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Introduccion

El veterinario no es solo médico de animales, también tiene un papel importante en la
salud humana y ambiental, asi, por medio del conocimiento de las enfermedades que se
transmiten de los animales a los humanos, contribuye a proteger la salud de todos, permitiendo
de esta forma la conservacion del ecosistema. Este es el fundamento del concepto “Una sola
salud “. La responsabilidad de cada médico veterinario radica no solo en el tratar, sino también
en adquirir la capacidad de avanzar en el campo de la ciencia, investigacion, actualizacion

médica, fomentando el desarrollo de herramientas necesarias para el crecimiento profesional.

El desempefio profesional como médico veterinario exige cada vez méas preparacion para
enfrentar los diferentes problemas de salud, produccién animal y tecnologia para el diagnéstico
molecular. Su principal mision es la de proteger la salud de los animales y los consumidores,

para garantizar la inocuidad de los alimentos y el cumplimiento de las leyes y reglamentos.

La Universidad de Pamplona forma profesionales integrales en el area de la medicina
veterinaria, con la habilidad de saber diagnosticar el estado de salud de los animales, utilizando
diferentes herramientas que anticipen reacciones impredecibles, con destrezas para llevar a cabo
procedimientos quirdrgicos minimamente invasivos y con la capacidad de gestionar
emergencias, sabiendo detectarlas y gestionarlas. Profesionales con habilidades en medicina
interna, reproduccion, laboratorio clinico, parasitologia, imagenologia, salud publica,
epidemiologia, y que ademas mediante el area de la investigacion, proporcionen datos cientificos
fiables y renovados para detectar, controlar, predecir, prevenir y tratar enfermedades animales de

todos los origenes.
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La pasantia practica en investigacion es un requisito para obtener el titulo de médico
veterinario, la misma se realiz6 en el centro de diagndstico e investigacion molecular en
enfermedades parasitarias, tropicales e infecciosas (CEDIMOL), en la ciudad de Pamplona,
durante el segundo semestre del afio 2022, con una duracion de 4 meses. En esta pasantia se
trabajo en la estandarizacion del diagndstico molecular del parvovirus canino, a partir de
diferentes muestras clinicas. Se llevaron a cabo diferentes protocolos de extraccién de ADN, y
mediante el uso de primers descritos, se realizo la amplificacion y determinacion de secuencias

del parvovirus canino, mediante analisis de reaccion en cadena de polimerasa.

En el presente informe se describe el trabajo llevado a cabo durante el periodo de
pasantia practica en investigacion, realizado en una poblacién de caninos de la ciudad de
Pamplona y Cucuta con sintomatologia de enfermedad gastrointestinal compatible con la

enfermedad.

Descripcion del Sitio de Pasantia

El Centro de Diagndstico en Investigacion Molecular (CEDIMOL), presta servicios
desde el 13 junio del 2020, como laboratorio colaborador del INS, para atender la emergencia
sanitaria del COVID-19 en Norte de Santander, posteriormente se inici6 la construccion de la
sede del laboratorio en Pamplona ubicado en el edificio Eduardo Cote Lamus del campus de la
Universidad. Actualmente, el laboratorio CEDIMOL esta en el proceso de implementacion de la
division veterinaria, del cual hace parte este trabajo. Este es un laboratorio disefiado con el
propdsito de implementar pruebas de diagnostico molecular, y ha tenido gran importancia en la
salud publica de la region, ya que ha sido pionero en el desarrollo de estudios moleculares del

SARS-CoV-2, actualmente esta en cabeza de los bacteriologos Dr., Raul Rodriguez Martinez,



13
ESTANDARIZACION DEL DIAGNOSTICO MOLECULAR DE CPV-2
Diana Patricia Bohada Lizarazo, Reynaldo Gutiérrez Marin y el médico veterinario Jesus Alberto

Mendoza Ibarra.

