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RESUMEN
La parvovirosis canina es una enfermedad infecto-transmisible causada por el
Parvovirus canino tipo 2 (CPV-2). Afecta especialmente a cachorros menores de
seis meses y a perros adultos sin proteccién inmunolégica. La signologia incluye
letargia, anorexia, fiebre, emesis y diarrea; si el animal no recibe tratamiento de
soporte, la enfermedad puede ser fatal. La cepa original CPV-2 ha sido
reemplazada completamente por tres variantes (CPV-2a, CPV-2b, CPV-2c), y
dicha evolucion se ha dado en un relativamente corto periodo de tiempo. Por otro
lado, existe controversia con respecto a cuan virulentas resultan estas cepas, asi
como el nivel de proteccion de las vacunas actuales. El objetivo de este estudio
fue identificar las diferentes cepas de CPV-2 en perros con signologia compatible
a parvovirosis en la ciudad de Cuenca. Para ello se recolect6 80 muestras de
heces, de las cuales se descartaron las que no generaron un amplicon especifico
de perro (Control de proceso). Posteriormente se realizé el PCR de diagnostico de
la enfermedad y se seleccionaron 25 muestras positivas que fueron enviadas a
secuenciacion. De estas muestras, fue posible obtener la secuencia genética de
21. El 47,61% pertenecieron a la cepa CPV-2a, seguida por la cepa CPV-2c con
un 38,1%, y por ultimo la cepa CPV-2b con un 14,29%. De acuerdo a lo publicado
estas cepas sufren cambios de prevalencia y pueden generar subvariantes de las

mismas en el tiempo y en diferentes ubicaciones geograficas.

Palabras claves: Parvovirus canino. Virologia. Biologia molecular. Medicina

canina.
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ABSTRACT

The canine parvovirus is a contagious disease caused by canine parvovirus type 2
(CPV-2). It especially affects puppies under six months and adult dogs without
immune protection. The signology includes lethargy, anorexia, fever, vomiting and
diarrhea; if the animal doesn’t get support treatment, the illness can be lethal. The
original strain CPV-2 has been completely replaced by three variants (CPV-2a,
CPV-2b, CPV-2c), and this evolution has occurred in a relatively short time.
However, there is controversy regarding how virulent these strains are, as well as
the level of protection of the current vaccines. The aim of this study was to identify
the different strains of CPV-2 in dogs with parvovirosis compatible signs in the city
of Cuenca. For this, 80 feces samples were collected, from which those that did
not generated a specific amplicon of dog (Process control) were discarded.
Subsequently, the disease diagnostic PCR was performed and 25 positive
samples were selected and sent to sequencing. From these samples, it was
possible to obtain the genetic sequence of 21. The 47,61% belonged to strain
CPV-2a, followed by strain CPV-2c with 38.1%, and finally the strain CPV-2b with
14,29%. According to what has been published, these strains suffer prevalence
changes and can generate subvariants of itselfs over the time and in different
geographic locations.

Keywords: Canine parvovirus. Virology. Molecular biology. Canine medicine.
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ddNTP: Didesoxinucleotidos
FPV: Virus de la panleucopenia felina
Glu: Acido glutamico
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MEV: Virus de la enteritis del vison
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TfR: Receptor de la transferrina
Thr: Treonina
Tyr: Tirosina

Val: Valina
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1. INTRODUCCION

Entre las causas méas importantes de gastroenteritis hemorragica viral en perros,
se encuentra la Parvovirosis canina; ésta enfermedad se transmite comunmente
por via fecal-oral, aunque también es posible la diseminacién por via fecal-nasal
(1). Se transmite facilmente, debido a que es un virus estable que puede
mantenerse viable hasta mas de siete meses en el medio ambiente (2).

Los animales mas afectados son los cachorros desde 6 semanas hasta 6 meses
de edad, en los cuales se puede observar fiebre, anorexia, emesis y diarrea
hemorragica; y menos comun es la miocarditis presentada en animales muy
jovenes con falla en la transferencia pasiva de inmunidad materna (3). Sin
tratamiento farmacolégico para evitar complicaciones, la mortalidad puede ser tan
alta como del 91%, mientras que con un tratamiento agresivo la mortalidad se
puede reducir desde un 48 a un 4% (1).

El virus causal de ésta infeccidon esta clasificado en la Familia Parvoviridae, los
virus de ésta familia se caracterizan por ser de tamafo pequefno, carecer de
envoltura y tener un genoma de cadena sencila de ADN (Acido
desoxirribonucleico) (4). El primer Parvovirus descrito en perros fue el Virus
diminuto canino (CPV-1, Canine parvovirus 1), que no esta relacionado
antigénicamente con el virus causante de la Parvovirosis, el Parvovirus canino
tipo 2 (CPV-2, Canine parvovirus 2). Al dia de hoy han sido reconocidas 3
variantes antigénicas (CPV-2a, CPV-2b y CPV-2c) que han reemplazado en su
totalidad a la cepa original CPV-2, demostrando que en un periodo relativamente
corto desde su aparicién, este ha sufrido varios cambios de adaptacion al

hospedador (5).

Clavijo Izquierdo, Verdnica Andrea
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Los estudios realizados en Ecuador acerca de la circulacion de las nuevas
variantes antigénicas del CPV-2 han demostrado la presencia de las 3 variantes
en el pais. Uno de éstos estudios fue realizado en la provincia de Bolivar, en él se
muestra una mayor prevalencia de la variante del CPV-2c entre los afios 2011 y
2012 (6). Por otro lado el més reciente realizado en la ciudad de Quito en el
2017, muestra una mayor frecuencia de CPV-2a (7).

Los anteriores son los Unicos estudios con los que se cuenta en el pais acerca de
las variantes del virus. Por ello se plante6 investigar la caracterizaciéon de las
cepas del CPV-2 en los perros de la ciudad de Cuenca, y como se ha visto en los
estudios citados anteriormente, la distribucion del virus difiere de region en region.
En concordancia con esto, una revision realizada por Puentes en el 2012, senala
que las cepas CPV-2 (a/b/c) circulan con diferentes frecuencias segun el area
geogréfica analizada, esto debido a los resultados publicados en paises
Latinoaméricanos como Uruguay y Argentina en diferentes afios (8). Por otro lado,
Peréz y colaboradores en el afno 2007 realizaron la primera deteccion de la cepa
CPV-2c en Latinoamérica, mostrando ser la principal variante viral en Uruguay,
manteniéndose de esa forma hasta el 2009 (9); sin embargo otro estudio en el
mismo pais mostré un inesperado cambio en el afio 2010 con la aparicion de una
nueva cepa CPV-2a que comenzd a esparcirse rapidamente. Estos resultados
enfatizan los cambios dindmicos que sufre el virus incluso en una misma regién a
través del tiempo, motivo de la importancia de llevar a cabo programas de
vigilancia continuos para una mejor comprension del comportamiento viral (10).

Por lo anterior, el presente trabajo se plantean los siguientes objetivos:

Clavijo Izquierdo, Verdnica Andrea
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1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo general

Evaluar la frecuencia de las variantes genéticas del Parvovirus canino tipo 2 en

caninos afectados por ésta virosis en la ciudad de Cuenca.

1.1.2 Objetivos especificos

. Identificar la presencia de material genético del Parvovirus canino tipo 2 en
muestras de heces de caninos con signologia clinica compatible con la

Parvovirosis canina.

o Obtener la secuencia genética codificante de la region entre los

aminoacidos 100 a 500 de la proteina VP2 del Parvovirus canino tipo 2.

1.2 Hipétesis
Es posible la identificacién de las 3 variantes de Parvovirus canino tipo 2 en la
ciudad de Cuenca, asi como se ha demostrado en distintos estudios alrededor del

mundo.

Clavijo Izquierdo, Verdnica Andrea
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2. REVISION DE LITERATURA
2.1 Generalidades

2.1.1 Taxonomia

La familia Parvoviridae comprende dos subfamilias, Parvovirinae que infecta a
vertebrados y Densovirinae, que infecta a insectos. Las ultimas actualizaciones
propuestas por el ICTV (International Committee on Taxonomy of Viruses)
ampliaron la subfamilia Parvovirinae de 5 a 8 géneros: Amdoparvovirus,
Aveparvovirus, Bocaparvovirus, Copiparvovirus, Dependoparvovirus,
Eritroparvovirus, Protoparvovirus y Tetraparvovirus. El Parvovirus canino (CPV),
esta dentro del género Protoparvovirus, conjuntamente con el Virus de la
panleucopenia felina (FPV), el Virus de la enteritis del vison (MEV) y el Parvovirus

del mapache (RaPV) (11).

2.1.2 Estructura

Los parvovirus son de pequefo tamafno (diametro 25 nm) sin envoltura lipidica y
de forma icosaédrica (Figura 1), cuyo genoma estd compuesto por una hebra de
ADN lineal, aproximadamente de 5000 nucleétidos empaquetados como una
cadena de sentido negativo en el caso del parvovirus canino (12,13).

Este genoma contiene dos grandes marcos abiertos de lectura (ORF’s del Inglés
Open Reading Frame). Uno de ellos codifica dos proteinas no estructurales (NS1
Y NS2), las cuales estan involucradas con la replicacién de ADN gendmico viral;
mientras que el segundo ORF codifica las dos proteinas estructurales de la
capside: VP1 la menos abundante y VP2 la de mayor abundancia, que se forman
por empalme o splicing alternativo de un ARN mensajero (ARNm) transcrito a

partir del ADN gendmico viral (13,14).

Clavijo Izquierdo, Verdnica Andrea
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La capside consiste en 60 copias de la combinacién de estas 2 proteinas, mas
una tercera (VP3), resultado de la escisién de VP2 por la accion de las proteasas
del hospedero, por lo que solo esta presente en viriones completos que contienen
ADN del individuo afectado (14,15). Los cambios en la secuencia de aminoacidos
de VP2 son los que han provocado cambios en las propiedades antigénicas de las
variantes virales, asi como la determinacién del intervalo del hospedero; siendo
esta proteina el lugar donde se hayan dos grandes epitopos antigénicos (Epitopo
Ay epitopo B) (15,16).

Las caracteristicas de superficie incluyen una estructura elevada en el eje triple de
simetria (espiga triple) y regiones deprimidas alrededor del eje quintuple (cafnon)
qgue abarcan el eje doble (hoyuelo). Los cambios en el rango de huésped del virus

se encuentran dentro de la espiga triple (Figura 1) (17,18).

Figura 1: Estructuras del virién de CPV-2. El tridngulo rojo indica una unidad
asimétrica de la capside. En rojo se indican las areas de la espiga triple relacionadas
con el intervalo de huésped (Modificado de Hueffer K. y Parrish C., 2003) (18).

Clavijo Izquierdo, Verdnica Andrea
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2.2 Datos histéricos

Se le otorgd el nombre de CPV-2 al virus causante de la enfermedad para poder
diferenciarlo del primer parvovirus descrito en el afno 1970, llamado Parvovirus
canino tipo 1 (CPV-1) o Minute virus of canines (MVC), que originalmente se creia
no era patogénico (19). Anos después se demostrd que en realidad el CPV-1
causaba enteritis y diarrea en neonatos (20), asi como también reabsorcién y
aborto en perras prenadas (21).

El CPV-2 surgi6é a comienzos del afio 1978, cuando muchos clinicos en diferentes
partes del mundo, en especial en los Estados Unidos, Australia y Europa;
observaron casi de manera simultdnea brotes de gastroenteritis severa entre
grupos de perros, pudiendo presentarse en camadas enteras e incluso en
colonias (21,22), sin embargo, varios andlisis serolégicos retrospectivos
realizados en Europa, revelaron que en sueros recolectados entre 1974 y 1977 ya
se encontraban presentes anticuerpos contra el CPV-2 (23). Los primeros
estudios que se realizaron para determinar la causa de estos grandes brotes
concluyeron que esta nueva enfermedad era muy parecida al FPV, debido a los
hallazgos realizados en la necropsia de varios animales infectados, junto a la
signologia que mostraban. Por esto, también se asocio la idea de que el CPV
evolucion6 a partir del FPV (24, 25).

