones de inmunosupresion puede reactivar al virus (40,41).

La mortalidad neonatal es alta debido a la capacidad que tiene el virus de replicarse
rapidamente en neonatos, debido a un sistema inmunolégico inmaduro y la
incapacidad de mantener la temperatura lo que favorece la replicacion viral, ya que
una temperatura menor favorece su desarrollo (42,43).

Los animales presentan anorexia, dolor abdominal, letargia, diarrea verde-amarillenta,
disnea, emesis, ptialismo, descargas nasales serohemorragicas y llanto. Pueden
observarse opistotonos y movimientos de pedaleo y otros signos nerviosos como
ataxia, anacusia, ceguera y queratitis. Algunos cachorros infectados que logran
equilibrar su temperatura corporal pueden presentar solamente descargas nasales y

eritema abdominal y se recuperan en pocos dias.
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Los cachorros menores de 3 semanas mueren entre 1-2 dias después de la aparicion
de signos clinicos. La infeccién por CaHV-1 no tratada en neonatos puede causar una
alta mortalidad de hasta un 100% (9). Los cachorros de mas de 6 semanas expuestos
al virus a través de secreciones nasales de la madre se recuperan siendo portadores
sanos del virus (1).

Ademas de presentar problemas reproductivos animales de ambos sexos presentan
problemas respiratorios (24,44).

En hembras se caracteriza por hiperemia vaginal e hiperplasia linfoide. La aparicién
ocasional de papulas o lesiones vesiculares en la mucosa genital evolucionan en 15 a
30 dias con ulceracion, pudiendo regresar en el proestro siguiente presentandose
hiperplasia de las glandulas de la submucosa (1).

En machos provoca papulas en el pene. Las lesiones observadas en pene y prepucio,
son generalmente autolimitantes (1), gran numero de anormalidades en
espermatocitos, aglutinacion cabeza-cabeza de espermatozoides y leucocitos en el
semen (45), las lesiones aparecen 3 dias después de la infeccién, son autolimitantes

y estas desaparecen a partir de los 4 0 5 dias (46).

2.7 Lesiones

Las lesiones macroscopicas de infeccion fatal por CaHV-1 en recién nacidos incluyen
hemorragia multifocal difusa, necrosis y decoloracion gris en diversos Organos
parenquimatosos, especialmente el rifién, el higado y los pulmones (15,24), muy rara
vez los neonatos se recuperan con lesiones residuales en el SNC, pulmén y rifidn (47).
Todos los nddulos linfaticos se encuentran agrandados e hiperémicos y el bazo esta
inflamado. También puede haber lesiones en el SNC (encefalitis y cerebelo). Muy
frecuentemente no se observa reaccion inflamatoria. Los cuerpos de inclusion
intranuclear basdfilos, pequefios y Gnicos, son mas comunes en las areas de necrosis
del pulmon, higado y rifiones; a veces aparecen como cuerpos levemente acidofilos,

localizados dentro del espacio nuclear (47,48).
2.8 Diagnastico

Las infecciones por CaHV-1 pueden ser detectados tanto con métodos directos como

por métodos indirectos. Entre las pruebas usadas para el diagnéstico tenemos al
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aislamiento viral, al ensayo PCR, la microscopia electrénica, la histopatologia, ELISA y

un ensayo de anticuerpos inmunofluorescente (5).

2.8.1 Hallazgos clinicos:

El diagndstico en funcién del conjunto de signos clinicos encontrados es bastante
especifico, pero no es suficiente para dar un diagndstico definitivo por lo que se debe
complementar con pruebas como la histopatologia y deteccién viral (13,16,49).

También se debe tener en cuenta la historia clinica del paciente, el lugar de origen

entre otros factores como una trombocitopenia marcada (24).

2.8.2 Serologia:

En 1990 se desarroll6 la primera prueba ELISA para detectar anticuerpos de CaHV-1
en la sangre de los perros sospechosos. Aparentemente se podria hacer la deteccion
incluso en etapas tempranas de la infeccion. Anteriormente la serologia se basaba en
los test de virusneutralizacion (22).

La serologia no es muy practica en cachorros debido al curso aguda que puede
desarrollar y no hay el suficiente tiempo para desarrollar anticuerpos contra el virus,
por lo tanto, esta mas direccionado hacia el testeo de los adultos.

Los titulos de anticuerpos altos podrian ser detectados dentro de los dos primeros
meses solamente luego de ocurrida la infecciébn. En cambio cantidades bajas de los
titulos de anticuerpos hasta dentro de los dos primeros afios, esto es debido a la pobre
capacidad inmunogénica del virus y, sobre todo, a su capacidad de entrar en latencia.
También es importante remarcar que un resultado positivo no necesariamente expresa
una infeccion activa, sino que puede solamente indicar una exposicién al virus con lo
cual se debe tener en cuenta la posibilidad de que el animal positivo sea una fuente de

contagio para otros perros (24).

2.8.3 Necropsia e histopatologia:

La necropsia es una técnica importante que deberia realizarse por protocolo cuando
se tenga muerte neonatal lo mas temprano posible, por ejemplo, para encontrar
lesiones tipicas de CaHV-1 como hemorragias y focos necréticos frecuentes en
organos como el higado, bazo, pulmones, placenta y rifiones (figura 4), que pueden

ser remitidos en cortes fijados en formalina al 10% para un estudio histopatol4gico (6).

Andrés Alberto Reyes Zumba — Joaquin Alberto Macancela Ona Pagina 31



UNIVERSIDAD DE CUENCA

En la lesién renal al corte se puede encontrar hemorragias en forma de cufia desde la

pelvis renal hacia afuera (24).

Figura 4: Rifion con petequias en la superficies en el lado izquierdo y un rifion normal

en el lado derecho. Fuente (6).

Es muy frecuente encontrar esplenomegalia y una linfadenomegalia generalizada (27).
A la observacion de los cortes histologicos se puede observar hallazgos
patognomonicos de gran valor diagnostico como las inclusiones intranucleares
eosinofilicos en la periferia de los focos necréticos debido a la rapida replicacion que

es altamente destructiva (Figura 5) (6,13).

CaHV-1. Fuente (6).

Otros hallazgos observados son los edemas a nivel pulmonar con pronunciadas areas
hemorragicas focales e hiperémicas (Figura 6). Las petequias hemorragicas también
se observan a nivel de la superficie serosa del tracto intestinal. Las displasias tanto
cerebelar como de retina también son hallazgos frecuentes en perros infectados con
CaHV-1 (24).
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Figura 6: Lesiones de CaHV-1 en un cachorro muerto de 11 dias de edad. Notar las
prominentes lesiones necroticas en pulmones e higado. Lesiones tipicas en rifion no
son vistas. Fuente (24)

2.8.4 Aislamiento viral:

El diagndstico por aislamiento del virus lleva por lo general algunos dias, y requiere
condiciones Optimas de cultivo, hasta evidenciar el efecto citopatogénico post
inoculaciéon en células de rifidén canino (19,27).

Las muestras que deben tomarse para la prueba son de glandulas adrenales, rifiones,
pulmones, bazo, ndédulos linfaticas e higado. Otras muestras posibles son las de
hisopados nasales o genitales (24,27).

Los ensayos de PCR especificos para el CaHV-1 pueden confirmar la infeccion. (9).
También las técnicas de anticuerpos fluorescentes y microscopia electrénica pueden

detectar el virus en cultivos celulares y tisulares (24).