CEDIMOL fomenta los procesos de investigacion a nivel de pregrado y posgrado en
enfermedades parasitarias, tropicales, e infecciosas, de importancia en la salud publica de la
region, proponiendo soluciones que permitan el diagnostico y el control de los agentes
infecciosos, a través de la caracterizacion fenotipica y genotipica de los patdgenos de relevancia
en salud publica circundantes en la regién. Su labor esta orientada a docentes y estudiantes en la
investigacion basica y aplicada, asi como capacitacion en areas de biologia molecular, inclinado
al diagnostico molecular de bacterias, hongos, virus, parasitos, epidemiologia de enfermedades
infecciosas, investigacion para hallar nuevos mecanismos de transmision de enfermedades y la

identificacion y validacion de nuevos biomarcadores diagnosticos.

El laboratorio cuenta con un area de toma de muestras, para el desarrollo de las técnicas
moleculares se cuenta con un area sucia compuesta por el area de recepcion de muestras,
desembalaje e inactivacion y extraccion de acidos nucleicos, y un &rea limpia compuesta por
mezcla, master mix y amplificacion de PCR, adicionalmente el laboratorio cuenta con los
equipos necesarios para el desarrollo de técnicas de inmunofluorescencia, electroforesis,

microscopia, microbiologia e inmunologia.

Descripcion de las Actividades de Pasantia
Las actividades realizadas durante el periodo de pasantia practica en investigacion

incluyeron la revisién bibliografica, el analisis y discusion de articulos e informes cientificos
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relacionados con el parvovirus canino, ademas de estudios bioinformaticos para la determinacién

de primers de parvovirus canino y otras enfermedades de interés veterinario.

Adicionalmente, se llevaron a cabo seminarios, preparacion de material, pruebas de
extraccion, determinacion de concentracion y calidad de acidos nucleicos, colaboracién en otros

proyectos de investigacion y club de revista.

Resumen
La parvovirosis canina es una enfermedad causada por el Parvovirus canino (CPV),
perteneciente a la familia Parvoviridae y al género parvovirus autdbnomo, su origen se debi6 a
una mutacion en la proteina VP2 del virus de la panleucopenia felina, desarrollandose una
variante (CPV2) con la capacidad de infectar caninos sin importar su edad, siendo los cachorros
los mas propensos al contagio, esta enfermedad cursa con un cuadro intestinal agudo, que ha

provocado una alta mortalidad de caninos a nivel mundial.

El presente trabajo se llevo a cabo mediante el muestreo, a partir de 27 pacientes de
diferentes clinicas veterinarias de la ciudad de Pamplona y Cucuta, con sintomatologia
compatible con Parvovirus canino (vomito, diarrea sanguinolenta y no sanguinolenta). De estos,
22 presentaron inmunocromatografia positiva para PCR (prueba rapida); 4 fueron negativos; y a
uno no se le realiz6 prueba snap. Las muestras obtenidas fueron sangre e hisopado rectal.
Inicialmente se estandarizaron los métodos de extraccion de ADN utilizando fenol cloroformo
alcohol isoamilico, boiling snap y un kit comercial. Asimismo, mediante una revision

bibliogréafica se seleccionaron primers previamente descritos
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Se realizd el montaje de una PCR de punto final y una en tiempo real, utilizando las

diferentes muestras y primers

Palabras claves: Parvovirus, variantes antigénicas, muestras, métodos de extraccion,

primers, PCR.

Abstract
Canine parvovirus is a disease caused by canine parvovirus (CPV), belonging to the
Parvoviridae family and the autonomous parvovirus genus, its origin was due to a mutation in the
VP2 protein of the feline panleukopenia virus, developing a variant (CPV2) with the ability to
infect canines regardless of their age, puppies being the most prone to contagion, this disease
presents with an acute intestinal condition, which has caused a high mortality of canines

worldwide.