Este primer biotipo del CPV-2 fue reemplazado completamente en la poblacion
canina entre 1979 y 1985 por dos variantes antigénicas, designadas como CPV-
2a y CPV-2b, los cuales se propagaron rapidamente por todo el mundo (26,27).
Varios anos después en el 2000, se identificd en ltalia otra variante, la CPV-2c
(28), aunque un estudio mas actual concluyé que la cepa mas antigua de CPV-2c

se detectdé en Alemania en 1996, mostrando un tiempo de circulacion mas
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anticipado a su primer reporte (29). Esta cepa fue identificada
consecuentemente en Vietnam (30), Espana (31), Latinoamérica (9) y Estados

Unidos (32), demostrando su diseminacion a nivel mundial.

2.3 Origen y evolucion genética

2.3.1 Origen del parvovirus canino

Los parvovirus se han aislado de una amplia variedad de hospedadores,
incluyendo el humano, pero las propiedades que poseen son similares (25, 33),
como su replicacion, la cual se realiza en las células que se dividen activamente
en el huésped (34).

Aunque el origen exacto del CPV-2 es todavia debatido, la estrecha relacion con
el FPV, junto a su repentina aparicién, sugiere que el CPV-2 es una variante que
ha modificado el intervalo de hospedadores a los que afecta el FPV o se trata de
un ancestro antigénicamente similar, que afecta a un carnivoro salvaje (5, 35, 36).
Otra teoria apunta que la mutacién se dio a partir de cepas vacunales de FPV
(12).

Los virus como el FPV, RaPV y MEV son similares al CPV por encima del 98% en
su secuencia de ADN dentro del gen de la proteina de la capside, incluso son
similares antigénicamente (37). Por otro lado, pese a su similitud, el CPV-2 difiere
de los otros virus en algunas caracteristicas especificas que seran descritas mas
adelante. Como sea, es probable que el CPV-2 surgi6 al haber adquirido
mutaciones que le permitieron la interaccién al receptor de Transferrina canina

(TfR), el cual media el proceso de adherencia e invasion (38, 39).
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2.3.2 Evolucidn genética

El CPV-2 ha evolucionado a una mayor velocidad en comparaciéon a su virus
relacionado, el FPV, mostrando tasas de sustitucion genética similares a los virus
con genoma de ARN (13).

Para su evolucién fueron necesarios cambios consecutivos en tres aminoacidos
esenciales dentro de la regidn perteneciente a la depresion de la capside que esta
asociada con el reconocimiento del TfR celular, el cual funge como receptor al
CPV-2 (12). La secuencia del CPV-2 se diferencia de FPV en aproximadamente
17 nucledtidos distribuidos por todo el genoma, pero el mayor numero de cambios
se concentra en la region codificante de la VP2 (40). Esas modificaciones en VP2,
sustituyeron en el residuo 93 de Lys® por Asn y en el residuo 323 de Asp323 por
Asn, y estos fueron cambios claves para introducir el intervalo de hospederos al
canino, y adicionalmente un intervalo de pH para hemoaglutinar y un epitopo
especifico para CPV-2 (17, 36, 37, 41). También se menciona el residuo 300
como un componente importante en el proceso de adaptacion al hospedador, en
el que se dio el cambio de Ala por Gly en los virus derivados de CPV-2a en perros

(Ver Tabla 1) (18, 42).

Entre el CPV-2 y el FPV el intervalo de hospederos difiere tanto in vivo como in
vitro. Ambos muestran capacidad para replicarse en cultivos celulares felinos,
pero solo el CPV-2 lo hace eficientemente en cultivos celulares caninos, y esta
limitacion de intervalo de hospedador en el caso de FPV se debe en esencia a la
falta de un receptor funcional en la superficie de las células caninas; mientras FPV
y CPV-2 se unen al TfR felino, solo el CPV-2 puede unirse de manera eficiente al

TfR canino (41,43).
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Los aislamientos de CPV-2 se ha considerado que no eran capaces de replicarse
en los gatos, pero un afno después de su aparicion, surgidé una variante (CPV-2a),
la cual es capaz de infectar y provocar enfermedad en gatos, y también se

convirtié en el virus mas comun en otros carnivoros (35, 41).

La primera variante (CPV-2a) contenia seis sustituciones en la secuencia de la
VP2, en el residuo Met®” paso a Leu, el de lle’ a Thr, el de Val'% a Ala, el de
Alas g Gly, el de Asp?3% a Tyr y el de Val®®® a lle, y existe evidencia de que esta
cepa posee mayor capacidad para infectar células caninas que su predecesora, el
CPV-2 (18, 44). En este sentido, se debe mencionar que, a pesar de los multiples
estudios epidemioldgicos emergentes, los procesos evolutivos asociados con la
transferencia de virus de especies cruzadas son poco conocidos. Aunque la
adaptacion a la nueva especie hospedadora es fundamental pues eleva la tasa
reproductiva para lograr una transmisidbn sostenida; la mayoria de estas
transferencias entre especies dan como resultado un callejon sin salida para el
virus (45).

Por otro lado, dos fueron los residuos que diferenciaron CPV-2a de CPV-2b
(Asn*28-Asp vy lle%5-Val) (13). En las ultimas décadas se han producido cambios
en el residuo 297 (Ser a Ala) tanto en CPV-2a como en el CPV-2b. Estas cepas
con mutacion en el residuo 297 a menudo se designan como variantes nuevas
CPV-2ay CPV-2b ( Ver Tabla 1) (46).

Los primeros CPV-2a se diferencian de las demas variantes en el residuo 555 (lle)
(Ver Tabla 1) (13). Con la introduccion posterior de este cambio, las cepas nuevas
de CPV-2a/2b y el CPV-2c difieren entre si solo en el residuo 426 de la proteina

capsidica VP2, exhibiendo los aminoacidos Asn para el CPV-2a, Asp para el CPV-
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2b y Glu para el CPV-2c (44, 47). Esta mutacion en el residuo 426 afecté la region
antigénica mayor, el epitopo A, que esta colocado en lo mas alto de la espiga
triple (38).También se ha informado cambios en el residuo 440 en CPV-2a y CPV-

2b, pero sus implicaciones no se entienden claramente (48).

En los ultimos afnos se ha descrito un mutante mas, la presencia de residuo
Asp3® en los CPV-2a/2b, el cual ha sido detectado en poblaciones de felinos
domésticos o salvajes y mapaches. Este cambio de Gly30 por Asp es
probablemente la expresidén de una adaptacion adicional del virus a la replicacién

en tanto huéspedes felinos o mapaches (Ver Tabla 1) (42, 49).

Tabla 1: Variaciones en los amino&cidos de VP2 de parvovirus de carnivoros.

Residuos
Virus 80 87 93 101 103 297 300 305 323 426 555 564 568
FPV Lys Met Lys lle Val Ser Ala Asp Asp Asn Val Asn Ala
CPV-2 Arg Met Asn lle Val Ser Ala Asp Asn Asn Val Ser Gly
CPV-2a Arg Leu Asn Thr Ala Ser Gly Tyr Asn Asn lle Ser Gly
CPV-2b Arg Leu Asn Thr Ala Ser Gly Tyr Asn Asp Val Ser Gly
Nueva CPV-2a Arg Leu Asn Thr Ala Ala Gly Tyr Asn Asn Val Ser Gly
Nueva CPV-2b Arg Leu Asn Thr Ala Ala Gly Tyr Asn Asp Val Ser Gly
CPV-2c Arg Leu Asn Thr Ala Ala Gly Tyr Asn Glu Val Ser Gly
Asp- 300 Arg Leu Asn Thr Ala Ala Asp Tyr Asn Asn Val Ser Gly
Asp

Fuente: Modificado de Martella et al., 2006 (44).
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2.4 Interaccidn virus-huésped

2.4.1 Adherencia e invasion viral

Para obtener acceso a la célula, los virus animales han desarrollado una amplia
variedad de mecanismos para enviar sus genes y proteinas accesorias a la célula
blanco. Algunos virus explotan las vias endociticas celulares para invadir las
células diana, pero para hacer uso de estas vias, deben involucrar la unién a
moléculas receptoras de la superficie celular que faciliten la endocitosis del virus
(50). La union a receptores es clave en este proceso para que se inicie el ciclo de
replicacién de los virus, y en muchos casos esta interaccién virus-receptor
determina la susceptibilidad del hospedero, asi como el tropismo del tejido.
Algunos receptores para diferentes virus involucran carbohidratos, proteinas, y
también receptores mdultiples que en conjunto median la unién celular y la
infeccion o invasion viral (51). La consecuente internalizacion del virus puede
implicar varios tipos de endocitosis, entre los descritos se encuentran la invasion
por endocitosis mediada por Clatrina (CME), macropinocitosis, endocitosis
mediada por caveolas o una variedad de otros mecanismos aun poco
caracterizados (52).

Los virus no envueltos al realizar la interaccion con el receptor celular, activan una
serie de pasos que llevan a la endocitosis de la particula viral, clasificacion de la
particula dentro de un compartimento endosomal para la penetracion en el
citoplasma y desensamblaje del virus para liberar su material genético y poder
replicarse (39, 53).

La entrada del CPV-2a a la célula comienza por la unién a los TfR celular tipo |,

seguida de CME y el transporte a los endosomas de reciclaje (54).
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El TfR tipo | es una glucoproteina transmembrana homodimérica de tipo Il que
facilita el ingreso de Hierro a la célula al unir e internalizar la Transferrina cargada
con Hierro (50). Se ha demostrado que las interacciones especificas entre las
capsides viricas y los TfR del hospedador son fundamentales para la infeccion,
por lo que proporcionan un control para el intervalo de hospedero al que afecta la
infeccion viral, en el caso del CPV-2, los aminoacidos sustituidos que afectaron el
rango de hospedador en variantes naturales o mutantes, incluyen los residuos de
la proteina VP2: 93, 323, 299 y 300 (39). EI CPV-2 se une al TfR mediante la triple
espiga de la céapside (55). A continuacién, la célula internaliza el virus por
endocitosis dependiente de Clatrina, cuyo mecanismo forma vesiculas de
membrana dependientes de una serie de componentes estructurales, entre ellos
la Clatrina. La Clatrina es un complejo proteico reclutado a la membrana
plasmatica por proteinas adaptadoras como el complejo AP-2, el cual estimula la
formacion de una malla de Clatrina. Cuando la vesicula ya ha sido formada, la
fisibn de esta es controlada por GTPasa dinamina. Una vez separadas estas
vesiculas de la membrana plasmatica, la capa que contiene Clatrina y los
adaptadores se desmontan rapidamente para permitir la fusion de la vesicula con
un endosoma, que posteriormente enviara el genoma viral al nicleo para iniciar la

replicacién (Figura 2) (50, 53).
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Figura 2: Esquema general de la via de endocitosis mediada por clatrina (Modificado
de Gutiérrez M. y Lopez S., 2010) (53).