2.8.5 Deteccion viral:

Los ensayos de PCR (Polimerase Chain Reaction) hoy en dia constituyen una
importante herramienta diagnéstica ampliamente usada debido a las limitaciones y
complicaciones que puedan tener las pruebas de serologia o histologia por
intervenciones tardias en fetos abortados o neonatos muertos (6).

El diagnéstico por PCR mediante la deteccion del genoma del virus, nos permite un
conocimiento rapido y preciso de la presencia o ausencia del virus, donde las otras
técnicas para detectar el virus pueden no ser lo suficientemente sensibles. Esta

prueba puede ser puede realizarse ante-mortem o0 post-mortem (44,50)(44)(50).
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Incluso es (til para testear perros asintomaticos pero que hayan estado en contactos
con perros sospechosos o positivos al virus (13,24).

Las muestras procedentes de recién nacidos son de preferencia a partir de rifiones,
higado, pulmones, bazo, linfonédulos y glandulas suprarrenales. En adultos, se puede
lograr a partir de hisopados nasales, vaginales o prepuciales (27). También se ha
reportado que se puede detectar al virus a partir de muestras conjuntivales o corneales
(5,51).

Esto es debido al tropismo de CaHV-1 y por lo tanto mayores concentraciones del
virus (24,52).

2.8.5.1 Reaccidn en Cadena de la Polimerasa (PCR):

Los origenes del PCR se remontan a los inicios de los 80s en una corporacion de
California llamada Cetus en donde la idea la tuvo el investigador Kary Mullis y desde
ahi ha ido aumentando la aplicabilidad en diagnéstico de varios agentes etiolégicos
(53).

Uno de los factores a mejorar, luego del desarrollo de la prueba, fue la enzima,
precisamente que le da el nombre a la prueba, usada. La primera polimerasa usada
fue extraida de una cepa de la bacteria Escherichia coli. La prueba tenia limitaciones
como la inactivacién a temperaturas altas que obligaba a usar alicuotas en cada nuevo
ciclo lo cual demoraba en tiempo y aumentaba las probabilidades de contaminacion.
Posteriormente apareci6 una nueva ADN polimerasa estable a los cambios de
temperatura obtenida a partir de la bacteria Termophilus aquaticus (53).

Esta prueba diagnéstica se basa principalmente en la amplificacién y deteccion de una
secuencia especifica del ADN del patégeno que se busca en una muestra clinica (27).

Las muestras clinicas obtenidas de donde se pretende extraer el ADN del agente
etioldgico deben pasar por un procesamiento previo en donde se debe extraer el ADN
para luego ser purificado y poder pasar al siguiente paso que es la amplificacion.

En la amplificacién del ADN, donde el objetivo es copiar millones de veces el ADN
diana para su estudio, se usan varios elementos reactivos como la enzima ADN
polimerasa que es la encargada de catalizar la reaccion, cebadores, o primers, que
sean especificos de una secuencia de ADN del agente etioldgico,

desoxirribonucledtidos fosfatados, magnesio, un buffer y agua apropiada entre otros
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que serdn mezclados con el ADN diana y puestos en un termociclador en donde se
someten a 3 procesos (deshaturalizacion, alineacion y extension) durante varios ciclos
repetidos que componen el PCR (54).

La desnaturalizacién consiste en el aumento de la temperatura hasta unos 95°C
aproximadamente que separa las cadenas de ADN.

La alineacion consiste en la hibridacion de los primers a los templados (cadena de
ADN) en un extremo 3’ con su secuencia complementaria a una temperatura
adecuada que por lo general es de 50 a 60°C.

La extension es el paso en donde actla la enzima Taq polimerasa sobre el complejo
templado-primer catalizando la reaccion al agregar los dNTP’s necesarios para formar
la nueva cadena completa de ADN a una temperatura de 72°C (54).

Finalmente se procede a leer el resultado mediante electroforesis usando tipicamente
gel de agarosa para visualizar el tamafio de los amplicones y determinar la presencia
del genoma viral (27,55).

En resumen, la prueba diagnéstica consta de 3 pasos en donde el primero es el
procesamiento de la muestra, el segundo es la amplificacion del material genético
obtenido a través de un termociclador y, finalmente, el tercero es la identificacién del

ADN amplificado a través de la electroforesis u otros métodos (55).

2.9 Tratamiento

En animales que aun no han desarrollado signologia sistémica se recomienda la
aplicacion de 1-2 ml de suero hiperinmune de una madre infectada (De Palma), parece
tener un valor limitado, pero su éxito depende de la presencia de niveles adecuados
de anticuerpos séricos, se lo administra por via intraperitoneal, cada 12 horas durante
2 dias, aunque es poco eficaz (9,49).

Los cachorros menores de 3 semanas afectados suelen tener mal pronéstico por la
edad y rapidez de progresion de la infeccion pero pueden ser tratados con cuidados de
soporte y con vidabarina (3,45). Ademas, la elevacion artificial de la temperatura
corporal ayuda a reducir la replicacion viral y la mortalidad (13,24,56).

Aungue en cachorros mayores de 3-4 semanas y en adultos el virus puede no ser letal
e, incluso, autolimitante se puede establecer una terapia sintomatica de acuerdo con la

signologia mostrada (13).
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En las formas oculares de la infeccién, la terapia antiviral oftalmica es recomendada.
Idoxuridina al 0,1% y soluciones oftalmicas al 1% de trifluridina se deben administrar 6
u 8 veces al dia durante las primeras 48 horas y luego se reducen a 4 veces hasta la
resolucion (5).

Los antibidticos oculares son recomendados para evitar infecciones secundarias que
puedan agravar el cuadro con lesiones como perforacion corneal. También se
recomienda el uso de collar isabelino para reducir las posibilidades de autolesiones
debido a las molestias que puede sentir el animal (5).

2.10 Profilaxis y control

La deteccion temprana de los perros infectados con CaHV-1 se considera como la
herramienta mas importante para evitar la propagacion del virus (22).

Solo se dispone de una vacuna inactivada en el continente europeo (Eurican Herpes
205) que ha estado disponible desde el 2003 (9), la cual se aplica al momento del celo
y cerca de los 50 dias después del apareamiento podria dar proteccion contra la
enfermedad aguda en neonatos (3). Se ha demostrado que los cachorros de madres
vacunadas tienen buena proteccion contra el virus y se puede evitar su muerte (13).
Ademas, es fundamental el uso de los desinfectantes ya que el virus ofrece poca
resistencia (33). También una nutricion adecuada y el control de la temperatura del
ambiente donde se encuentran los recién nacidos (Incubadora, bolsas de agua
caliente, manta eléctrica, lampara infrarroja, etc.) para mantener la normotemia, son
medidas que se puede tomar, en lugares en donde haya sido identificado con
anterioridad el virus (8,42).

Para evitar la reactivacion del virus en adultos se debe evitar en lo posible el uso de
glucocorticoides en dosis inmunosupresoras (27).

Las pruebas de PCR a cualquier animal es de gran utilidad, especialmente en los
criaderos, para evitar la introduccion de un animal infectado con el virus. Asi mismo
para las reproducciones se recomienda inseminacion artificial y testear con PCR al
semen antes de usarlo (6).

No se recomienda en lo absoluto la eliminacién de los animales serolégicamente
positivos puesto que habran otros negativos con estados de latencia que son un

reservorio para posibles contagios (6).
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3. MATERIALES Y METODOS

A continuacion, se describen los materiales y métodos que se aplicaron en las
diferentes actividades en el presente proyecto de titulacion para lograr los objetivos
establecidos.