This work was carried out by sampling 27 patients from different veterinary clinics in the
city of Pamplona and Cucuta, with symptoms compatible with canine Parvovirus (vomiting,
bloody and non-bloody diarrhea). Of these, 22 presented positive immunochromatography for
PCR (rapid test); 4 were negative; and one did not have a snap test. The samples obtained were
blood, rectal swab. Initially the DNA extraction methods were standardized using phenol
chloroform isoamyl alcohol, boiling snap and a commercial kit. Likewise, through a

bibliographical review, previously described primers were selected.

The assembly of an end-point PCR and a real-time PCR was carried out, using the

different samples and primers.

Keywords: Parvovirus, antigenic variants, samples, extraction methods, primers, PCR.
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Capitulo 1
1.1 Planteamiento del Problema
El parvovirus canino es una enfermedad que afecta principalmente a cachorros que han
perdido la inmunidad materna, debido que los titulos de anticuerpos derivados de la madre
(MAD), los protegen las primeras semanas de vida, las infecciones suelen producirse en
cachorros hasta los 6 meses de edad, no obstante pacientes con una carga parasitaria alta y sin

esquema de vacunas pueden cursar con la enfermedad en edad adulta. (Pollock et al, 1993).

La infeccion ocurre por la exposicién oronasal a heces infectadas con el virus, asimismo,
el ser humano, instrumentos, insectos, roedores pueden servir de vectores, el virus puede ser
albergado durante un largo tiempo en el pelaje del perro, ademas su estabilidad y resistencia en
el ambiente le permite permanecer en objetos inanimados, como ropa, recipientes para alimento,

pisos y jaulas durante 5 meses 0 méas (Greene, 1990)

La parvovirosis canina aparecio en Colombia a principio de la década de 1980, los
animales presentaban una gastroenteritis hemorragica severa, acompafiada de fiebre y
leucopenia, el progreso de la enfermedad era rapido y los tratamientos implementados no
detenian su evolucidn, se present6 con una alta tasa de morbilidad y mortalidad, que en la
actualidad solo ha descendido con la aplicacion de las vacunas. (Mogollén et al, 1984). En
estudios realizados se ha comprobado que la probabilidad de infeccion en animales vacunados

frente a los no vacunados es de 21.1% y 78.9% respectivamente (Aponte, 2020)

La mortalidad generada por el Parvovirus canino es del 70 %, en la poblacion de

cachorros infectados, y aunque los adultos presentan una menor probabilidad de presentar la
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enfermedad solo un 1% de los que llegan a infectarse mueren, (Appel, 1979 citado en Tuteja,
2022). La alta mortalidad en cachorros se debe en gran medida a que la inmunidad humoral no se
desarrolla completamente sino hasta que estos tienen un afio de edad (Ling, 2012 citado en

Tuteja et al, 2022)

Diversos estudios demuestran la alta prevalencia del CPV-2, (Gutiérrez et al, 2019) en un
estudio realizado en 139 caninos de diferentes razas y sexos en la veterinaria Zamudio Pet
Company de la ciudad de Cali, con sintomatologia compatible con parvovirosis canina demostrd
una prevalencia del 40%, por su parte (Duque et al, 2017) en un estudio efectuado en los
departamentos de Santander y Antioquia en 71 caninos con sintomatologia relacionada con CPV-
2 evidencio una prevalencia del 84.85% y 56,41% respectivamente, asimismo en otro estudio
(Pino et al, 2018) determind que la prevalencia encontrada en una poblacién de 160 caninos
muestreados en la Habana, Cuba era del 95.63%, por lo anterior, se evidencia que por la alta
prevalencia demostrada en diferentes estudios para esta enfermedad, se requiere de métodos

diagndsticos que permitan una correcta y confiable deteccion de este virus.