2.4.2 Replicacion

Los parvovirus entregan su genoma encerrado en la capside a la célula,
atravesando el citoplasma y el nucleo con una estructura intacta, aunque con una
capside algo reordenada. La encapsidacion dentro de un pequefno viribn es
posible porque estos virus solo codifican dos casetes de genes, y son unicos al
poseer un ADN tanto lineal y monocatenario, esto hace a su cromosoma pequefio
y flexible. Sin embargo, es este pequeno tamano el que les costd el carecer de
proteinas accesorias que fueran capaces de inducir la fase S en las células del
hospedero, ademas de una plantilla de transcripcion duplex (56). Debido a estas
carencias los parvovirus autébnomos se multiplican a través de un proceso
modificado de replicacion por lazo rodante en el nacleo de las células susceptibles
del hospedero, para lo cual deben esperar a que la célula entre en la fase S de
mitosis antes de que puedan controlar su maquinaria sintética para su propia
replicacion, pues requieren funciones celulares como las ADN polimerasas, entre
otros componentes, ademas del NS1 viral (40). Como resultado, estos virus son

capaces de secuestrarse en las células en reposo sin inhibir el programa de
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transito de la célula mediante el ciclo celular, evitando desencadenar muchas de
las respuestas celulares que suelen acompanar la entrada a la célula por virus de
otras familias. Esto le permite superar la desventaja de poseer una sola hebra, por
la capacidad de empaquetar un genoma relativamente complejo para ser

importada intacta en el nucleo de la célula (56).

2.5 Susceptibilidad y transmision

Animales de todas las edades pueden contraer la infeccion si no poseen
inmunidad o si esta inmunidad esta incompleta; pero son los cachorros entre 6
semanas a 6 meses de vida los mas susceptibles de manifestar la enfermedad
clinica, mientras los animales adultos pueden no desarrollar la enfermedad o que
esta sea leve (3, 21).

Durante las primeras semanas de vida los cachorros estan protegidos por los
anticuerpos calostrales de la madre (suponiendo que la madre posee
anticuerpos), por lo que es extremadamente raro encontrar la enfermedad en
recién nacidos. Sin embargo esta inmunidad dada tiene una vida media de unos
10 dias, por lo que al ser destetados la cantidad de estos disminuye y se vuelve
vital la inmunizacién para su proteccién (5). Es necesario tener en cuenta que
existe un periodo critico en el que dependiendo del momento de la primo-
vacunacion del cachorro, los titulos de anticuerpos maternos pueden ser
suficientemente altos como para bloquear una correcta respuesta inmune, pero no
suficientes para protegerlo (7, 57).

Otros factores que predisponen a la infeccién y pueden volver mas severa la
infeccion, es la sobrepoblacién, la insalubridad, el compromiso de la barrera

gastrointestinal; como en el caso de los parasitos intestinales y la infeccion por
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Coronavirus; también condiciones estresantes del medio ambiente; como al
momento del destete, cuando los enterocitos sufren un alto recambio por los
cambios en la microbiota y en la dieta, esto los vuelve mas susceptibles al
tropismo viral (21, 58, 59).

Razas como el Rottweiler, Doberman pinsher, Pit Bull Terrier Americano,
Labrador Retriever y el Pastor Aleman muestran un mayor riesgo de infeccion v,
aunque las razones de esto son poco claras, en el caso del Doberman Pinsher y
el Rottweiler que comparten una ascendencia comun, se ha implicado la mayor
prevalencia de presentar enfermedad de Von Willebrand, asi como la
inmunodeficiencia hereditaria del Rottweiler (5, 58). Entre perros mayores de 6
meses, los machos enteros tienen doble riesgo de infeccion en comparaciéon de
hembras enteras (34). También se describe un mayor riesgo segun la
estacionalidad, dandose con mayor frecuencia la infeccion en las épocas de
Verano (5, 60).

El virus se transmite de forma directa por via fecal-oral, el cual es liberado en las
heces a partir del dia 3 0 4 después de la exposicidn, o también de forma indirecta
por via oronasal al estar los animales en contacto con fémites contaminados con
heces infectadas; también es posible la diseminacién por parte de roedores, aves

o0 insectos (3).

2.6 Patogénesis y signos clinicos
El periodo de incubacion puede ir desde 3 a 14 dias, aunque lo mas comun va de
5 a 7 dias (3, 61). La replicacion primaria se da en el tejido linfoide de la

orofaringe, nédulos linfaticos mesentéricos y en el timo (3, 12). Después la
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viremia primaria se produce entre el dia 3 a 5, diseminandose por via hematégena
hacia varios 6rganos, dando como resultado una infeccion sistémica (61).

El virus presenta alto tropismo por los tejidos con alta divisiébn mitética, como los
de la médula 6sea, dérganos linfoides y criptas intestinales (12, 62), también se
localiza en la cavidad bucal y eséfago (5). Ademas, un estudio realizado por
Decaro y colaboradores en el 2007, demostr6 que todas las cepas aparte de
encontrarse en titulos virales altos en los 6rganos linfoides y médula ésea como
cabria de esperarse, se localizaban sorprendentemente con titulos medianos en
organos del sistema nervioso central (62). La excrecién en heces comienza el dia
3 0 4 tras la exposicion, sin necesidad de que el animal manifieste en ese instante
los signos clinicos, y se libera ampliamente por un méaximo de 7 a 10 dias (63).

Se conoce que los primeros signos involucran en la mayoria de perros, la letargia,
anorexia y fiebre con ausencia de signos gastrointestinales, los cuales se
desarrollan en 24 a 48 horas de presentar los primeros signos (34, 64).

El virus se replica activamente en el epitelio germinal del intestino, disminuyendo
la capacidad de los enterocitos para madurar, o que provoca acortamiento de las
vellosidades, reduccion de la capacidad de absorcién y perdida de la integridad de
esta barrera (1, 5). Esto desencadena diarrea que puede ser mucoide o
sanguinolenta, y al perderse la integridad de la barrera puede ocurrir translocacion
de bacterias intestinales y la absorcion de endotoxinas bacterianas en la
circulacién sistémica, como consecuencia se puede producir sepsis, endotoxemia,
sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (asociada con mayores tasas de
mortalidad), coagulacién intravascular diseminada y la muerte (3).

Se puede desarrollar rapidamente deshidratacion y choque hipovolémico por la

pérdida de liquidos y proteinas a consecuencia de la diarrea y emesis (34).
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También es posible el dolor abdominal a la palpacién de manera secundaria a
enteritis, gastroenterocolitis aguda o intususcepcién. La intususcepcion se
atribuye a cambios en la motilidad intestinal y danos en la pared intestinal, que
podria provocar que una zona del intestino penetre dentro de si otra seccidn
necrosada o disfuncional (1).

Hallazgos en el hemograma a menudo muestran leucopenia grave, siendo mas
frecuente y pronunciada la linfopenia que la neutropenia. También es posible
observar anemia, pero esta no es una caracteristica constante de la infeccion

(61).

2.7 Epidemiologia variantes (CPV-2a/2b/2c)

2.7.1 Circulacion de las variantes en la reqion

Al dia de hoy la original CPV-2 ha sido completamente reemplazada por otras
variantes (27). Los mas recientes estudios sobre su distribucién en Latinoamérica,
sefialan que desde el afio 2007 al 2009 en Uruguay, la Unica cepa detectada fue
la CPV-2c, mientras que en el 2010 la cepa CPV-2a sufrié una expansién clonal y
fue la que predomino por entonces (10). Por otro lado en Argentina entre el 2008
al 2010 existié prevalencia de la cepa CPV-2c (65). Por ultimo en Sao Paulo-
Brasil, en el afno 2016 se encontrdé que CPV-2b predomino muy por encima de las
otras dos (66). Estos resultados muestran los cambios dinamicos en las variantes
de CPV-2 no solo con respecto al area geografica, sino también en el tiempo,
motivo por el cual se resalta la importancia de los programas de vigilancia en
curso para proporcionar una mejor comprension acerca de la distribucion de las

variantes del CPV-2 (10).
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2.7.2 Patogenicidad asociada a las nuevas variantes

El CPV-2 fue la primera variante del virus asociada con el desarrollo de diarrea
hemorragica (34). Un par de aflos mas tarde, antes de lograr identificar la cepa
CPV-2a, se informd sobre varios brotes excepcionalmente graves y con poca
eficacia al tratamiento paliativo que se prestaba inicialmente. Ello demostraba un
mayor potencial patogénico, que se debia en gran medida a la acumulacion de
cambios en los aminoacidos de la proteina VP2 (22). Se ha informado que las
variantes antigénicas CPV-2a y CPV-2b se liberan en las heces en titulos mucho
mas altos y provocan una manifestacion de la enfermedad méas grave. Ademas,
parece ser necesaria una dosis infectiva (nimero de particulas virales) mas baja
para producir la infeccion. También se ha mencionado que los pequefos cambios
en las nuevas cepas de CPV-2a y CPV-2b no representan un mayor riesgo
patdégeno al de las primeras variantes de estas mismas (38).

Un estudio realizado en Korea compard la patogenicidad entre las cepas de
mayor circulacién en la region. Entre estas cepas se mantenia una subdivision de
CPV-2: CPV-2a-1 y CPV-2a-V (Variantes propias de la regién). Parte de sus
resultados mostraron que CPV-2a-l1 exhibe un mayor potencial patégeno en
comparacion con CPV-2b, habiendo presentado un menor tiempo medio en la
aparicion de leucopenia y por lo tanto fue el primer grupo en exhibir signos
clinicos de infeccion, aunque fue la cepa CPV-2a-V la que reportd una mayor
mortalidad (67).

Por otro lado, con respecto al potencial patégenico de la ultima cepa reportada
CPV-2c existen datos controversiales, una de las primeras investigaciones mostré
que es capaz de inducir signos menos severos en comparacion con las otras

cepas, como por ejemplo diarrea mucoide en lugar de hemorragica, ausencia de
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emesis, y finalmente todos los animales se recuperaron en pocos dias; indicando
gue su potencial patdégeno seria menor, pero observandose un tiempo prolongado
de hasta 51 dias de eliminacion (68). Por otro lado un estudio realizado en el
2015, en el cual se inoculo experimentalmente a perros con las variantes CPV-2a
y CPV-2c¢, demostrd que el cuadro clinico fue mas severo en presencia de la cepa
CPV-2c, en donde la leucopenia y la depresibn mental aparecian mas

tempranamente (69).

Por ultimo, se han reportado casos de infecciones agudas por CPV-2a y 2b en
felinos salvajes (72). Mientras que infecciones por los 3 tipos han sido reportados
en gatos domésticos (49, 73). En este sentido unos estudios mostraron que gatos
con la enfermedad provocada por la cepa tipo 2c fue leve (74, 75). Pero se asume

que los gatos pueden diseminar la enfermedad y contagiar a los perros (73).

2.8 Proteccion de las vacunas

En general para una buena efectividad protectora de las vacunas deben contener
los tipos antigénicos mas nuevos de un virus, pues ello implica una proteccién
mas completa; sin embargo, la variante original CPV-2 se sigue usando en las
formulaciones de vacunas (76). La proteccion que confieren las vacunas resulta
controversial debido a los estudios realizados. Mientras unos estudios sefalan
que las vacunas con la cepa antigua son capaces de proteger incluso frente a la
cepa CPV-2c en condiciones experimentales (77, 78). Por otro lado Ohshima vy
colaboradores (2008), encontraron que los anticuerpos en perros inmunizados
con vacuna CPV-2 no reaccionaron de manera eficaz ante aislados de CPV-2a o

de CPV-2b, cuando se compararon con sueros de perros vacunados con las
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cepas homodlogas, lo cual lleva a pensar que la respuesta protectora no es
adecuada ante virus heterdlogos y puede exponer a los animales a la infeccion
por las nuevas variantes (46).

Estudios mas recientes demostraron que al aplicar una vacuna multivalente con la
cepa CPV-2b en su formulacion, puede inducir respuesta cruzada contra todas las
cepas de campo actualmente en circulacién, inclusive en cachorros con
anticuerpos maternos (79, 80). Por ultimo, otro estudio acerca de los factores
asociados a fallas en la vacunacién sefala que, el tipo de cepa usada no se
asocio significativamente con el fracaso, por el contrario, la edad de
administracion de la ultima vacuna de CPV-2 antes de presentar la enfermedad
fue un factor de riesgo significativo para la falla de la vacunacion (81). Por lo
tanto, es necesaria mas investigacion pues los experimentos no son lo

suficientemente concordantes.