Las muestras fueron obtenidas de un total de 101 animales independientemente de su
edad, sexo o raza, que hayan presentado la signologia sugerente a la enfermedad,
tomando dos muestras por animal ante o post mortem en un porcentaje de 88% y 12%

respectivamente.

3.1 Materiales usados para la colecta, conservacién, transporte vy
almacenado de las muestras de hisopados o tejidos de animales
susceptibles o con signologia clinica compatible con la infeccién por
CaHV-1 (Actividad experimental 1).

3.1.1 Biolodgicos:

¢ Muestras colectadas de perros sospechosos de estar infectados con el virus:
e Hisopados nasales

e Hisopados genitales (Vaginales y prepuciales)

e Tejido de rifién

e Tejido de ganglio nervioso del trigémino.

3.1.2 Reactivos y soluciones:

e Solucion de conservacion: (Solucién al 80% de Etanol, con 10 mM de Tris-HCI
(Sigma, Cat. No.: T4661), pH 8.0, 1 mM de EDTA (Sigma, Cat. No.: EDS) y
2.5% de Glicerina), con lo cual se elabord 1000 ml de solucion utilizando 833
ml de Etanol al 80%, luego se adicion6 10 ml de Buffer TE 10:1 100X, 25 ml de
Glicerina y aforamos con 132 ml de agua MQ, para ser mezclada, filtrada y
para esterilizar.

e Solucion TE 10:1 100X. (Con 1M de Tris-HCI pH 8.0 y 100 mM de EDTA.

e Solucion a 2 M de Tris-HCI, pH 8.0.

e Solucion a 500 mM de EDTA, pH 8.0.
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e Todas estas soluciones fueron mantenidas a temperatura ambiente y

protegidas de la luz solar.

3.1.3 Equipos y otros materiales:

¢ Platina de calentamiento y agitacion magnética

e Potencidmetro

e pHmetro

¢ Micropipetas de diferentes volimenes y sus puntas

e Autoclave

e Equipo de filtracién (@ 0.22 nm)

e Probetas y recipientes para soluciones

¢ Recipiente para muestras (Tubos Falcon de 15 ml u otro)
¢ Kit de diseccidén y formatos para la colecta de la muestra
e Guantes y solucién desinfectante (Etanol 70%)

¢ Cajatérmica para almacenar y transportar los tubos

e Marcador resistente al agua y alcohol

e Hisopos estériles

3.2 Métodos aplicados en la colecta, conservacion, transporte vy
almacenamiento de los hisopados y muestras de tejidos de los
animales, para la obtencion de acido desoxirribonucleico (ADN) total

(Actividad experimental 1).

3.2.1 Colecta, conservacion, transporte y almacenamiento de muestras de

los hisopados genitales y nasales.

Paso 1: Luego de preparar la solucion para la conservacion, se colocaron 2 ml en
tubos Falcon de 15 ml para conservar los hisopados.

Paso 2: Se esterilizaron hisopos de madera de una sola cabeza en el autoclave a una
temperatura de 121°C durante 15 minutos.

Paso 3: Se hizo la colecta de las muestras, de forma aséptica, con los hisopos

estériles tanto de mucosa genital como nasal de perros con signologia sugerente de la
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infeccion por CaHV-1 y se rompié el mango del hisopo para poder cerrar el tubo
Falcon contenedor de la muestra.

Paso 4: Se identificé correctamente el tubo de la muestra con los datos necesarios y
se llend la hoja de campo con datos del animal y del establecimiento en donde se
obtuvo la muestra.

Paso 5: Para el transporte de las muestras se usO cajas térmicas que nos evit6 el
derrame de los tubos, su exposicion a los rayos solares y cambios drasticos de
temperatura.

Paso 6: Para el almacenamiento de las muestras se evitd la exposiciéon al sol y se
mantuvo en refrigeracion (4°C) hasta el procesamiento de éstas en el laboratorio de
biologia molecular de la facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad de

Cuenca.

3.2.2 Colecta, conservacion, transporte y almacenamiento de muestras de

tejido post-mortem.

Paso 1: En tubos Falcon de 15 ml se colocaron 8 ml de solucién para conservacion de
las muestras. Se colectaron los tejidos de ganglio nervioso del trigémino y de rifién.
Paso 2: Para la colecta se tomaron muestras del tejido no mayores a 2 mm de grosor,
1 gr de peso aproximadamente, haciendo que el volumen total del tubo no sea mayor
a 10 ml.

Paso 3: Se identificaron los tubos con las muestras correctamente con los datos
necesarios tanto del animal como del establecimiento.

Paso 4: Para el transporte de las muestras se usG cajas térmicas que nos evitd
posibles derrames, exposicion solar de los tubos y cambios bruscos de temperatura.
Paso 5: Para almacenar las muestras, se colocaron los recipientes en refrigeracion a
(4 °C). Con este procedimiento se pudo mantener viables las muestras hasta el
procesamiento de las muestras en el laboratorio de biologia molecular de la Facultad
de Ciencias Agropecuarias de la Universidad de Cuenca.

Paso 6: Antes del procesamiento de las muestras se elimin6é la mayor cantidad posible

de la solucién de conservacion.
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3.3 Materiales usados para el procesamiento de las muestras biolégicas
colectadas, extracciéon y purificacién del acido desoxirribonucleico total
de CaHV-1 (Actividad experimental 2).

3.3.1 -Biolégicos (conservados a 4°C en solucién de conservacion):

¢ Hisopados de mucosas genitales y nasales
e Tejido post-mortem de rifiones

e Tejido post-mortem de ganglio del nervio trigémino

3.3.2 -Reactivos y soluciones:

e Solucion de lisis (Tris—HCI 10 mM, pH 7.4, SDS 0.5% (Sigma, Cat. No.:
71725))

e Solucion de proteinasa K a una concentracion de 2.5 mg/ml, esta se
almacenara en alicuotas a -20°C, protegidas de la luz. (Sigma, Cat. No,:
P2308)

e Solucion 25:24:1 de Fenol, Cloroformo y Ac. Isoamilico (Sigma, Cat. No:
77619), almacenado en refrigeracion y protegido de la luz

e Solucion de Etanol al 100% (Sigma, Cat. No: E7023)

e Solucion de Etanol al 70%

3.3.3 -Equipos y otros materiales:

e Micropipetas de diferentes volimenes y sus puntas
e Guantes

e Tubos eppendorf de 2,0 ml

e Vortex

¢ Nanocentrifuga

e |ncubadora
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3.4 Métodos para el procesamiento de las muestras biolégicas colectadas,
extraccion y purificaciéon de ADN de CaHV-1 (Actividad experimental 2).

3.4.1 Métodos para el procesamiento de las muestras biologicas de los
hisopados colectadas, extraccion y purificacion de ADN de CaHV-1.

Paso 1: Se prepararon las soluciones y se tom6 una porcién de las muestras de los
hisopados mantenidos en la solucién de conservacion a 4°C.

Paso 2: Se procedi6 a separar la mayor parte del material biolégico de la muestra de
la solucibn de conservacion mediante la agitacibn en el vértex y se retiré
cuidadosamente el hisopo.

Paso 3: Se sometié a centrifugacion de 12,000 x g por 10 minutos para obtener el
sedimento.