La gastroenteritis en caninos es uno de los mayores motivos de consulta en las
veterinarias de la ciudad de Pamplona, sin embargo, no todos los caninos con diarrea
sanguinolentas o no sanguinolenta, con vomitos o sin ellos, estan infectados necesariamente con
CPV, ya que usualmente este es confundido con el Coronavirus canino, asi como con otras
afecciones patologicas como salmonelosis, leptospirosis, campilobacteriosis, entre otras

enfermedades que cursan con sintomatologia similar (Guerrero, 2009).
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¢Es la PCR el método diagndstico mas confiable para determinar la presencia de

parvovirosis canina en animales sospechosos?

1.2 Justificacion

El diagndstico de la parvovirosis canina en la actualidad, se ha venido dificultando
debido a que los signos clinicos evidenciados de la enfermedad inicial han ido cambiando, esto
complica la obtencién de un diagnostico apropiado, por esta razon, se necesitan de pruebas
diagndsticas con una alta sensibilidad y especificidad que permitan un rapido manejo de la
enfermedad, los métodos diagndsticos de laboratorio elaborados en medicina veterinaria para el
diagndstico del parvovirus tales como; ensayos de hemaglutinacion, cultivo celular,
inmunofluorescencia, ELISA, inmunocromatografia y PCR, se han probado a lo largo de los
afos, sin embargo su sensibilidad y especificidad varian. En clinicas veterinarias las técnicas

diagnosticas mas usadas son la inmunocromatografiay la PCR (Faz et al, 2017).

En el diagnostico clinico, el uso de la anamnesis e historia clinica, puede llevar a un
diagndstico presuntivo de cada caso, no obstante, un estudio realizado por Faz et al, 2017, donde
determind que la sensibilidad del diagnéstico clinico era de un 57.7%, por su parte Penelo, 2017,
realiz6 un estudio comparativo con diferentes test inmunocromatogréaficos comerciales, ELISA'y
PCR en pacientes con sintomatologia compatible con parvovirus canino, en los resultados se
pudo evidenciar una diferencia en la sensibilidad de los diferentes test comerciales empleados
para el estudio, desde un 47.2% hasta un 95.2%. por su parte el ELISA répido reflejo una

sensibilidad del 85.7% y la PCR un 100% de sensibilidad para el estudio.
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En otro estudio realizado por Drane et al, 1994, donde compard la sensibilidad y
especificidad de dos métodos diagnosticos para parvovirus canino; ensayo de ELISA 'y
hemaglutinacion, se evidencid que el ELISA tenia una sensibilidad del 87%, frente a la
hemaglutinacion, microscopia electronica (EM) y aislamiento del virus (\V1), donde su

sensibilidad y especificidad fueron del 87% y 63% respectivamente

Segun los métodos diagnosticos antes mencionados, se puede evidenciar que el método
maés confiable es la PCR por su alta sensibilidad, un correcto diagndéstico de este virus, permite
establecer un adecuado tratamiento sintomatico, y ayudara a disminuir la mortalidad de por si

elevada y que se suman también a las pérdidas econdmicas y afectivas para los propietarios.

1.3 Objetivos
1.3.1 Objetivo general
Estandarizar la técnica de PCR para el diagnostico de parvovirosis canina a partir de

muestras clinicas de sangre y materia fecal de animales sospechosos.

1.3.2 Objetivos especificos
Obtener muestras de sangre e hisopado rectal de caninos con sintomatologia

gastrointestinal y sospecha de parvovirosis canina.

Desarrollar diferentes métodos de extraccion de ADN a partir de las muestras de sangre e

hisopado rectal de animales sospechosos

Establecer las condiciones ideales para implementar la técnica de PCR en el laboratorio

Cedimol de la ciudad de Pamplona, Colombia.
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Capitulo 11
2.1 Introduccion
El parvovirus canino del latin Parvum que significa; pequefio o diminuto, pertenece a la
familia Parvoviridae, entre el mundo de los anticuerpos este virus es de los que posee menor
diametro, su tamafio oscila entre los 18 a 20 nm (Tattersal 2005, citado en Fonseca, 2018). Es un
virus sistematico que desde su aparicion a finales de 1970 ha generado una alta mortalidad y

morbilidad en la poblacion canina (Goddard et al, 2010)