2.9 Diagnostico

El diagnéstico clinico de la infeccién por CPV-2 se basa en los antecedentes
epidemiolégicos, la signologia clinica y en los antecedentes de un protocolo de
vacunacion incompleto o inexistente (2, 82). Por otro lado, los mismos signos
clinicos pueden ser producidos por otros patdgenos, por lo que la confirmacién del
diagnéstico debe realizarse con pruebas de laboratorio (83).

La prueba mas utilizada por los profesionales son las pruebas de
inmunocromatografia debido a su simplicidad y rapidez; sin embargo, algunos
estudios demuestran su baja sensibilidad diagnostica (83—85). Estas pruebas
detectan la presencia del antigeno en las heces, pero es posible resultados falsos

positivos desde el dia 3 a 10 post vacunacién con una vacuna a virus activo (vivo)
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modificado por la excrecién fecal del virus vacunal (34). Aunque en este sentido,
un estudio realizado en 2007 en el que analizaron muestras fecales de perros con
diarrea post vacunacién con CPV-2, determiné que la mayoria de las infecciones
similares al virus que ocurren poco después de la vacunacion, estan relacionados
con la infeccién por cepas de campo de CPV-2, en lugar de la reversién a la
virulencia del virus activo modificado de la vacuna (86). Por otro lado, los
resultados falsos negativos también son posibles debido a la baja carga virica que
se presenta en las ultimas etapas de la infeccién (dia 10 a 12), siendo facilmente
detectables en el pico de liberacion viral (4-7 dias después de la infeccién).
También puede ser debido a la presencia de anticuerpos a nivel intestinal que
neutralizan al virus, impidiendo la deteccién de éste en las heces (13, 34).
Adicional a esto se ha postulado que puede haber falla debido a las pequenas
modificaciones en el genoma de las diferentes cepas que alteran su perfil
antigénico (87, 88). Sin embargo, un estudio del 2010 demostr6 que las pruebas
inmunocromatograficas de uso comun en la clinica son capaces de detectar las 3
cepas virales (89).

Las pruebas seroldgicas no son relevantes para el diagndstico del virus, debido a
que los anticuerpos séricos pueden persistir durante meses y la respuesta
serologica a la infeccion no se puede diferenciar de aquella inducida por la
vacunacion (84). Otros tipos de pruebas usadas en el diagnostico son la
hemoaglutinacion, el aislamiento en lineas celulares felinas, la aglutinacién en
latex, visualizacion por microscopia electrénica y la reaccion en cadena de la
polimerasa o PCR (Polymerase Chain Reaction) (90).

La prueba molecular de PCR resulta ser la mas sensible y especifica al momento

de diagnosticar el virus (83, 91).
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2.10 Reaccion en cadena de la polimerasa

El descubrimiento de la estructura del ADN marco el inicio de una nueva era en el
estudio de los acidos nucleicos (92), Despertando el interés de varios grupos por
desarrollar tecnologias y métodos para el estudio y deteccién del ADN (93).

La invencién oficial de la PCR se le atribuye a Kary Mullis, quien describi6 el
proceso en 1984 y se hizo con el premio Nobel de Quimica gracias a ello. Sin
embargo, fue Gobind Khorana y su equipo quienes describieron por primera vez
en 1971 un método para replicar in vitro una secuencia pequefa de ADN con el
uso de cebadores o primers, aunque lastimosamente este no recibié demasiada
atencion (94, 95).

En la actualidad PCR convencional consiste basicamente en combinar una
muestra de ADN que incluye la secuencia diana a detectar en un tubo de ensayo
con cebadores u oligonucleétidos especificos para la diana, desoxinucleétidos
trifosfatos (ANTPs) y la polimerasa de ADN tipo Taq termoestable en una solucion
tampdn adecuada, cuya preparacion se calienta y se enfria repetidamente durante
varios ciclos hasta lograr amplificar la cantidad deseada del material genético en
estudio (96).

Hay 3 pasos fundamentales en la técnica del PCR. El primer paso es la
desnaturalizacion del ADN a altas temperaturas (desde 90 a 97°C). La etapa dos
de hibridacién se da a una temperatura entre 50 a 60°C, y es en donde se da el
acoplamiento de los primers o cebadores al extremo 3’ en la hebra plantilla para
cebar la extension. En el paso tres, la extension comienza con la accién de la
enzima Taq polimerasa sobre el complejo de primers acoplado en la segunda

etapa. La enzima trabaja a una temperatura 6ptima de 72°C y su accion es
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agregar dNTPs complementarios para completar la cadena de ADN. Al final del
ultimo ciclo, las muestras se suelen incubar a 72°C durante unos cuantos minutos
para rellenar los extremos de los productos de PCR recién sintetizados. Como
resultado, se habra formado los amplicones o productos de PCR con un tamafno
segun el numero total de pares de bases (pb) que debe ser conocido por el
investigador (93, 94).

Al final de la PCR, los amplicones se visualizan mediante el método de
electroforesis en geles de agarosa. El ADN se coloca en pocillos prefabricados en
gel de agarosa y se aplica una corriente, debido a que el esqueleto de fosfatos del
ADN le confiere carga negativa, en la electroforesis los fragmentos de ADN
migraran hacia el polo cargado positivamente. A estos geles también se les
adiciona Bromuro de etidio, un colorante apropiado que permite visualizar bajo luz

ultravioleta el resultado de la migracion de las moléculas de ADN (93, 97).

2.11 Secuenciacion de Sanger

Este método de secuenciacion fue desarrollado por Frederick Sanger entre el afo
1975 y 1977 (98). Consiste en el empleo de analogos quimicos de los dNTPs, los
dideoxinucleétidos (ddNTP) que carecen del grupo terminal 3’ hidroxilo, que se
requiere para la extension de las cadenas de ADN y por lo tanto no se pueden
enlazar con el 5’ fosfato del siguiente dNTP, por lo que la extension se detendra
en ese punto. Se realizan cuatro reacciones paralelas, cada una con un ddNTP
radiomarcado de una base especifica (Adenina, Guanina, Citocina y Timina), que
al realizar la lectura mostrara su marca justo donde se detuvo la reaccién que
corresponde a un par de bases en concreto. Afos después la técnica se mejoro,

reemplazando el marcaje radioactivo por deteccién fluorométrica, esto permitié
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que la reaccion ocurriera en un solo tubo y que la deteccion se realice mediante

electroforesis capilar (99).
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3. MATERIALES Y METODOS

Para lograr el cumplimiento de los objetivos planteados se tomaron muestras de

heces de un total de 80 animales con la ayuda de un hisopo estéril, sin considerar

Su sexo, edad o raza, para la inclusion de los sujetos de estudio se establecié la

condicion de que los animales que presentaran signologia clinica sugerente a la

infeccion por CPV-2, los cuales adicionalmente deberian estar acompanados de

los resultados de una biometria hematica y de un respectivo formulario

completado con los datos basicos del paciente (nombre, raza, edad, sexo, estado

vacunal). Las muestras fueron recolectadas en distintas clinicas veterinarias que

amablemente colaboraron en el proyecto. Un esquema general de las actividades

realizadas dentro de la estrategia de trabajo que se siguié se muestra en la Figura

3.

A. Experimental N*1
Coleccion de material
biclogico
(N=80)

A. Experimental N°3

A_ Experimental N°2
Purificacion del ADN
total

Lupus Familiaris (PCR de control
de procesa)

l

A. Experimental N°7
Analisis estadistico

A. Experimental N°4

Deteccién de los productos de
PCR del control de proceso

A_ Experimental N°6
Secuenciacion de los
productos de la PCR
de diagnédstico (n=25)

A. Experimental N°5

Amplificacion y
-—m deteccion del ADN de
CPV-2 (PCR de
diagnoéstico)

Figura 3: Esquema de las actividades realizadas dentro de la estrategia de trabajo que se siguio
para la identificacién de las variantes genéticas de los CPV-2 de pacientes caninos afectados por

parvovirosis.
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3.1. Materiales necesarios para la colecta, conservacion, transporte y
almacenamiento de las muestras (Actividad experimental numero 1).
Biologicos:

o Hisopos con heces de caninos con signologia clinica compatible con la

causada por la infeccion por CPV-2.

Equipos y otros materiales:

. Hisopos ésteriles.

. Tubos estériles.

. Ultracongelador a -80°C.
. Cooler.

. Gel refrigerante.

J Refrigerador.

. Rotulador.

3.2. Métodos para la coleccion, conservacion, transporte y almacenamiento
de las muestras (Actividad experimental numero 1).

PASO 1: Se tomaron las muestras de heces con un hisopo estéril directamente
del recto del animal (Anexo 1).

PASO 2: Las muestras colectadas (Hisopo) se colocaron en un tubo estéril
adecuadamente rotulado.

PASO 3: Las muestras se mantuvieron en refrigeracion por 7 dias como maximo
hasta llevarlas al lugar de almacenamiento final.

PASO 4: El material colectado fue transportado en un cooler con gel refrigerante,

para finalmente almacenarlas en un Ultracongelador a — 80°C en el Laboratorio de
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Biologia Molecular de la Facultad de Ciencias Agropecuarias, hasta ser

procesado para la obtencién del material genético total.

3.3. Materiales para el procesamiento de las muestras bioldgicas colectadas,
extraccion y purificacion del acido desoxiribonucleico total (CPV-2 y la
especie animal de estudio) (Actividad experimental numero 2).

Biologicos:

. Muestras de heces obtenidas de la actividad experimental numero 1.

Reactivos:

. Agua destilada estéril.

. Solucion de lisis 2X (100 mM de Tris-HCI, pH 8.0, 20 mM de EDTA, pH 8.0,
200 mM de NaCl, 50 mM de Sucrosa y 2 % de SDS) (Sigma, Cat. no.: T4661,
EDS, S3014, S0389, 71725).

. Solucion de proteinasa K (10 mM de Tris-HCI, pH 8.0, 1 mM de EDTA, pH
8.0, 50 % de Glicerol y 5 mg/ml de Proteinasa K (Sigma, Cat. no.: T4661, 320331,
EDS, S8045, G5516, P2308).

. Solucion de Fenol/Cloroformo/A. isoamilico 25:24:1 (Sigma, Cat. no.:
77619).

. Etanol absoluto (Sigma, Cat. no.: E7148) y/o Isopropano (Sigma, Cat. no.:
278475).

. Etanol al 70 % (Sigma, Cat. no.: E7148 y W4502).

. Agua grado biologia molecular (Sigma, Cat. no.: W4502).
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Equipos y otros materiales:

3.4. Métodos para el procesamiento de las muestras bioldgicas colectadas,
extraccion y purificacion del acido desoxiribonucleico total (CPV-2 y la
especie animal de estudio) (Actividad experimental numero 2).

PASO 1: Se colocd en tubos que contenian los hisopos con las muestras

biolégicas 200 ul de agua destilada estéril, 250 ul de la Solucion de lisis 2X, y 50

Material de cristaleria.
Micropipetas (10, 100 y 1000 pl).

Puntas diferentes para las micropipetas.

Microtubos eppendorf de diferentes volumenes.

Vortex.

Microcentrifuga.

Bafno Maria

Platina de agitacion.
Balanzas.

Potenciometro (pHmetro).
Refrigerador (4 °C).

Ultracongelador (-80 °C).

gl de la Solucién de proteinasa K.

PASO 2: Los tubos fueron agitados en vortex por 5 a 10 s y se incubaron las

muestras por una hora a 56 °C.