Paso 4: Se tomo aproximadamente +/- 20 ul y se colocara en un tubo Eppendorf de
2.0 ml con 225 pl de solucién de lisis y 25 pl de solucién de proteinasa K y se dejé
incubando en agitacion constante a 56 °C durante toda la noche.

Paso 5: Luego del proceso de digestion, se le adicioné 250 pl de las soluciones
Fenol/Cloroformo/Ac. isoamilico 25:24:1 y se mezcl6 en un vortex por 20 s.

Paso 6: Se centrifugd a 12.000 x g por 10 min a 4 °C. Se colecté el sobrenadante (
200 pl) y colocarlo en un tubo Eppendorf de 1,5 ml nuevo.

Paso 7: Se adicion6 2,5 ml de volumen de Etanol absoluto, se mezcld por inversion y
centrifugd a 12.000 x g por 10 minutos a 4°C

Paso 8: Después se retird el sobrenadante, eliminando lo méximo posible con ayuda
de una porcién de papel absorbente. Se agreg6 500 pl de Etanol al 70%, se mezcl6
por inversién y centrifugd a 12.000 x g por 10 minutos a 4°C.

Paso 9: Se retir6 el sobrenadante, se procedié a eliminar lo maximo posible con ayuda
de una porcién de papel absorbente. Se secoO la pastilla a temperatura ambiente
protegida del polvo.

Paso 11: Luego se suspendio la pastilla en 25 — 50 pl de la solucién de TE 10:1 (pH
8.0). Posteriormente se almacensd la muestra de ADN total a 20 °C para luego

amplificarlo en el termociclador y someterlo a electroforesis.
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3.4.2 Métodos para el procesamiento de las muestras biolégicas, de los
tejidos, colectadas, extraccion y purificacion de ADN de CaHV-1.

Paso 1. Una vez que se obtuvo las soluciones preparadas se tomé una porcion de las
muestras de tejido colectados y se dejé sobre un papel estéril, esto para eliminar la
mayor cantidad de solucion de conservacion.

Paso 2: Se tom6 aproximadamente 200 mg de la muestra y se colocoé en un tubo
Eppendorf de 2.0 ml con 450 pl de solucién de lisis y 50 pl de solucién de proteinasa
K, esto se incubara en agitaciéon constante a 56 °C durante toda la noche.

Paso 3: Luego de finalizado el proceso de digestion, se le adicion6 500 ul de las
soluciones Fenol/Cloroformo/Ac. isoamilico 25:24:1 que se mezclé en un vértex por
20-30 s.

Paso 4: Posterior a esto, se centrifugé a 12.000 x g durante 10 minutos a 4 °C, luego
de finalizada la centrifugacion se colect6 400 ul del sobrenadante y se colocé en un
tubo Eppendorf nuevo de 2 ml adicionandole 2.5 volimenes de Etanol al 100%, lo cual
se mezclo invirtiendo el tubo por 10-20 s.

Paso 5: Se volvi6 a centrifugar a 12.000 x g durante 10 minutos a 4 °C, eliminando la
solucion de forma cuidadosa para no perder la pastilla de ADN precipitada y se le
adicion6 500 ul de Etanol al 70%, en esto se repiti6 la centrifugacion y se elimind
completamente la solucién de Etanol al 70%.

Paso 6: La pastilla obtenida se secé a temperatura ambiente, protegida de la luz y el
polvo, esta pastilla de ADN se resuspendi6é en 50 pl de solucién tamponada TE 10:1,
de esto se tom6 una alicuota para amplificarlo en el termociclador y luego someter a

electroforesis en gel de agarosa-TAE con el colorante de Bromuro de etidio.

3.5 Materiales usados para la realizacion de las amplificaciones vy
detecciones de material genético mediante electroforesis en gel agarosa
de la especie canina (Control de proceso para la validacion de las
muestras obtenidas y del rendimiento de la prueba PCR) (Actividad

experimental 3).

3.5.1 -Bioldégicos:

e Muestras de acidos nucleicos obtenidos
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3.5.2 -Reactivos y soluciones:

e Se manejo las soluciones y mezclas preferentemente a una temperatura de 4
°C manteniendo los recipientes abiertos el menor tiempo posible. Para esto se
emplearon:

¢ Alicuotas de agua grado biologia molecular (Sigma, Cat. No.: W4502)

¢ Enzima Taq ADN polimerasa (Invitrogen, Cat. No.: 10966-033) con la Solucion
buffer de amplificacién 10X y la Solucién a 50 mM de MgCI2. Se prepararon
alicuotas de las soluciones y se almacenaron a -20 °C, protegidas de la luz
directa.

e Solucion de dNTP's a una concentracion de 5 mg/ml (Trifosfato de
Desoxinucleotidos) (dNTP’s set, Thermoscientific, Cat. No.: R0182). Se
prepararon alicuotas y se almacenaron -20 °C y protegidas de la luz directa.

e Set de oligonucleétidos especificos para el control de proceso (especie canina):
DOGCyB-For: 5-GGAGTATGCTTGATTCTACAG-3; DOGCyB-Rev: 5'-
AGAAGTGGAATGAATGCC-3'.

e Soluciones de ADN total obtenidos a partir de hisopos genitales y nasales y
tejidos post-mortem de perros sospechosos de estar infectados con CaHV-1

e Agarosa (Invitrogen, Cat. No: 16500-100)

e Solucion tamponada TAE 1X (Solucién a 10 mM de Tris-HCI, pH 8.0 y 1 mM de
EDTA); también se preparé una solucion utilizando 10 mg/ml de Bromuro de
etidio (Sigma, Cat. No: E7637).

¢ Una solucion tamponada de carga para ADN 6X (Solucion a 10 mM de Tris-
HCI, pH 8.0; 60 mM de EDTA. 0.03 % de Azul de Bromofenol (Sigma, Cat. No:
B8026); 0.03 % de Xilencianol (Sigma, Cat. No: X4126) y 60 % de Glicerol, en
cantidad suficiente para 100 ml.

e Marcador de peso molecular para ADN (GeneRuler 100 bp Plus DNA ladder,
Thermo scientific Cat. No.: SM0321). Estas soluciones se almacenaron en
forma adecuada, de acuerdo con cada tipo de solucién, con una temperatura

adecuada, protegidas de la luz y el polvo.

3.5.3 - Equipos y otros materiales:

¢ Micropipetas de diferentes volumenes y sus puntas
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e Vortex

¢ Nanocentrifuga

e Cabina de PCR

e Termociclador

e Congelador a -20 °C, sin descongelamiento automatico
e Fuente de poder

e Camara de electroforesis horizontal
e Balanza

e Horno de microondas

e Transiluminador UV

e Fotodocumentador UV-Impresora

e Potenciémetro

¢ Platina de agitacion y calentamiento

3.6 Métodos usados para la realizacibn de las amplificaciones vy
detecciones de material genético mediante electroforesis en gel agarosa
de la especie canina (Control de proceso para la validacion de las
muestras obtenidas y del rendimiento de la prueba PCR) (Actividad
Experimental 3).

Paso 1: Para el proceso se debié descongelar en hielo los reactivos necesarios para
la amplificacion.

Paso 2: Una vez descongelados todos los reactivos necesarios, preparar la premezcla
en el volumen requerido para el numero de muestras a analizar, colocando los

reactivos siguiendo un orden como lo muestra la Tabla 2.
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Tabla 2: Preparacién de la premezcla para la generacion de productos de PCR
especificos para el control de proceso.