Se cree que se origind a partir de una pequefia mutacién en la cadena de aminoécidos de
la proteina VP2 del virus de la panleucopenia felina, adquiriendo la capacidad de infectar a
caninos (Chung et al, 2020). Es un virus ADN monocatenario, que no contiene envoltura y su
principal fuente de replicacion son células que poseen una alta tasa de division mitética, ademas
se caracteriza por ser muy resistente en distintos ambientes y extremadamente estable (Hoskins,

1998)

Desde su aparicion por primera vez en 1978, se han descrito tres nuevas variantes
antigénicas; en la década de 1980 se descubrieron las cepas CPV2ay CPV2b, y para la década
del 2000 se describi¢ la variante CPV2c, las cuales se diferencian por la posicion de los
aminoacidos presentes en la posicion 426 de la proteina de la capside VP2; la variante CPV2a se
encuentra en la asparagina (Asn), la CPV2b en el &cido aspartico (Asp) y el CPV2c en el &cido

glutdmico (Glu) (Decaro et al, 2012)

Es un virus altamente contagioso, que provoca una gastroenteritis hemorragica severa de

aparicion subita, de rapido progreso, caracterizada por vomitos, diarrea sanguinolenta, no
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sanguinolenta y en algunos casos provoca muerte por miocarditis (Guerrero, 2009). Se elimina
por las heces, pero también por saliva y vomito en menor cantidad, aunque su capacidad para
infectar se debe en mayor proporcion por su estabilidad en el ambiente, se inactiva a través de la
desinfeccion con glutaraldehido, hipoclorito de sodio (lejia doméstica) o formalina. (Hoskins,

1997).

El principal sintoma de la gastroenteritis viral es la diarrea, y esta se presenta en la fase
virémica tardia, 3 a 5 dias post infeccion, durante este periodo, el virus es excretado por las heces
en grandes cantidades, en esta etapa el virus ha generado un dafio en la superficie de absorcion
del intestino delgado, alterando el epitelio de la mucosa géastrica, con un consecuente aumento de
presiones que conlleva a una pérdida de agua, electrolitos, proteinas y sangre, por ende los
pacientes tendran una marcada deshidratacién, hipoproteinemia, anemia, caquexia, inapetencia,
fiebre, neutropenia, linfopenia, y en muchos casos los paciente mueren por shock y/o sepsis.

(Grant Maxie, 2007).

El diagndstico de este virus es una herramienta clave para implementar un tratamiento
adecuado, y asi evitar falsos positivos o falsos negativos, que conllevan a un inadecuado manejo
clinico, para esto es muy importante el uso de métodos diagndsticos con una alta sensibilidad y
especificidad como la reaccion en cadena de polimerasa (PCR); se puede amplificar una region

especifica donde probablemente se encuentra el virus y con esto obtener un correcto diagnostico.
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2.2 Revision Bibliografica
2.2.1 Etiologia

El parvovirus canino se divide en dos tipos el CPV-1y el CPV-2, pero no se relacionan
entre si. EI CPV-1 es denominado el Virus del Minuto Canino, es un parvovirus autbnomo que se
aislo por primera vez en 1967 a partir de heces en perros sin ninguna patologia aparente, sin
embargo, se caracteriza por producir abortos, aunque en la mayoria de los casos este actla de
forma asintomatica. (Mochizuki et al, 2002). Diez afios mas tarde en 1978 aparecié el CPV-2 con
una alta virulencia generando una pandemia que afecté a muchos cachorros, provocando una
gastroenteritis subita caracterizada por sintomas como diarrea hemorragica, vémitos, con
desenlaces fatales que gener6 una alarma para los médicos veterinarios en esa época (Hashimoto

et al, 1994).