PASO 3: Una vez concluido el periodo de incubacién, se retiré cuidadosamente el

hisopo, presionandolo en las paredes del tubo para liberar lo mas posible la

Solucién de lisis (Anexo 2).
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PASO 4: Se colecto la Solucién de lisis (x 400 pl) y se coloc6 en un tubo
eppendor de 1.5 ml, al que se le adicion6 un volumen igual de la Solucién de
Fenol/Cloroformo/A. Isoamilico 25:24:1.

PASO 5: Las muestras se mezclaron en vortex por 10 a 15 s y para separar las
fases se centrifugaron a 12,000 x g por 10 min a 4 °C.

PASO 6: Una vez concluida la centrifugacion, la fase acuosa (x 400 ul) fue
recolectada y se colocé en un tubo eppendorf nuevo de 2.0 ml, al cual se le
adicion6 2.5 volumenes de Etanol absoluto frio (4°C) para precipitar el ADN total,
las muestras se mezclaron por inversion 5 a 6 veces.

PASO 7: Para colectar el ADN precipitado las muestras se centrifugaron a 12,000
x g, por 10 min a 4°C.

PASO 8: Una vez generada la pastilla, se retir6 el sobrenadante mediante
decantacién y se adicion6 500 pl de Etanol al 70% para realizar un lavado.

PASO 9: Se volvio a centrifugar en las condiciones antes descritas, para
posteriormente eliminar la solucién de Etanol al 70% por decantacion.

PASO 10: Las pastillas se dejaron secar a temperatura ambiente protegidas del
polvo, y de la luz directa por 8 a 12 h.

PASO 11: Una vez secas las pastillas de ADN total, éstas fueron resuspendidas
en 20 ul de agua grado biologia molecular y almacenadas a -20 °C hasta su uso
en los ensayos de PCR para el control de proceso y el de deteccién del material

genético del CPV-2.
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3.5. Materiales para la amplificacion del ADN canino para el control de
proceso (Actividad experimental numero 3).

Biologicos:

. Acido desoxiribonucleico total, obtenido de la actividad experimental

numero 2.

Reactivos:

o Enzima Taq ADN polimerasa, con la Solucion Buffer de amplificacion 10Xy

la Solucion a 50 mM de MgClz (Invitrogen, Cat. no.: 10966-030).

. Solucion de dNTP’s a 10 mM de cada uno (c/u) (Thermo Scientific, Cat.
no.: R0O191).

o Oligonucleotidos  sentido = DOGCyB-For  (AATTGAATAGGGCCATGAA)
(Invitrogen). Y oligonucleotido antisentido DOGCyB-Rev

(CTCCTCTTGTGTTTTAGTTAAGTTAATATG) (Invitrogen). Los oligonucleotidos
previamente reportados amplifican un producto de PCR de 808 bp.

o Agua grado biologia molecular (Sigma, Cat. no.: W4502).

Equipos y otros materiales:

. Micropipetas (10, 100 y 1000 pl).
. Puntas para las micropipetas.
. Microtubos eppendorf de diferentes volumenes.

) Tubos de PCR.

. Vortex.
. Microcentrifuga.
. Termociclador.
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3.6. Métodos para la amplificacion del ADN canino para el control de
proceso (Actividad experimental numero 3).

PASO 1: En un tubo eppendorf de tamano (1.5 o0 2.0 ml) adecuado de acuerdo al
numero de muestras que se van a ensayar se mezcl6 los siguientes reactivos,

para tener por cada muestra un volumen final de reaccién de 25 pl.

Tabla 2: Composicion de la mezcla de reaccién de los ensayos de PCR del control de proceso.

Reactivo: Concentracion: Volumen: Concentracion final:
Agua grado biologia molecular.  No aplica. 19.15 yl No aplica.
Buffer de PCR. 10 X 2.5l 1X
dNTP’s 10 mM c/u 0.25 pl 0.1 mM c/u
MgCl» 50 mM 1 ul 2mM
Oligo F DOG12S-For 100 uM 0.2 pl 0.8 uM
Oligo R DOG12S-Rev 100 uM 0.2 pl 0.8 uM
Enzima Taq DNA polimerasa 5 U/ul 0.2 ul 0.04 U/pl
Volumen final = seeeeeeeeeeeeeeees 23pl e

Nota: El volumen de cada uno de los reactivos que se adicionan a la premezcla corresponde al
producto de multiplicar el nimero de muestras por el volumen correspondiente al necesario de
cada reactivo por cada reaccion.

PASO 2: De esta premezcla se tom6 23 pl y se colocé en cada uno de los tubos
de PCR (250 ul) a los que posteriormente se le adiciond 2 yl de cada una de las
muestras de ADN total correspondiente.

PASO 3: Las reacciones de PCR asi preparadas se colocaron en el termociclador
para iniciar el proceso de amplificacion de acuerdo al siguiente perfil de

temperatura programado.
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Tabla 3: Perfil de temperatura empleado en el ensayo de PCR para el control de proceso.

Desnaturalizacion 35 ciclos o
Etapa: . — - - = Extension final
inicial Desnaturalizacion  Alineamiento Extension
Temperatura 94 °C 94 °C 55°C 72°C 72°C
Tiempo 5 min 30s 25s 45s 5 min

PASO 4: Una vez concluido el proceso de amplificacion, a cada uno de los tubos
se les adiciond 5 ul de la Solucién buffer de carga de ADN 6X, se mezcldé y 10 pl
de la mezcla fueron tomados para ser sometidos a electroforesis en gel al 1.2%

de agarosa-TAE tefnido con Bromuro de Etidio (Anexo 3).

3.7. Materiales para la deteccion del amplicon o producto de PCR del control
de proceso (Actividad experimental numero 4).
Biolbgicos:

. Productos de PCR de las reacciones de amplificacién.

Reactivos:

. Agarosa (Invitrogen, Cat. no.: 16500-500).

J Solucion buffer TAE 1X (40 mM de Tris-acetato, 1 mM de EDTA, pH 8.0)
(Sigma, Cat. no.: T4661, A6283, EDS, S8045).

. Solucion de Bromuro de etidio a 10 mg/ml (Sigma, Cat. no.: E7637).

. Solucién buffer de carga 6X para ADN (60 mM de Tris-HCI, pH 8.0, 6 mM
de EDTA, pH 8.0, 0.3 % de Azul de bromofenol, 0.3 de Xilencianol y 30 % de
Glicerol) (Sigma, Cat. no.: T4661, 320331, EDS, S8045, B8026, X1426, G5516).

. Marcador de peso molecular (Invitrogen, Cat. no.: 15628-050).
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Equipos y otros materiales:

3.8. Métodos para la deteccion del amplicon del control de proceso

Micropipetas (10, 100 y 1000 pl).

Puntas para las micropipetas.

Microtubos eppendorf de diferentes volumenes.

Tubos de PCR.

Vortex.

Camara de electroforesis horizontal.
Horno de microondas.

Balanza.

Potenciometro (pHmetro).

Platina de agitacion.
Transiluminador.
Fotodocumentador.

Computadora de escritorio.

(Actividad experimental numero 4).

PASO 1:Para el gel al 1.2% fueron pesados 0.36 g de agarosa y se adicion6 a un

matraz Erlenmeyer con 30 ml de Solucion buffer TAE 1X, la agarosa se disolvio

por calor con ayuda de un horno de microondas.

PASO 2: Una vez disuelta completamente la agarosa la mezcla se enfrio (£ 45 a
55 °C) y se le adicioné 1 ul de una Soluciéon de Bromuro de etidio a 10 mg/ml. Se
mezclé completamente, y la mezcla se verti6 en el molde para el gel e

inmediatamente se ubicaron los peines para formar los pozos.
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PASO 3: Una vez gelificado, el gel se colocé en la camara de electroforesis y se
le adicioné la cantidad de Solucién buffer TAE 1X necesaria para cubrir
completamente el gel.

PASO 4: Se procedié a cargar cada una de las muestras en el gel, y en uno de los
pocillos se coloc6 450 ng del Marcador de peso molecular de ADN (Anexo 4).
PASO 5: Concluido el proceso de cargado de las muestras y el marcador de peso
molecular, se colocé la tapa de la camara de electroforesis y se conectd la
corriente eléctrica a un voltaje de 90 V por 30 a 45 min.

PASO 6: Una vez resueltos los productos de PCR, se visualizaron en el
transiluminador y con fotodocumentador se tomé una imagen del mismo.

PASO 7: Se consider6 como positiva la reaccion de amplificacion si fue posible
observar un producto de PCR o amplicon con un tamafo de + 808 bp; lo cual fue
interpretado como una muestra de ADN de calidad suficiente y viable de ser
amplificado, es decir una muestra valida para la deteccién de material genético
del CPV-2.

PASO 8: Todas las muestras (positivas) validadas con este ensayo fueron

sometidas a la deteccidén de material genético del CPV-2.

3.9. Materiales para la amplificacion del ADN del CPV-2 (Actividad
experimental numero 5).
Biologicos:

. Muestras de Acido desoxiribonucleico validadas con el control de proceso.
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Reactivos:
. Enzima Taqg ADN polimerasa, con la Solucién buffer de amplificacion 10Xy

la Solucién de 50 mM de MgClz (Invitrogen, Cat. no.: 10966-030).

. Solucion de dNTP’s a 10 mM de cada uno (c/u) (Thermo Scientific, Cat.
no.: R0O191).

. Oligonucleotidos sentido CPVCodGFor (GTTAATACTATGAGTGAGTTGC)
(Invitrogen) y Oligonucleotido antisentido CPVCodGRev

(GTATTAAATATATTAGTATAGTTAATTCC) (Invitrogen). Los oligonucleotidos fueron
disefiados por el Dr. Antonio J. Vallecillo, y se estimé que amplifican un producto
de PCR con un tamano de 962 bp, y que incluyen la region entre el aminodacido
Val'39/Iso'3° al Tre*40/Ser40, y permite detectar el cambio en la posicién 426 de la
VP2, la cual corresponde a Asn (N#26) para el CPV-2a, Asp (D#%6) para el CPV-2b)
y Glu (E#26) para CPV-2c.

. Agua grado biologia molecular (Sigma, Cat. no.: W4502).

Equipos y otros materiales:

. Micropipetas (10, 100 y 1000 pl).
. Puntas para las micropipetas.
. Microtubos eppendorf de diferentes volumenes.

) Tubos de PCR.

. Vortex.
. Microcentrifuga.
. Termociclador.
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3.10. Métodos para la amplificacion del ADN del CPV-2 (Actividad
experimental numero 5).

Para la realizacién de ésta actividad (Actividad experimental numero 5), se
procedié a preparar las reacciones de manera similar a lo descrito en la seccién
6.6. (6.6. Métodos para la amplificacion del ADN canino para el control de
proceso.), asi como el proceso de amplificacién, Unicamente en éste caso se
realizaron los ajustes necesarios en el tiempo de extensién para tener un producto
de PCR del tamano esperado en muestras de ADN de cepas vacunales
(Vanguard® Plus 5/L y Canigen® MHA2 Puppy), las cuales fueron empleadas
como control positivo. Con las condiciones de amplificacion ya ajustadas (Tabla 4)
se procedio a identificar la presencia de material genético del CPV-2 en las

muestras de ADN ya validadas con el control de proceso.

Tabla 4: Perfil de temperatura ajustado y empleado en el ensayo de PCR para la deteccién de
material genético de los CPV-2.

Desnaturalizacion 35 ciclos o
Etapa: s — - - — Extension final
inicial Desnaturalizacion  Alineamiento Extension
Temperatura 94 °C 94 °C 55°C 72°C 72°C
Tiempo 5 min 30s 25s 50s 5 min

3.11. Secuenciacion de los productos de la PCR correspondientes a la
region codificante de la VP2 para la genotipificacion de las variantes de los
CPV-2 (Actividad experimental numero 6).