Reactivo Concentracion Volumen
Inicial Final Por reaccién | De

premezcla
10 muestras

Agua grado biologia No aplica No aplica | — ---—-- 90.75

molecular

Tampoén de amplificacion 10X X | - 125 ul

10X

Soluciéon de MgCl, 50 mM 15mM | - 5 pl

Solucion de dNTP’s 10 mM clu 02mMclu | - 1.25 pl

Oligonucleétidos DOG CyB-F 100 uM o8uM | - 1l

Oligonucleétidos DOG CyB- 100 uM 08uM | - 1l

R (100 pM)

Enzima Taq ADN polimerasa 5 U/l oos5u/l | - 1u

Muestra de ADN total 25 ng/ ul 5ng/pul | - 12.5 pl

Volumen final - | - 125 ul

Paso 3: A la premezcla se le sometié en vortex por 2-3 s, luego se colectd todo el

volumen con una breve centrifugacion por 10 s.

Paso 4: Los tubos de PCR requeridos se identificaron de manera adecuada, en cada

tubo se coloco la cantidad que corresponde de la solucion de ADN total de las

muestras a analizar con la ayuda de una micropipeta.

Paso 5: Luego se dispenso el volumen dado de la premezcla (9 pl) en cada uno de los

tubos de PCR en los que se coloco la solucion de ADN (2 pl).

Paso 6: Se mezcl6 en vortex el contenido de los tubos de PCR y se colect6 el volumen

total por nanocentrifugacién, a continuacién, se utilizé el termociclador previamente
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programado con el siguiente perfil de temperatura (Tabla 3) para obtener los
amplicones del control de proceso

Tabla 3: Perfil de temperatura empleado para la generacién de productos de PCR
especificos del control de proceso.

NUmero de ciclos: 35

<
(@]
<
[ C
Q 0 — e
[&] (] ® C
© © o £ Q
N = = L S
S S |2 5 5 <
> =} © ©
. g z g 2] 2 3
(@] c C 5} o o ©
2 é @ £ = = =
@ O @ = < % £
o [a) a) < i (i <
Tiempo 50" 0'50” 0'25” 0'45” 50" 0
(min’, seg™)
Temperatura 94°C 94°C 55°C 72°C 72°C 4°C

Paso 7: Una vez concluido el proceso de amplificacion se retiraron los tubos del
termociclador, pudiendo conservarlos a -20 °C por varias semanas, para ser
analizados inmediatamente mediante electroforesis en gel de agarosa-TAE, para lo
cual se preparo el gel al 1,2% de agarosa, con 3 pl de Bromuro de etidio, en solucion
electrolitica tamponada TAE al 1X, disolviendo completamente para obtener el
porcentaje sefialado en la solucion TAE.

Paso 8: En la cAmara horizontal de electroforesis previamente armada se vertio el gel,
se esperod hasta que se gelifique y se colocé el volumen suficiente de la solucion TAE
y posterior a esto se retiré el peine para formacién de pocillos en el gel y demas
aditamentos de la cAmara.

Paso 9: Se coloc6 en cada uno de los pocillos 9 ul de la muestra previamente
mezclada con 2 ul de la solucion tamponada de carga 6X. En el pocillo 1 se coloc6 5 yl

de la solucién del marcador de peso molecular.
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Paso 10: Una vez concluida la carga del marcador de peso molecular y las muestras
se ensamblaron el circuito eléctrico de la camara de electroforesis con la fuente de
poder y se inicid el proceso con 100 voltios durante 1 hora.

Paso 11: Una vez que se haya conseguido el resultado deseado en la resolucion de
los productos de PCR en la electroforesis, se procedié a documentar la imagen en gel
en el fotodocumentador y se imprimio la fotografia para generar un respaldo fisico del
resultado. Se clasificaron los resultados como muestras validas y no validas de
acuerdo a su tamafio siendo 808 bp necesarios para ser catalogados como positivos.

3.7 Materiales usados para la amplificacion de los productos de PCR
especificos para el CaHV-1y su deteccién mediante electroforesis en gel
de agarosa-TAE y teilido con Bromuro de etidio (Actividad experimental
4).

3.7.1 - Biolbgicos:

e ADN total purificado para cada una de las muestras que fueron validas.

3.7.2 - Reactivos y soluciones:

¢ Alicuotas de agua grado biologia molecular (Sigma, Cat. No.: W4502)

e Enzima Taq ADN polimerasa (Invitrogen, Cat. No.: 10966-033) con la Solucion
buffer de amplificacion 10X y la Solucion a 50 mM de MgCI2. Se prepararon
alicuotas de las soluciones y se almacenaron a -20 °C, protegidas de la luz
directa.

e Solucion de dNTP's a una concentracion de 5 mg/ml (Trifosfato de
Desoxinucleotidos) (dNTP’s set, Thermoscientific, Cat. No.: R0182). Se
prepararon alicuotas y se almacenaron -20 °C y protegidas de la luz directa.

e Set de oligonuclettidos especificos para CaHV-1. (IE-1 primer; 5'-
GATAATTCAGCTTCTAGCGATG-3’, |IE-2  primer;  5-GATCTCACATC
TATAGTTTGGAG-3).

e Soluciones de ADN total purificados de las muestras validadas que fueron
obtenidos a partir de hisopos genitales y nasales y tejidos post-mortem de
perros sospechosos de estar infectados con CaHV-1

e Agarosa (Invitrogen, Cat. No: 16500-100)
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e Solucion tamponada TAE 1X (Solucién a 10 mM de Tris-HCI, pH 8.0 y 1 mM de
EDTA); también se preparé una solucion utilizando 10 mg/ml de Bromuro de
etidio (Sigma, Cat. No: E7637).

e Una solucion tamponada de carga para ADN 6X (Solucion a 10 mM de Tris-
HCI, pH 8.0; 60 mM de EDTA. 0.03 % de Azul de Bromofenol (Sigma, Cat. No:
B8026); 0.03 % de Xilencianol (Sigma, Cat. No: X4126) y 60 % de Glicerol, en
cantidad suficiente para 100 ml.

e Marcador de peso molecular para ADN (GeneRuler 100 bp Plus DNA ladder,
Thermo scientific Cat. No.: SM0321). Estas soluciones se almacenaron en
forma adecuada, de acuerdo con cada tipo de solucién, con una temperatura

adecuada, protegidas de la luz y el polvo.

3.7.3 -Equipos y otros materiales:

e Micropipetas de diferentes volimenes.
e \ortex

¢ Nanocentrifuga

e Cabina de PCR

e Termociclador

e Congelador a -20 °C, sin descongelamiento automatico
e Fuente de poder

e Camara de electroforesis horizontal

e Balanza analitica

e Horno de microondas

e Transiluminador UV

e Fotodocumentador UV

e Impresora

e Potenciémetro

e pHmetro

¢ Platina de agitacion y calentamiento
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3.8 Métodos aplicados en la realizacion del proceso de amplificacién de los

UNIVERSIDAD DE CUENCA

productos de PCR especificos para el CaHV-1 y su deteccion mediante
electroforesis en gel de agarosa-TAE y tefiido con Bromuro de etidio
(Actividad experimental 4).

Paso 1: Para el proceso se descongelé en hielo los reactivos necesarios para la
amplificacion.

Paso 2: Una vez descongelados todos los reactivos necesarios, preparar la premezcla
en el volumen requerido para el nimero de muestras a analizar, colocando los
reactivos siguiendo un orden como lo muestra la Tabla 4.