Se cree que el CPV-2 se originé a partir de seis o siete mutaciones generadas en la cadena
de aminoéacidos de la proteina de la capside VP2 del virus de panleucopenia felina,
evolucionando y adaptandose en los caninos (Oliveira et al, 2018). En aislamientos realizados en
ambos virus se muestra que antigénicamente son muy parecidos, con una disparidad de un 2% en
la secuencia de ADN genomico, que con la utilizacién de anticuerpos monoclonales (MAbs)
concretos evidencia que presentan una desigualdad en el Ph de hemaglutinacién, siendo més bajo
en el FPV, asi mismo en cultivos realizados para determinar su nivel de replicacion se evidencio
que las cepas del FPV no replica en células canina cultivadas, por su parte el CPV-2 si replica en
cultivos de células felinas, otra diferencia analizada es la leucopenia profunda que genera en

gatos el FPV y en perros el CPV-2 produce una linfopenia relativa (Truyen & Parrish, 1992)
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El parvovirus canino taxonomicamente pertenece a la familia parvoviridae, subfamilias
parvovirinae y densovirinae (Figura 1), la primera se divide en los géneros parvovirus que afecta
a una variedad de especies; canidos y felinos domésticos y salvajes, cerdos, gansos y visones,
erythrovirus causante de eritema en nifios y es conocido como el parvovirus B19 y dependovirus
que requiere de la presencia de un adenovirus para poder replicarse, la segunda subfamilia afecta

especificamente artropodos (Cotmore et al, 2014).

Figural

Taxonomia de la Familia Parvoviridae

Familia

Parvoviridae

l Subfamilias
Parvovirinae l Densovirinae
Géneros l Esta s:::zrgl;sfecta
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l Parvovirus Erytrovirus l Dependovirus
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Conocido en la medicina humana Los pertenecientes de este género

Este género afecta a varias especies; como el parvovirus B19, causante presentan una dependencia hacia los

el canino, felino, cerdo, vison y
ganso.

de eritema en nifios adenovirus para poder replicarse

Fuente: Carrero (2022).
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El CPV es un virus diminuto, que no posee envoltura, contenido en un genoma de ADN
monocatenario con polaridad negativa, su capside es icosaédrica y mide aproximadamente 26 nm
de diametro, conformado por 60 copias de una combinacion de las proteinas de la capside VP1y
VP2 (Parker & Parrish, 1997). Su genoma estd compuesto por 5200 nucle6tidos de ADN
monocatenario (SSADN) e incluye dos marcos de lectura abiertos (ORF). El primero codifica
para proteinas no estructurales (NS1 y NS2), que participan en la replicacién de ADN, el
transporte viral y ensamblaje de la capside, y el segundo ORF codifica las proteinas estructurales
de la capside “VP1 y VP2” (Figura 2). La proteina VP2 tiene 582 residuos de amino&cidos y es
la mas abundante e inmunogénica cumpliendo un papel importante en el tropismo viral y la

variedad del huésped (Véliz et al, 2021).

Figura 2

Esquema del Genoma del Parvovirus Canino
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Fuente: Grecco (2014).

Nota: Esquema del genoma de parvovirus canino. Adaptado de

(https://www.colibri.udelar.edu.uy/jspui/bitstream/20.500.12008/8864/1/uy24-17255.pdf).
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Un afo después, luego de la aparicion del CPV-2 en 1979, se describid una nueva
variante antigénica denominada CPV-2a, que tuvo una rapida distribucién a nivel mundial
sustituyendo la cepa original, diferenciandose de ésta por cinco sustituciones en la secuencia de
la capside que comprendia cambios en los residuos VP2 87 de Met a Leu, 300 de Alaa Gly y
305 de Asp a Tyr, esta nueva variante poseia la capacidad de infectar gatos. Cinco afios mas
tarde en 1984 surgio una nueva variante antigénica, que se diferenciaba por un epitopo
antigénico resultante de un reemplazo del residuo 426 de VP2 de Asn a Asp y de lle a VVal en el
residuo 555. En el 2000 surgio otra nueva variante antigénica donde se sustituyd una Asp por
Glu en la posicién 426, esta present6 una rapida difusion en las poblaciones de caninos y su
patogenicidad era mucho mayor, afectando a caninos adultos y gatos y fue denominada la

variante CPV-2c. (Figura 3) (Hueffer et al, 2003).