De las muestras positivas a la presencia de material genético de CPV-2 se
seleccionaron 25 de ellas, de las cuales fueron enviados los productos de PCR
correspondientes a Corea para realizar la secuenciacion de los mismos

(Macrogen Korea. OF, 254 Beotkkot-ro Geumcheon-gu, Seoul 08511, Rep. of
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Korea). Este numero de muestras a secuenciar fue determinado en base a un
analisis de los resultados publicados en los estudios realizados en el pais, en los
que con relacién a la frecuencia observada de las variantes es posible identificar
al menos una muestra de la variante menos frecuente (6, 7).

Con los datos obtenidos de la secuenciacion de los productos de PCR, se
procedio a realizar el analisis bioinformatico necesario para la identificacion de las
variantes en la posicion 426 de la VP2, las que corresponde como ya se
menciono a un residuo de Asn (N426) para el CPV-2a, Asp (D) para el CPV-2b)

y Glu (E#26) para CPV-2c.

3.12. Analisis estadistico (Actividad experimental nimero 7)

Se realiz6 estadistica descriptiva para obtener el porcentaje de muestras validas
en el control de proceso. A continuacién, se contrasto este porcentaje de
muestras validas con aquellas muestras que den positivo a la prueba de PCR.
Finalmente se realiz6 estadistica descriptiva para determinar la presencia de las 3
cepas y en qué proporcion fueron identificadas. Con respecto a los datos de los
pacientes, la informacion se organiz6 de la siguiente forma. Para la edad se
contemplé dos grupos; el primero que comprende desde los dos hasta los 6
meses de edad (periodo de susceptibilidad mayor), y el otro grupo a los animales
mayores de 6 meses. Para la raza unicamente se tomé en cuenta si el animal
pertenecia a una raza pura o no. Por ultimo, para agrupar a los animales segun su
estado de vacunacién, se tuvo en cuenta primero, un grupo para aquellos
animales que no fueron vacunados (No vacunados), un grupo para aquellos que
completaron de manera exitosa su calendario de vacunacion (Vacunas

completas), un grupo para aquellos que habian sido vacunados pero su
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calendario de vacunacion no estaba al dia (Vacunas incompletas), otro grupo para
los que llevaban un calendario de vacunacion al dia segun la edad del animal

(Calendario al dia), y finalmente otro grupo para aquellos animales con un

calendario desconocido (Desconocido).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
En este estudio se realizé la recoleccién de 80 muestras de heces de perros de
cualquier edad, raza y sexo con signologia clinica compatible con los generados
por la infeccion de CPV-2, conjuntamente con la recoleccion de datos en una hoja
de historia clinica (Anexo 5 y 6). Al total de muestras que fueron recolectadas se
las proces6 para la obtencién de material genético, para luego ser sometidas a un
ensayo PCR de control de proceso para validar la viabilidad del material genético
para ser amplificado. EI amplicon que se generd con un tamafo de 808 pb,
fragmento de ADN correspondiente a la secuencia de nucleétidos del ARN
ribosomal 12S, en cuyo caso se confirmaba la presencia de ADN de Canis

familiaris y la validez de las muestras de ADN total (Figura 4) (100).

Figura 4: Electroforesis de los productos de PCR del control de proceso. Carril 1:
Muestra 5 positiva. Carril 2: Muestra 6 positiva. Carril 3: Muestra 7 negativa. Carril 4:
Muestra 8 positiva. Carril 5: Muestra 9 positiva. Carril 6: Muestra 10 positiva. Carril 7:
Control negativo. Carril 8: Marcador de peso molecular (100 bp DNA Iladder
(Invitrogen, Cat. no.: 15628-050).

El nimero de muestras validadas con éste control fue de 64 de un total de 80

(80%) (Tabla 5 y Anexo 6). Lo antes obtenido se puede deber a que se conoce

Clavijo Izquierdo, Verdnica Andrea

52



jgl‘ UNIVERSIDAD DE CUENCA

ot

que las heces contienen inhibidores para el ensayo del PCR tales como las sales
biliares, subproductos bacterianos y polisacaridos complejos, los cuales pueden
afectar el éxito del ensayo si no se purifican lo suficiente; adicional a esto, se debe
pensar también en la cantidad de heces utilizada y si es necesario medios de
conservacion o el uso de las heces frescas (101—103). Debido a estos factores es
que no fue posible la deteccidn del material genético en todas las muestras, sobre
todo teniendo en cuenta que éstas contenian alta carga de material bioldgico de
varios tipos por el mismo proceso patoldgico en curso, y que algunos animales
brindaban mayor cantidad de muestra en relacion a otros.

A estas 64 muestras se les aplicé el ensayo de PCR para detectar material
genético de CPV-2, obteniéndose un 93,75% (60/64) de ensayos positivos (Figura
5, Tabla 5 y Anexo 6). Desario y colaboradores en su estudio obtuvieron un
76.40% (68/89) de muestras positivas mediante PCR convencional, utilizando
primers ya descritos con anterioridad; sin embargo, las muestras incluidas en el
estudio procedian de animales menores de un afio cuyo Unico sintoma requisito
era la presencia de diarrea (81). De manera parecida, Pérez y colaboradores
obtuvieron un 75,37% de positivos en muestras de perros sospechosos de portar
la enfermedad, empleando primers disenfados en el estudio (10). Es importante
mencionar que en ninguno de estos estudios se realiz6 un PCR de control de
proceso, lo cual puede mostrar una falsa menor eficiencia del PCR convencional

si es que primeramente no se valida el material genético de las muestras.
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Figura 5: Electroforesis de los productos de PCR de diagnoéstico. Carril 1: Muestra 24
positiva. Carril 2: Muestra 26 positiva. Carril 3: Muestra 27 positiva. Carril 4: Muestra
28 positiva. Carril 5: Muestra 29 positiva. Carril 6: Marcador de peso molecular (100
bp DNA ladder (Invitrogen, Cat. no.: 15628-050).

Las muestras de estos animales procedentes de clinicas veterinarias ubicadas
dentro del sector urbano de la ciudad de Cuenca presentaron como signo clinico
mas comun la diarrea (91,66%); pudiendo ser esta mucoide (45,45%) o
hemorragica (54,54%). Kalli y colaboradores en el 2010 mostraron que, de 94
cachorros con parvovirus, un 69,00% presento6 diarrea, de los cuales 73.84% fue
de tipo hemorragica y en un 26,15% diarrea no hemorragica.

El segundo sintoma mas comun fue el vomito, con un 81,66%, mientras que en el
estudio de Kalli y colaboradores se report6é un 66,00%.

Seguido se posiciond la anorexia con un 73,33%, para lo cual Kalli reporté un
porcentaje similar 71,33%.

Finalmente, la depresion o letargia (55,00%) y la fiebre (8,33%) se mostraron en
un porcentaje mucho menor; mientras Kalli reporté un 71,30% de animales con

letargia y un 33,00 % de animales con fiebre (102).
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Un estudio realizado por Castro y colaboradores en el 2007 mostré que 70,00%
de animales positivos a la enfermedad presentaban los signos clasicos de la
parvovirosis (vomito, anorexia, letargia y diarrea hemorragica) (103). Por otro
lado, un estudio realizado por Aguilar en el 2014 mostré6 que, de 100 animales
positivos, el 76% presentd un cuadro tipico en el que fueron agrupados los signos
de diarrea con o sin sangre y presencia o ausencia de vomito. También se
observo un 30% de animales con hipotermia (83).

Estos resultados tienen concordancia en el sentido de que los signos no se
presentan de manera simultdnea, y mas bien ello depende primeramente del
tiempo de la infeccion (1), debiendo tener en cuenta que los animales se
presentaron para la recoleccién de la muestra en tiempos distintos desde que
adquirieron la infeccion, y por otro lado también depende de la gravedad de la
infeccidn, siendo un factor influyente el tipo de cepa con la cual se encuentren

infectados.

Tabla 5: Caracteristicas clinicas de los casos de infeccién por las variantes de CPV-2 identificadas

mediante secuenciacion tipo Sanger.

PCR Secuenciacion
Signo clinico C.P. D.CPV-2 Cepa de CPV-2
n = 64 (%) n = 60 (%) CPV-2a CPV-2b CPV-2c
n =10 (%) n =3 (%) n = 8 (%)
Temperatura
Fiebre >39,3°C 5(7,81) 5(8,33) 1(10,00) 0 0
Estado mental
Normal 26 (40,62) 25 (41,67) 3(30,00) 1(33,33) 4(50,00)
Deprimido 35 (54,68) 33 (55,00) 7(70,00) 2(66,66) 4(50,00)
Estuporoso 3(4,18) 2 (3,33) 0 0 0
Gastrointestinales
Anorexia 48 (75,00) 44 (73,33) 9(90,00) 3(100) 5(62,5)
Vémito 53 (82,81) 49 (81,66) 8(80,00) 3(100) 6(75,00)
Diarrea 59 (92,18) 55 (91,66) 9(90,00) 3(100) 8(100)
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Tipo de diarrea n=59(%) n=55(%) n=9(%) n =3 (%) n =8 (%)
Mucoide 25 (42,37) 25 (45,45) 5(55,55) 0 3(37,5)
Hemorragica 34 (53,12) 30 (54,54) 4(44,44) 3(100) 5(62,5)

Notas: C.P., Control de proceso; D.CPV-2, Diagnéstico de PVC-2.

También se observé un mayor porcentaje de animales infectados entre las
edades de 2 a 6 meses, asi como también una mayor proporcién de machos
positivos, animales de razas puras y sin vacunas o con un calendario incompleto.
Esto concuerda con lo ya descrito en la seccion de revision bibliografica. (Tabla

6).

Tabla 6: Caracteristicas biolégicas de los casos de infeccion por las variantes de CPV-2
identificadas mediante secuenciacion tipo Sanger.

PCR Secuenciacion
Variable C.P. D.CPV-2 Cepa de CPV-2
n = 64 (%) n = 60 (%) CPV-2a CPV-2b CPV-2¢c
n =10 (%) n =3 (%) n =8 (%)
Edad
(2-6 meses) 53 (82,81) 49 (81,60) 7(70,00) 1(33,33) 7(87,5)
(>6 meses) 11 (17,18) 11 (18,33) 3(30,00) 2(66,66) 1(12,5)
Sexo
Macho 42 (65,62) 38 (63,33) 5(50,00) 2(66,66) 5(62,5)
Hembra 22 (34,37) 22 (36,60) 5(50,00) 1(33,33) 3(37,5)
Raza
Mestiza 21 (32,81) 20 (33,33) 1(10,00) 2(66,66) 2(25,00)
Razas puras 43 (67,18) 40 (66,66) 9(90,00) 1(33,33) 6(75,00)
Estado vacunal
No vacunado 25 (39,06) 23 (38,33) 3(30,00) 1(33,33) 4(50,00)
Vacunas completas 2(3,12) 2 (3,33) 1(10,00) 1(33,33) 0
Vacunas incompletas 15 (23,43) 15 (25,00) 2(20,00) 1(383,33) 2(25,00)
Calendario al dia 15 (23,43) 13 (21,66) 3(30,00) 0 2(25,00)
Desconocido 7 (10,93) 7 (11,66) 1(10,00) 0 0

Notas: C.P., Control de proceso; D.CPV-2, Diagnéstico de PVC-2.
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De las 60 muestras positivas a la presencia de material genético de CPV-2 se
seleccionaron 25 muestras para ser enviados los productos de PCR
correspondientes a secuenciacion tipo Sanger (Macrogen Korea. OF, 254
Beotkkot-ro Geumcheon-gu, Seoul 08511, Rep. of Korea). Posterior al andlisis de
los resultados (Figura 6), se logré obtener lecturas confiables de 21 muestras

(Tabla 7).