Tabla 4: Preparacién de la premezcla para la generacién de productos de PCR
especificos para la deteccién de CaHV-1.

Reactivo Concentracion Volumen
Inicial Final Por reaccion | De

premezcla
10 muestras

Agua grado biologia No aplica No aplica | — ---—-- 90.75 ul

molecular

Tampdn de amplificacion 10X X ] - 125 ul

10X

Soluciéon de MgCl, 50 mM 15mM | - 5l

Solucion de dNTP’s 10 mM clu 0.2mMclu | = - 1.25 pl

Oligonucledtidos 1E-1 100 puM 08uM | - 1u

Oligonucledétidos IE-2 (100 100 uM o8uM | - 1l

HM)

Enzima Taq ADN polimerasa 5 U/l oosuU/pl | - 1u

Muestra de ADN total 25 ng/ ul 5ng/ul | - 12,5l

Volumen final - | - 125 ul
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Paso 3: A la premezcla se le sometié en vortex por 2-3 s, luego se colectd todo el
volumen con una breve centrifugacién por 10 s.

Paso 4: Los tubos de PCR requeridos se identificaron de manera adecuada, en cada
tubo se colocd la cantidad que corresponde de la solucion de ADN total de las
muestras a analizar con la ayuda de una micropipeta.

Paso 5: Luego se dispens6 el volumen dado de la premezcla (9 pl) en cada uno de los
tubos de PCR en los que se coloco la solucién de ADN (2 pl).

Paso 6: Se mezclo6 en vortex el contenido de los tubos de PCR y se colecté el volumen
total por nanocentrifugacion, a continuacién, se utilizé el termociclador previamente
programado con el siguiente perfil de temperatura (Tabla 5) para obtener los

amplicones del ensayo de deteccion del virus.

Tabla 5: Perfil de temperatura empleado para la generacion de productos de PCR
especificos para la deteccion de CaHV-1.

Numero de ciclos: 40
®
%)
£
c c
0 0 — =
(&) (&) © c
© @ o = Q
a = = i =
g g © S S S
> =] © L
3 g Z g @ 7] 3
2 @ & 2 g g £
© [ [} = X X =
o (a) () < L L <
Tiempo 50 0’35 025 030" 50" oo
(min", seg”™)
Temperatura 94.0°C | 94.0°C 50.0°C 72.0°C 72.0°C 4.0°C

Paso 7: Una vez concluido el proceso de amplificacion se retiraron los tubos del
termociclador, pudiendo conservarlos a -20 °C por varias semanas, para ser
analizados inmediatamente mediante electroforesis en gel de agarosa-TAE, para lo
cual se preparé el gel al 1,2% de agarosa, con 3 pl de Bromuro de etidio, en solucion
electrolitica tamponada TAE al 1X, disolviendo completamente para obtener el

porcentaje sefialado en la solucion TAE.
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Paso 8: En la cAmara horizontal de electroforesis previamente armada se vertio el gel,
se esperd hasta que se gelifique y se colocé el volumen suficiente de la solucién TAE
y posterior a esto se retir6 el peine para formaciéon de pocillos en el gel y demés
aditamentos de la camara.

Paso 9: Se colocd en cada uno de los pocillos 9 ul de la muestra previamente
mezclada con 2 pl de la solucion tamponada de carga 6X. En el pocillo 1 se coloc6 5 pl
de la solucion del marcador de peso molecular.

Paso 10: Una vez concluida la carga del marcador de peso molecular y las muestras
se ensamblaron el circuito eléctrico de la cdmara de electroforesis con la fuente de
poder y se inici6 el proceso con 100 Voltios durante 1 hora.

Paso 11: Una vez que se haya conseguido el resultado deseado en la resolucién de
los productos de PCR en la electroforesis, se procedié a documentar la imagen en gel
en el fotodocumentador y se imprimio la fotografia para generar un respaldo fisico del
resultado. Se clasificaron los resultados como positivas de acuerdo con el tamafio

esperado de 485 bp.
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4.1 Resultados de la colecta de muestras

rrrrrrr

nnnnnn

LE_‘
UNVERSIDAD DE CUENL?

“““““““

Para esta investigacion se recolectaron 202 muestras procedentes de 101 perros,

siendo estos hisopados nasales (n= 89), hisopados genitales (n= 89) y muestras de

tejido canino (n= 24) de distintas clinicas veterinarias, criaderos y un refugio. Las

descripciones de las muestras estan en las tablas 6, 7, 8 y 9.

Tabla 6: Descripcién del origen de las muestras ante-mortem.

Muestras Ante-mortem
Lugar de Numero . . Porcentaje . :
, de Porcentaje | Validadas i Positivos | Porcentaje
procedencia Vélidas
Muestras

Clinicas 58 32.58 52 89.66 0 0

Criaderos 28 15.73 27 96.43 3 11.11

Refugios 10 5.62 8 80 0 0

Otros 82 46.07 70 85.37 3 4.29

Total 178 100 157 88.20 6 3.82
Tabla 7: Descripcién del origen de las muestras post-mortem.

Muestras Post-mortem
Lugar de Nimero . . Porcentaje . .
. de Porcentaje | Validadas . Positivos | Porcentaje

procedencia Muestras Vélidas

Clinicas 20 81.82 20 100 3 15

Otros 4 18.18 4 100 0 0

Total 24 100 24 100 3 12.50
Tabla 8: Descripcion del tipo de muestras ante-mortem.

Tipo de muestra ante-mortem
Namero Porcentaje
Hisopados de Porcentaje | Validadas CeMA® | positivos Porcentaje
Vélidas
Muestras

Nasal 89 50 79 88.76 1 1.27

Genital 89 50 78 87.64 5 6.41

Total 178 100 157 88.20 6 3.82
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Tabla 9: Descripcién del tipo de muestras post-mortem.

Tipos de muestras post-mortem
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Namero Porcentaje
Tejido de Porcentaje | Validadas . : Positivos | Porcentaje
Validadas
Muestras
Rifion 12 50 12 100 3 25
Ganglio 12 50 12 100 0 0
Total 24 100 24 100 3 12.50

4.2 Deteccion de material genético canino en las muestras colectadas.

Después de la aplicacién de los protocolos establecidos para el procesamiento y la

purificacién de ADN total de las muestras se logré obtener ADN total en 181 muestras

de las 202 colectadas el ensayo de PCR correspondiente al control de proceso (Tablas

6y7).

El tamafio esperado de la cadena de ADN era de 808 bp para ser catalogada como

validada, a la deteccién de material genético canino, al usar los primers DOG CyB-F y

DOG CyB-R.

De las 21 muestras que no se logré obtener el tamafio de ADN esperado, y por lo

tanto fueron invalidadas, 9 corresponden a muestras de hisopados nasales y 12 a

hisopados genitales.
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Figura 7: Deteccién de los amplicones de ADN canino (808 bp) en los carriles 1-24.
Carril 19; negativo. Carril 25; control negativo. Carriles extremos derechos;
Marcadores de Peso molecular de 100 bp.