Figura 3

Variantes Antigénicas del CPV-2a

ﬂ
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Fuente: Miranda et al (2016).
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Nota: Procesos evolutivos de CPV-2 en perros. Adaptado de

(https://www.microbiologyresearch.org/content/journal/jgv/10.1099/jgv.0.000540#tab?2).

2.2.2 Epidemiologia

El parvovirus canino se encuentra disperso en todos los continentes, sus mutaciones y la
alta virulencia le ha permitido permanecer resistente en diversos ambientes. Su aparicion a
finales de los afios 70 fue reportada en diferentes paises como Japén, Bélgica, Australia, EE. UU,
etc., luego de su primera mutacion se extendio hacia Francia, Dinamarca, entre los afios 1979 y
1982 reemplazando en su totalidad a la cepa original, el CPV-2a obtuvo una mayor ventaja
epidemioldgica, causando infeccion con mayor facilidad en los caninos, debido a que desarrolld
una gran analogia hacia los receptores de las células de los caninos, en comparacion con la
variante original. No obstante, no se mantuvo asi durante mucho tiempo, en 1984 sorprendié con
una nueva variante antigénica la CPV-2b reportada en EE. UU, seis afios mas tarde, para el afio
2000 se registrdé una nueva mutacion, mucho mas virulenta que las anteriores denominada CPV-
2c¢, notificada en Italia, aunque se menciona que cuatros afios antes circulaba en Alemania, se
incluye también en Sur América (Uruguay, Argentina, Brasil, Chile). La resistencia, adaptacion,
facil diseminacion, caracteristicas fenotipicas y ventajas epidemioldgicas son propiedades del
virus que le ha permitido mantenerse estable durante muchos afios, ademas de evolucionar

mediante diversas variaciones antigénicas. (Pérez et al, 2014 citado en Tuteja et al, 2022).

El contagio ocurre mediante transmision horizontal con el contacto a través de superficies
contaminadas con el virus; heces, vomitos, secreciones, pelaje contaminado, agua o alimentos,
también se ha evidenciado transmision transplacentaria. Afecta en su mayoria a cachorros a

partir de la sexta semana cuando ya han perdido la inmunidad maternal, sin embargo, deficientes
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condiciones de manejo, albergues con grandes poblaciones de caninos, parasitosis, estrés,
enfermedades concurrentes pueden inducir a la presentacion de la enfermedad en animales
adultos (Guerrero, 2009). Se ha analizado que las condiciones ambientales; clima, geografia,
estan relacionados con la difusion y el contagio del virus. Mediante un estudio realizado por
(Jiang, 2018) en el que analizo las variables bioclimaticas y altitudinales que influyen en la
distribucion potencial del CPV2 a nivel mundial, donde determiné que la isotermalidad, la
altitud, la precipitacion de noviembre, la temperatura maxima del mes mas céalido, la
precipitacion del trimestre mas calido, son variables de gran importancia que cooperan en la
distribucion del virus, obteniendo un aporte del 77.7%. Asimismo informé que el elevado riesgo
de incidencia del CPV-2 ocurre en la zona oriental de Asia, (incluyendo las areas costeras
centrales y orientales de China, Japdn, Corea), del sur (que comprende gran parte de la India,
Bangladesh, Myanmar, sur de Tailandia, noreste de Vietnam, centro de Camboya; incluyendo la
zona central y oriental de América central y el este), Europa (centro y norte de Portugal, centro
de Francia e Italia), sur de América del Norte (EE. UU, norte de México) y América del Sur (este

de Argentina, Uruguay, sur y costa de Brasil y sur de Chile) (Figura 4).
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Figura 4

Distribuciones Geograficas Potenciales Previstas para CPV-2 en el Mundo
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Fuente: Jiang (2018).