10 20 30 40 50 60 70 80
90
CaPV-2A_PCR_Product-MF177277 TACAGGAAGA TATCCAGAAG GAGATTGGAT TCAAAATATT AACTTTAACC TTCCTGTAAC AAATGATAAT GTATTGCTAC
CAACAGATCC
Muestra 5 TACAGGAAGA TATCCAGAAG GAGATTGGAT TCAAAATATT AACTTTAACC TTCCTGTAAC AAATGATAAT GTAATGCGAA CT-
TGTTCGG
Muestra 8 TACAGGAAGA TACCCAGAAG GAGATTGGAT TCAAAATATT AACTTTAACC TTCCTGTAAC AAATGATAAT GTATTGCTAC
CAACAGATCC
Muestra 16 TACAGGAAGA TACCCAGAAG GAGATTGGAT TCAAAATATT AACTTTAACC TTCCTGTAAC AAATGATAAA ATGTTGCTAC
CAACAGATCC
Muestra 35 TACAGGAAGA TATCCAGAAG GAGATTGGAT TCAAAATATT AACTTTAACC TTCCTGTAAC AAATGATAAT GTATTGCTAC
CAACAGATCG
Muestra 41 TACAGGAAGA TACCCAGAAG GAGATTGGAT TCAAAATATT AACTTTAACC TTCCTGTAAC AAATGATAAT GTATTGCTAC
CAACAGATCC
Muestra 43 TACAGGAAGA TATCCAGAAG GAGATTGGAT TCAAAATATT AACTTTAACC TTCCTGTAAC AAATGATAAT GTATTGCTAC
CAACAGATCC
Muestra 52 TACAGGAAGA TACCCAGAAG GAGATTGGAT TCAAAATATT AACTTTAACC TTCCTGTAAC AAATGATAAT GTATTGCTAC
CAACAGATCC
Muestra 60 TACAGGAAGA TATCCAGAAG GAGATTGGAT TCAAAATATT AACTTTAACC TTCCTGTAAC AAATGATAAT GTATTGCTAC
CAACAGATCC
Muestra 65 TACAGGAAGA TATCCAGAAG GAGATTGGAT TCAAAATATT AACTTTAACC TTCCTGTAAC AAATGATAAT GTATTGCTAC
CAACAGATCC
Muestra 67 TACAGGAAGA TACACAGAAG GAGATTGGAT TCAAAATATT AAC-TTAACC -TCCTGTAAC AAATGATAAT GTA-TGCTAC
CAACAGATCC
CaPV-2B_PCR_Product-MF177280 TACAGGAAGA TATCCAGAAG GAGATTGGAT TCAAAATATT AACTTTAACC TTCCTGTAAC AGATGATAAT GTATTGCTAC
CAACAGATCC
Muestra 1 TACAGGAAGA TATCCAGAAG GAGATTGGAT TCAAAATATT AACTTTAACC TTCCTGTAAC AGATGATAAT GTATTGCTAC
CAACAGATCC
Muestra 26 TACAGGAAGA TATCCAGAAG GAGATTGGAT TCAAAATATT AACTTTAACC TTCCTGTAAC AGATGATAAT GTATTGCTAC
CAACAGATCC
Muestra 44 TACAGGAAGA TATCCAGAAG GAGATTGGAT TCAAAATATT AACTTTAACC TTCCTGTAAC AGATGATAAT GTATTGCTAC
CAACAGATCC
CaPV-2C_PCR_Product-MF177286 TACAGGAAGA TATCCAGAAG GAGATTGGAT TCAAAATATT AACTTTAACC TTCCTGTAAC AGAAGATAAT GTATTACTAC
CAACAGATCC
Muestra 22 TACAGGAAGA TATCCAGAAG GAGATTGGAT TCAAAATATT AACTTTAACC TTCCTGTAAC AGAAGATAAT GTATTGCTAC
CAACAGATCC
Muestra 24 TACAGGAAGA TATCCAGAAG GAGATTGGAT TCAAAATATT AACTTTAACC TTCCTGTAAC AGAAGATAAT GTAATGCTAC
CAACAAGAAC
Muestra 28 TACAGGAAGA TATCCAGAAG GAGAATGGAT TCAAAATATT AACTTTAACC TTCCTGTAAC AGAAGATAAT GTATTGCTAC CA-
TGCTGGT
Muestra 29 TACAGGAAGA TATCCAGAAG GAGATTGGAT TCAAAATATT AACTTTAACC TTCCTGTAAC AGAAGATAAT GTA-TGCTAC
CAACAGAACC
Muestra 36 TACAGGAAGA TATCCAGAAG GAGATTGGAT TCAAAATATT AACTTTAACC TTCCTGTAAC AGAAGATAAT GTATTGCTAC
CAACAGATCC
Muestra 50 TACAGGAAGA TATCCAGAAG GAGATTGGAT TCAAAATATT AACTTTAACC TTCCTGTAAC AGAAGATAAT GTAATGCTAC
CAACAAATCT
Muestra 58 TACAGGAAGA TATCCAGAAG GAGATTGGAT TCAAAATATT AACTTTAACC TTCCTGTAAC AGAAGATAAT GTAATGCTAC
CAACAGATAG
Muestra 69 TACAGGAAGA TATCCAGAAG GAGATTGGAT TCAAAATATT AACTTTAACC TTCCTGTAAC AGAAGATAAT GTATTGCTAC
CAACAGATCC
Muestra 6 TACAGGAAGA TATCCAGAAG GAGATTGGAT TCAAAATATT AACTTTAACC TTCCTGTAAC AAGGAATGGA ATAAAATGTA
ATTGCTACCA
Muestra 9 TACAGGAAGA TACCCAGAAG GAGATTGGAT TCAAAATATT AACTTTAACC TTCCTGTAAC AAAATGGAAT ATATGTAATT
GCTACCAACA
Muestra 10 TACAGGAAGA TATCCAGAAG GAGATTGGAT TCAAAATATT AACTTTAACC TTCCTGTAAC AAAATGAATA AATGTAATIG
CTACCAACAA
Muestra 20 TACAGGAAGA TATCCAGAAG GAGATTGGAT TCAAAATATT AACTTTAACC TTCCTGTAAC AGAATGAATT ATGTATTGCT
ACCAA-CAAA

Figura 6: Alineamiento de las secuencias obtenidas de los 25 productos de PCR enviados a
secuenciar. Se resalta la variacion en la secuencia del codon (61-64) 426 obtenido en la
secuenciacion y su clasificacion en las variantes de CPV-2a, 2b, 2c y 4 secuencias no legibles
(Muestras 6, 9, 10 y 20).
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La cepa CPV-2a se mostré de forma predominante con un 47.61 %, seguida por
la cepa CPV-2c con un 38.1% y finalmente la CPV-2b en menor proporcion (Tabla
7).

Un estudio de revision realizado por Zhou y colaboradores en el 2017, sefalaron
que, en términos globales, entre los afios de 2009 a 2015, CPV-2a (49,69%) fue
la cepa con mayor predominio sobre 2b y 2c. Sin embargo a nivel de Europa y
América Latina la cepa predominante era la CPV-2c, con un 57,02% y 47,00%
respectivamente (104). En el continente Sudamericano esto se hallé en paises
como México (105), Uruguay (9), Brasil (106), Argentina (65, 107, 108), y en
nuestro pais en la provincia de Bolivar (6).

Los cambios de distribucion se han mencionado en paises como Uruguay, cuando
en el 2010 se dio una expansion clonal de la cepa 2a (38,00%); poblacién donde
predominaba la cepa 2c como ya se menciond (10). Por otro lado, Monteiro y
colaboradores en el ano 2016, en Brasil, reportaron que de un total de 20
muestras, 18 de ellas pertenecian a la cepa 2b (66). Por dltimo, un estudio
realizado en Colombia en el 2017, mostré la presencia de las cepas 2a y 2b, pero
no hallaron la presencia de la 2c¢ (109).

De forma adicional, al relacionar mediante estadistica descriptiva los principales
datos de los pacientes junto a su signologia con respecto al tipo de cepa que
portaban se encontré que los animales con la cepa CPV-2c presentaron en
iguales porcentajes (50/50) un estado mental normal y deprimido. Los signos
tipicos como anorexia, vomito y diarrea se presentaron mayoritariamente en
muestras de perros con las cepas 2a y 2b. La diarrea de tipo hemorragica se

presenté en todos los animales contagiados por CPV-2b y en un 62,5 % para
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CPV-2c; mientras la diarrea mucoide fue comun para los infectados por CPV-2a
(55,55%).

Respecto a esto resultados, Moon y colaboradores en el 2008 mostraron que
animales inoculados con subvariantes de la cepa 2a presentaban mas temprano
la signologia clasica en comparacion con animales inoculados con la cepa 2b
(67). Otro estudio realizado por Aldaz y colaboradores en el 2015 demostr6 que al
inocular perros con la cepa 2a y 2c, los signos clinicos se evidenciaron mucho
antes en presencia de la 2c (69). Por otro lado, un estudio muestra que animales
infectados con la cepa 2c presentaron signos menos severos y la diarrea fue
mucoide para todos los casos (68). Estos resultados no concluyentes pueden
deberse al disefio experimental de cada estudio, pues en el caso de los dos
primeros, la infeccion se provocd mediante inoculacién, mientras que para el
ultimo la infeccion se dio de manera natural. También podria afectar la variacién
genética tanto de los virus como del hospedador por la region en la que se
encuentran.

También se observé que la enfermedad en animales mayores de 6 meses fue
mas comun para las cepas 2b (66,66%) y 2a (30%), y que fueron infectados
animales con su calendario de vacunas completas con la cepa 2a y 2b. Decaro y
colaboradores en el 2008 reportaron la presencia de la cepa 2c en una perra
adulta prefiada con calendario de vacunacién completo (110). Por otro lado,
Castro y colaboradores en el 2011 mostr6 que cachorros entre 2 a 6 meses con
su calendario de vacunas al dia presentaron enfermedad por las cepas 2ay 2b y
en un perro de 10 meses de edad con calendario completo se hallé la cepa 2a

(111). Es posible que estos animales no hayan sido inmunizados de manera

Clavijo Izquierdo, Verdnica Andrea

59



jgl UNIVERSIDAD DE CUENCA
ot

correcta, ya sea a causa de la vacuna comercial usada o por un incorrecto
protocolo.

Por otro lado, solo para la cepa 2a el numero de infectados era de un 50% para
machos y hembras, mientras para las otras cepas predominaban los machos. En
relacion con la raza, la cepa 2a y 2c infect6 a la mayoria de razas puras, mientras

los mestizos portaban 2b con mayor frecuencia.

Sin embargo, es necesario ampliar el numero de muestras en futuras
investigaciones y de esa manera conseguir datos confiables y descriptivos del
comportamiento de cada una de estas cepas dentro de la poblacién de perros de

la ciudad de Cuenca.
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Tabla 7: Datos de los resultados de secuenciacién.