4.3 Deteccién de material genético de CaHV-1 en las muestras validadas.

El total de muestras validadas (n= 181) se sometieron al ensayo de PCR diagnéstico
usando los sets de primers IE-1 y IE-2 para CaHV-1. Los resultados muestran un total
de 9 muestras positivas, de distintos individuos, al obtenerse una cadena de ADN de

485 bp compatibles con los esperados al usar los primers mencionados previamente.
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Figura 8: Deteccion de los amplicones de ADN (485 bp) de CaHV-1 en los carriles 9 y
18. Carril 25; control negativo. Carriles extremos derechos; Marcadores de Peso
molecular de 100 bp

Del total de muestras positivas (n=9) a la deteccion del virus CaHV-1, 1 corresponden
a muestras de hisopados nasales, 5 de los hisopados genitales y 3 de los tejidos
obtenidos (Tablas 8 y 9).

4.4 Distribucion de las muestras positivas segun edad, sexo y raza.

Las muestras positivas a la deteccion del virus CaHV-1 se encuentran distribuidas
indistintamente la edad, el sexo o la raza segun los resultados, correspondiendo a 5
muestras positivas localizadas en perros menores de 1 afio, 4 en perros mayores a un
afo, 3 en machos, 3 en hembras, 3 en no identificados el sexo, 5 en mestizos y 4 en
perros de raza (Tabla 10).

Asi mismo se obtiene un grafico detallando el tipo de muestra en donde se han
obtenidos los resultados positivos correspondiendo a hisopados nasales (n=1),

hisopados genitales (n = 5) y muestras de tejidos (n =3) (Tablas 8 y 9).
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Tabla 10: Distribucién de las muestras positivas segun sexo, edad o raza.

Sexo Edad Raza
0-4 4 -52 21 | Bulldog
Macho | Hembra | Fetos | Semanas | semanas | afios | Ingles | Beagle | Mestizo
3 3 3 0 2 4 3 1 5
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5. DISCUSION

En esta investigacion se tuvo como objetivo emplear un ensayo PCR que pueda ser
validado para la deteccién de CaHV-1, como bien se logrdé en otras investigaciones
dirigidas por Larsen (57) y Decaro (58) con una variante en tiempo real. Esto debido a
que este virus es de gran importancia en el area veterinaria ya que genera importantes
cuadros clinicos en los perros que pueden llegar a la muerte en los neonatos y desde
lesiones leves hasta problemas reproductivos en adultos ademas de estados de
latencia y en el acervo bibliografico consultado no se tiene ningun tipo de reporte en
Ecuador lo que hace que se excluya al virus del diagnostico diferencial en muchas

ocasiones.

Actualmente la prueba (PCR) sirve de confirmacion de diagnéstico, ya que se trata de
una prueba directa, identifica el genoma viral de diferentes tipos de muestras incluidas
las congeladas hace tiempo atras, siendo el método PCR el método de eleccién para
el diagnostico del CaHV-1 como lo expresa Dumon (6). Especialmente por su
capacidad de generar estados de latencia lo cual hace sugerir el uso de pruebas PCR

para su deteccién en estos casos.

En esta investigacion se us6 una curva de temperatura de alineamiento de 50°C que
contrasta con los 56°C que Miyoshi (52) us6 para su investigacioén con el mismo set de
primers IE-1 e IE-2 usados. Esto también contrasta con otras investigaciones como la
de Chutchai (59) en donde fue de 58°C en la que no se detectaron amplicones

inespecificos, esto puede ser debido a los diferentes primers usados.

Chutchai (59,60) en diversos estudios probo la especificidad del test de PCR, haciendo
los ensayos en muestras que contenian el CaHV-1, mezclado con otros patégenos y
teniendo unicamente amplicones especificos del CaHV-1 detectados. Para evaluar la
reproductibilidad, las variaciones inter e intraensayo revelaron resultados similares

entre los ensayos.

Para evaluar el ensayo de PCR de esta investigacion se recolectdé muestras de tejidos
en donde se conoce que el virus tiene mayor tropismo como lo indica Miyoshi (52) en

sus estudios, Chutchai (60) y Decaro (58). Se determiné asi a los hisopados nasales y
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genitales (vaginales y prepuciales) como muestras ante-mortem y a los tejidos renales

y de ganglio nervioso trigémino como muestras post-mortem.

Se encontraron 9 muestras positivas de distintos individuos dando una frecuencia del
8,91% permitiendo asi generar el primer reporte del virus CaHV-1 en Ecuador y
ubicdndolo en un rango similar al de Estados Unidos (6%) o Alemania (9-22%) como
informé Ledbetter (5) teniendo en cuenta que no es una investigacion netamente

epidemioldgica.

De las muestras positivas se debe recalcar que son de diferentes individuos, es decir,
ningun individuo presento las dos muestras tomadas como positivas. Esto concuerda,
en cierta medida con lo expuesto por Chutchai (60) en donde se llevé a cabo una
investigacion y de los 32 perros estudiados que dieron positivo a la herpesvirosis, 17
perros (53.1%) dieron positivo para ambas muestras nasal y oral, teniendo 9 perros
que fueron positivos en las muestras nasales (28.1%) y 6 perros positivos en las

muestras orales (18.8%).

La mayoria de los positivos de los hisopados, en esta investigacion, fueron de la
mucosa genital, y solo 1 nasal, concordando con la informacion de que en adultos el
virus tiene mayor tropismo en esas mucosas para la replicacién, asi mismo Chutchai
(59) en sus investigaciones en el 2016 encontr6 mas casos positivos cuando las
muestras fueron hisopados orofaringeos que los nasales, debido a que se replica el
virus en vias respiratorias bajas preferentemente. También se coincidid en que se

generaba el primer reporte para el virus CaHV-1 en Tailandia.

También es importante remarcar que de los 3 positivos de muestras post-mortem en
ninguno se pudo evidenciar las lesiones tipicas que se describen para la infeccion por
CaHV-1. Resultados similares se encontraron en estudios llevados a cabo por Larsen
(57) en donde solo un cachorro presenté lesiones concurrentes con la infeccién por el
virus CaHV-1, es decir hepatomegalia, esplenomegalia y renomegalia bilateral
asociada con hemorragias generalizadas. Ademds, histolégicamente identificaron

cuerpos de inclusién eosinofilicos intranucleares en la corteza renal.

Se sabe que la infeccién por CaHV-1 es indistinto de la edad, sexo o raza como lo

muestran nuestros resultados y también un estudio realizado por Ronsse (61).
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Finalmente, la no deteccién del virus en muestras de hisopados se puede deber a
estados de latencia en varios ganglios nerviosos, en donde puede haber baja carga
viral o fall6 a la toma de muestra como lo expresa Burr (50), lo cual puede traducirse
en falsos negativos. Asi también lo describe Chutchai (59) y Miyoshi (52) en 1998
reporta que en perros con infecciones latentes, inoculados por diferentes rutas el virus,

no se pudo detectar en hisopados nasales ni vaginales.
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6. CONCLUSIONES

Para elaborar esta investigacion se obtuvieron 202 muestras bioldgicas,
correspondientes a hisopados genitales y nasales en muestras ante-mortem y tejidos
fetales en muestras post-mortem de 101 perros indistintamente su edad, raza o sexo
de diferentes puntos de la ciudad de Cuenca, para ser sometidas a un procesamiento
y andlisis en el Laboratorio de Biologia Molecular de la Facultad de Ciencias

Agropecuarias de la Universidad de Cuenca.