28 5% ¢ §  |§ 85 |§6| 8% |t &
°% |52 3 = | &g g~ &8 |22 B
s |Z 3 it
5 3 | Shitzu H |Desconocido | 35,2 |Deprimido X |D.S.
8 4 | Pitbull M |Una 39,9 |Normal X | X |D.M.
16 8 |Bull dog frances M |Tres 37,8 |Normal X | X |D.S.
35 | 2 |Bulldog frances H [Una 38,5 |Normal X | X |D.S.
01%\//;"‘ 41 | 11 |Bull terrier M | Completas 39,5 |Deprimido X |D.M.
(47,61%) | 43 | 4 |French Poodle H |Ninguna 38,2 | Deprimido X | X |No
52 | 2.5 |Mestizo H |Una 38,5 |Deprimido X D.M.
60 | 12 |Bull dog frances M | Ninguna 36,0 |Deprimido X | X |D.S.
65 4 | American bully M |Tres 37,8 |Deprimido X | X |D.M.
67 | 3 |Pitbull H |Ninguna 38,0 |Deprimido X D.M.
CPV-2b 1 4 |Mestizo M | Ninguna 38,2 |Deprimido X | X |D.S.
3/21 26 7 |Braco aleman Mo | Completas 39,8 |Normal X | X |D.S.
(14,.29%) 744 [ & [Mestizo H |Una 39,3 | Deprimido X | X |ps.
22 2 |Cocker M |Una 38,0 |Deprimido X |D.S.
24 3 | Pitbull M |Una 38,8 |Deprimido X |D.S.
28 2 |Husky M |Una 38,7 |Normal X | X |D.M.
CPV-2¢c | 29 | 7 |Mestizo H |Una 39,2 |Normal X | X |D.S.
(388/,?1/0) 36 | 2 |Mestizo H |Ninguna 38,0 |Normal D.M.
50 | 2.5 |Pequines H |Ninguna 38,5 |Deprimido X D.M.
58 | 3 |Shitzu M |Ninguna 38,2 |Deprimido X | X |D.S.
69 4 |Mestizo M | Ninguna 38,1 |Normal X | X |D.S.
6 2 |Husky M |Una 39,7 |Deprimido X | X |D.S.
N 9 2 |French Poodle M |Ninguna 38,0 |Normal X | X [No
10 2 | Chihuahua M |Una 37,9 |Normal X |D.M.
20 | 12 |Mestizo M |Ninguna 37,8 |Deprimido X |D.M.
N.l. No identificado, D.S. Diarrea con sangre, D.M. Diarrea mucoide.
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5. CONCLUSIONES

Fue posible hallar material genético de los CPV-2 en la mayoria de las muestras,
indicando que el disefio de los primers fue adecuado, y que su uso puede ser
factible para el diagnostico clinico. Se logré obtener de manera confiable la
secuencia genética codificante de la region entre los aminoacidos 100 a 500 de la
proteina VP2 en 21 muestras positivas a la presencia del virus. A diferencia de lo
que se muestra en la mayor parte de la region, este estudio muestra que
actualmente en la ciudad, es la cepa 2a la que prevalece en el medio. Con ello, se
demuestra la necesidad de mantener una vigilancia constante del virus, y lo
importante que puede ser para el clinico en cuanto es necesario conocer el
comportamiento del virus en la zona para de esta forma poder tratar a sus
pacientes de una forma integral, teniendo en cuenta lo que implica la mayor
presencia de dicha cepa.

Por otro lado, los principales signos clinicos que caracterizan la enfermedad
fueron hallados de manera variable, por lo que es necesario tener en cuenta que
estos dependen de muchas variables intrinsecas y extrinsecas al individuo,
motivo por el cual siempre se debe acompanar la sospecha de la enfermedad con
examenes complementarios como lo son el hemograma, las pruebas de

inmucromatografia y el PCR, que es lo més accesible para el clinico.
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6. RECOMENDACIONES
Se recomienda incluir un mayor numero de muestras para realizar la
secuenciacidn en estudios posteriores, para lograr un andlisis mas representativo
de la poblacion.
Se recomienda analizar la genética de las cepas que se encuentran en la regién,
y con ello poder formular vacunas que sean mas efectivas en la inmunizacién de
los animales.
Incluir andlisis estadisticos con respecto a cuan diferente es la afectacion o la
gravedad de los signos en los animales segun el tipo de cepa que presenten; y
esto también en cuanto a la eficiencia tanto del tipo de vacunas que se utilizan,
como los protocolos mas usados por los clinicos locales, a fin de tener una idea
mas clara de una correcta medicina preventiva, por cuanto se ha mencionado que
inclusive pacientes con un calendario completo o casi exitoso también son
susceptibles de presentar la enfermedad, e incluso mayores de 6 meses pueden
llegar a morir a causa de ésta.
También es elemental continuar en la investigacion de la interaccion virus-
hospedador, ajustando los métodos empleados de estudio, para obtener
informacion que represente lo que ocurre de manera natural en los animales
infectados.
Finalmente, se siguiere plantear el disefio e implementacién de un ensayo de
PCR multiple con los primers aqui descritos, capaz de identificar el ADN del perro
(Control de proceso), al mismo tiempo que logre hacerlo con el material genético
del CPV-2 como herramienta alternativa diagnéstica a los ensayos

inmunocromatograficos.
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Anexo 1.

8. ANEXOS

Figura 7: Recoleccion de material fecal.

Anexo 2.

Figura 8: Proceso de extraccion del material genético.
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Anexo 3.

Figura 9: Adicion de solucién buffer de carga de ADN 6X en las muestras

después de realizado el PCR.

Anexo 4.

Figura 10: Colocacion de las muestras en el equipo de electroforesis.
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Anexo 5.

Figura 11: Ejemplo de formato de la historia clinica.

N UNIVERSIDAD DE CUENCA
FACULTAD DE CIENCIA R AGROPECUARIA R
#‘_‘J! EZCUELA DE MEDICINA VETERINARLA & ¥ ZOOTECHIL
I; "y UHIDAD DE TITULACION

Tesis: “Carscterizacion de cepas de parvovires caniss tipo 2, mediante la
técuica de PCE en perros de la ciudad de Cussca™

Diatos Cheicos:

Mhomero de muestra; 2 Baza:
Mombre del pacients: ; Edad:

Semo:
Eztado vacimal:

Anaraxia: .___-: Temperatura: _ *C

Varmito: [-|. Diiserteriac 5-_-:

Diarres Musaide: [

Estada mental: Narmal ::l Deprimida l: Estuporosa E_.l Comatosa E:

HEMOGRAMA:

Analito Fesultado Unidad
Entrocito:
Hemoglobina
HematocTito
VI
MCHC
PFlaquetas
Leucocitos
Meutrofilos
Bazofilos
Epzmofilo:
Linfocito:
Protsmas totales

Obzervaciones adicionales:
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Tabla 8: Datos de cada una de las variables o descriptores de cada uno de los

animales incluidos en el estudio.

c
p
— 5 8
s £ s g 8 s = 34§ 2 o« & 3
E = @ ) > © i 5 2 5 : O o
32 o n ) S w o E 8 (&) G ;)
S n £ © o o
w 2 aqg g
> > >
o o o
O O O
1 4 Mestizo M Ninguna 38,2 D + + DS +
2 5 Schnauzer H Desconocido 38,4 D + + -
3 2 Schnauzer M Desconocido 37,8 D + + DS
4 2 Schnauzer M Ninguna 38 E + + DS -
5 3 Shitzu H Desconocido 35,2 D + + DS +
6 2 Husky M Una 39,7 D + + DS
7 6 Mestizo M Ninguna 39,2 N + + DM -
8 4 Pitbull M Una 399 N + + DM +
9 2 French Poodle M Ninguna 38 N + + -
10 2 Chihuahua M Una 37,9 N - + DM + +
11 2 Chihuahua H Una 38,7 N - + D.M -
12 2 French Poodle M Ninguna 34 E + + DM + +
13 4 Husky M Una 38,6 N + + D.S + +
14 3 Border Collie M Una 389 Db + - DM + +
15 2 French Poodle H Una 38,6 N + + DM + +
16 8 Bulldogfrances M Tres 37,8 N + + DS + +  +
Golden
17 2 Retriever M Dos 38,3 D - + D.S -
18 2 Husky M Dos 38,6 D + + D.S + -
19 5 Mestizo M Dos 38,6 D + -
20 12 Mestizo M Ninguna 37,8 D - + DM + +
21 2 Shitzu H Una 387 D + + DM -
22 2 Cocker M Una 38 D - + D.S + + +
23 3 Pincher M Desconocido 36,5 N + - D.S
24 3 Pitbull M Una 38,8 D - + D.S + + +
25 2 Cocker M Ninguna 374 D + + DM -
26 7 Bracoaleman M Completas 398 N + + DS + + +
27 2 Samoyedo M Desconocido 37,2 D + + DM + +
28 2 Husky M Una 387 N + + DM + +
29 7 Mestizo H Una 39,2 N + + D.S + + +
30 6 Pomeranio H Completas 38,7 D + + DS -
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31 3 Labrador M Ninguna 37,7 N + + DM -

32 2 Bulldogfrances M Una 38,2 D + + D.S + +
33 2 Bulldogfrances M Una 387 N + + D.S + -
34 2 Bulldogfrances M Una 38,7 N + + D.S + +
35 2 Bulldogfrances H Una 385 N + + D.S + +
36 2 Mestizo H Ninguna 38 N - - DM + +
37 2 shitzu H Ninguna 37 D + + DM + +
38 2 Husky M Ninguna 38,3 D + D.S + +
39 14 Labrador M Una 37,2 N - + DS -

40 2 Mestizo H Ninguna 382 D - + DM +
41 11 Bull terrier M Completas 39,5 D - + DM

42 3 Basset hound M Ninguna 38,1 D + + DM -

43 4 French Poodle H Ninguna 38,2 D + + -

44 8 Mestizo H Una 39,3 D + + DS + +
45 2 French Poodle M Ninguna 386 N + - DM -

46 2,5 Mestizo H Ninguna 37,2 N + + -

47 3 Mestizo H Ninguna 382 N - - DM

48 3 Mestizo H Ninguna 385 N - - DM + +
49 2,5 Pequines M Ninguna 387 D + - DM -

50 2,5 Pequines H Ninguna 38,5 D + - DM + +
51 2,5 Pequines H Ninguna 37,4 D + - DM + +
52 2,5 Mestizo H Una 38,5 D + - DM + +
53 2,5 Mestizo M Una 37,5 D + - DM + +
54 2 Pastor Aleman M Ninguna 38 D + + DM + +
55 2 French Poodle M Ninguna 39,2 N - D.S + +
56 3 Mestizo M Una 386 N - + DM + +
57 2 Schnauzer M Una 387 N + - D.S + +
58 3 shitzu M Ninguna 38,2 D + + DS + +
59 2 Daschound M Ninguna 38,9 E + + DS + -
60 12 Bulldogfrances M Ninguna 36 D + + DS + +
61 5 Pequines H Dos 38,9 D + + DM + +
62 2 French Poodle H Una 36,2 D + - D.M -

63 6 Mestizo M Una 36,5 D + + DS + +
64 2 Chihuahua M Ninguna 385 N - - DS +

65 4 American bully M Tres 37,8 D + DM + +
66 5 Mestizo M Ninguna 375 D + + DS + -
67 3 Pitbull H Ninguna 38 D + - DM + +
68 7 Mestizo H Una 40 D + + DM -

69 4 Mestizo M Ninguna 38,1 N + + D.S + +
70 8 Schnauzer M Una 382 N + + DM + +
71 8 Mestizo M Desconocido 36,2 E + + DS + +
72 4 Husky H Una 39,8 N - + D.S + +
73 4 Mestizo H Ninguna 393 N + + DS + +
74 5 Mestizo M Ninguna 38,9 D + - -

75 10 Rottweiler M Una 39 D + DS + +
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76 8 Mestizo M Ninguna 38,9 D + DM + +
77 2 Husky M Una 39,2 N + D.S -
78 3 Pitbull M Una 37 D - + DS + +
79 3 Mestizo H Desconocido 38,4 N - + D.S + +
80 2 Mestizo H Una 37,8 D - + D.S + +
61 65 64 60 10

Sexo: M:Macho, H: Hembra

E.M: Estado mental: N: Normal, D: Deprimido, E :Estuporoso
Diarrea: D.S.: Diarrea sanguinolenta, D.M.: Diarrea mucoide

C.P.: Control de Proceso

D. CPV: Diagnéstico de Parvovirus canino
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