Debido al ensayo de PCR instaurado para realizar el control de proceso se pudo
determinar la validez de las 181 muestras en donde si se pudo obtener el material
genético amplificado deseado. Esto nos permite afirmar con certeza que en las
muestras en donde se obtuvo resultados negativos a la amplificacion del material
genético de CaHV-1 son negativos porque precisamente no hay la presencia del
agente o porque la cantidad presente es menor a lo detectable, pero por ninglin motivo
son negativos debido a alguna situacion que dafien las muestras e interfieran con la
deteccion de CaHV- 1.

En la presente investigacion obtuvimos 9 muestras con resultado positivo a la
deteccion de material genético de CaHV-1 correspondientes a las 202 muestras y esto

permite generar el primer reporte del virus CaHV-1 en Ecuador.
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7. PERSPECTIVAS Y/O RECOMENDACIONES

Con la realizacion de esta investigacion en el laboratorio de Biologia Molecular de la
Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad de Cuenca se tienen ya
establecidos los protocolos para llevar a cabo con éxito la deteccion del virus CaHV-1,
responsable de muertes neonatales, infertilidad, abortos y problemas respiratorios en
perros, con técnicas moleculares como el PCR y se podria desarrollar protocolos de
profilaxis para la diseminacién del virus. También herramientas terapéuticas como

vacunas entre otras.

A partir de esto, se sugiere mas investigaciones en donde se pueda enfocar, incluso,
en la epidemiologia del virus CaHV-1 ampliando el nUmero de datos para analizar

mejor la frecuencia de este virus que afecta a los perros en Ecuador.
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9. ANEXOS.
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Anexo 1: Formato para la colecta de datos de los animales muestreados.
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Anexo 2: Formato de ensayo de PCR para la amplificacién de material genético
del control de proceso.

Andrés Alberto Reyes Zumba — Joaquin Alberto Macancela Ona Pagina 71



UNIVERSIDAD DE CUENCA

Anexo 3: Formato de ensayo de PCR para la amplificacion de material genético
del virus CaHV-1.
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Anexo 4: Férmula aplicada para la estimacién de las probabilidades

X
p== q=1-p p—Z(z\/’%q><p<p+Z(z\/’%q)

Resultados por categorias:

Muestras de clinicas ante-mortem

0

=—=90
58

p

Interpretacién: No hay probabilidades de encontrar casos positivos a infeccion por
CaHV-1 en clinicas caninas en muestras ante-mortem.

Muestras de criaderos ante-mortem
=2 0.107

P~

g=1-0.107 =0.893

2/0.107x0.893

0.107 — 1.96 <
28

) <p< O.107+1.96<2 M)z

28
0.107—1.96(0.0584) < p < 0.107 + 1.96(0.0584)=
0.107-0.1145 < p < 0.107+0.1145 =

0.0075 < p < 0.2215

Interpretacion: Las probabilidades de encontrar casos positivos a infeccion por CaHV-1
en criaderos van desde el 0,0075 al 0,2215% en muestras ante-mortem.
Muestras de refugios ante-mortem

=—=0
T
Interpretacion: No hay probabilidades de encontrar casos positivos a infeccion por
CaHV-1 en refugios de perros en muestras ante-mortem.

Muestras de Otros ante-mortem

3
p =—=0.0366
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g=1-0.0366 = 0.9634

0.0366—1.96(1/@) < p < 0.0366 + 1.96 (W) _

0.0366—1.96(0.0207) < p < 0.0366 + 1.96(0.0207) =
0.0366 — 0.0406 < p < 0.0366 + 0.0406 =
0.004 < p < 0.0772

Interpretacion: Las probabilidades de encontrar casos positivos a infeccion por CaHV-1
en otros lugares, como los hogares, van desde el 0,004 al 0,0772% en muestras ante-
mortem.

Total ante-mortem

6
P18~ 0.0337

g=1-0.0337 =0.9663

0.0337—1.96(2 —0'0331';‘:9663> < p < 0.0337 +1.96 (2/—0'033ng'9663> =

0.0337-1.96(0.0135) < p < 0.0337 + 1.96(0.0135) =
0.0337 — 0.0265 < p < 0.0337 + 0.0265 =
-0.0072 < p < 0.0602

Interpretacion: Las probabilidades de encontrar casos positivos a infeccion por CaHV-1
en otros individuos vivos van desde el —0,0072 al 0,0602% en muestras ante-mortem.

Muestras de clinicas post-mortem

=3 0.15
P=%0 ™

q=1-0.15=0.85

0.15 - 1.96 <2/°'152’;°'85> < p < 0.15+196 (2/0'152"00-85> -

0.15 — 1.96(0.0798) < p < 0.15 + 1.96 (0.0798) =

0.15-10.1565 < p < 0.15+ 0.1565
0.0065 < p < 0.3065
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Interpretacién: Las probabilidades de encontrar casos positivos a infeccion por CaHV-1
en clinicas van desde el 0,0065 al 0,3065% en muestras post-mortem

Muestras de Otros post-mortem

p:Z:O

Interpretacion: No hay probabilidades de encontrar casos positivos a infeccién por
CaHV-1 en otros lugares, como hogares, en muestras post-mortem.

Total post-mortem

3
p=,=0.125

q=1-0.125=0.875

2/0.125x0.875

0.125-1.96 <
24

) < p < 0125+ 1.96 <2 M)z

24

0.125 — 1.96(0.0675) < p < 0.125+ 1.96 (0.0675) =
0.125—-0.1323< p < 0.125+0.1323 =
0.0073 < p < 0.2573

Interpretacion: Las probabilidades de encontrar un caso positivo a infeccién por CaHV-
1 en individuos muertos van desde el 0,0073 al 0,2573%

Muestras de hisopados nasales ante-mortem
- 0.0112
P =g

q=1-0.0112 = 0.9888

0.12 - 1.96 <2 W) < p <012+196 (2/—0'011;;0-988> =

0.0112 — 1.96(0.0112) < p < 0.0112 + 1.96 (0.0112) =
0.0112 - 0.0219 < p < 0.0112 +0.0219 =
0.0107 < p < 0.0331

Interpretacion: Las probabilidades de encontrar un caso positivo a infeccién por CaHV-
1 en muestras de hisopados nasales van desde el 0,0107 al 0,0331%
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Muestras de hisopados genitales ante-mortem
= 0.0562
P=gg

q=1-0.0562=0.9438

0.0562 — 1_96<2/0'05628%> < p < 0.0562 + 1.96 <2 0-0562;;0.9438) _

0.0562 — 1.96(0.0244) < p < 0.0562 + 1.96 (0.0244) =
0.0562 — 0.0478 < p < 0.0562 + 0.0478 =
-0.0084 < p < 0.104

Interpretacion: Las probabilidades de encontrar un caso positivo a infeccién por CaHV-
1 en muestras de hisopados genitales van desde el — 0,0084 al 0,104%.

Muestras de tejido renal post-mortem

=3 0.25
P12~ ™

qg=1-0.25=0.75

0.25 — 1.96 <2 °'251"2°'75> < p < 0.25+1.96 (2/0'251"20-75> .

0.25—1.96 (0.125) < p < 0.25 + 1.96 (0.125) =

0.25—0.245< p < 0.25+ 0.245 =
-0.005 < p < 0.495

Interpretacion: Las probabilidades de encontrar un caso positivo a infeccién por CaHV-
1 en muestras de tejido renal van desde el —0,005 al 0,0495%.

Muestras de tejido de ganglio post-mortem
0,
P12
Interpretacion: Las probabilidades de encontrar un caso positivo a infeccion por CaHV-
1 en muestras de ganglio retrofaringeo son nulas.
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