Nota: Variables biocliméticas y altitudinales influyen en la distribucién potencial del
parvovirus canino tipo 2 a nivel mundial. Adaptado de

(https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/ece3.3994).

En Colombia el virus fue identificado por primera vez en 1982, se reporta que para esa
época se presentd con una alta morbilidad y mortalidad en cachorros (Diaz, 2008). En un estudio
efectuado por (Duque et al, 2017), donde el objetivo era realizar una caracterizacion de la
presentacion del CPV-2 en los departamentos de Antioguia y Santander, se determiné que la
prevalencia del CPV-2 fue mayor en departamento de Santander con un 84.85% en comparacion
con Antioquia que obtuvo un 56.41%, para la diferenciacion de las variantes el estudio demostré
la presencia de CPV-2ay CPV-2b en los dos departamentos, pero no se evidencio la presencia de
la variante CPV-2c en las muestras amplificadas. Segun el rango de edad con base a muestras
positivas el estudio detectd un mayor porcentaje de cachorros infectados entre los 4 y 6 meses

siendo el departamento de Santander el que presento mas alto con 53.1%, (Figura 5a) no obstante


https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/ece3.3994
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se evidenci¢ infeccidn en pacientes adultos mayores de un afio con un 4.5%, y en cuanto a las
razas mas sensibles a las infeccion se determind que las razas con mas sensibilidad a presentar la

infeccion son méas mestizas y con menos prevalencia la Cocker Spaniel (Figura 5b).
Figura 5

Porcentaje y Distribucion de Pacientes Positivos Segun la Edad y la Raza

a
1]
o
3 =
g 4538 g
B 40,9
: BAntioquia
E
: 30 OSantander
&
H
&
= 15
E‘ 91
s B
H 0,0
5 0
N 1-3 4.6 712 =12
Age in Months
b s

Percentage of positive animals to CPV-2
-
=

FESPS CEL LSS
Oq\@e %V(“‘e" Qé;’ L‘&,,s\ -»*' ég% Qy:f
Fuente: Duque et al (2017).

Nota: Prevalencia del CPV-2 segln la edad y la raza Adaptado de

(https://pubmed.nchi.nlm.nih.qov/28284623/)

2.2.3 Patogenia
El virus luego de ingresar por via oronasal, invade y se replica en tejidos con un alto

grado de mitosis, como el tejido linfoide de la orofaringe, ganglios linfaticos mesentéricos y el
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timo, tras haberse replicado en la faringe este se dirige hacia el torrente sanguineo hasta llegar a
la medula 6sea, donde se encarga de infectar a los globulos blancos, causando de esta forma una
profunda leucopenia, cinco dias postinfeccion este causa viremia diseminandose hacia las criptas
intestinales del intestino delgado causando diarrea. (Pollock et Coyne, 1993). Las células
epiteliales del intestino maduran en las criptas de Lieberkihn y luego se dirigen del epitelio
germinal de las criptas a las vellosidades, debido que la tarea de estas células es colaborar con la
absorcion de nutrientes y el virus dafia las criptas de Lieberkiihn genera una paralisis de las
vellosidades, impidiendo un correcto funcionamiento. (Geeta, 2015 citado en Tuteja et al, 2022).
Luego de la viremia este se localiza de manera predominante en el epitelio que recubre la lengua,
mucosa oral, esofago, intestino delgado, tejido linfoide (timo, ganglios linfaticos y médula 6sea)
y se aisla también en pulmon, bazo, higado, rifiones y miocardio. Debido a la inflamacion,
colapso de las vellosidades y necrosis (Figura 6), la flora microbiana entérica gramnegativa
normal cambia, generando infecciones bacterianas secundarias, adicionando complicaciones que
pueden traer consecuencias graves como bacteriemia, endotoxemiay CID. El virus comienza a
excretarse de forma activa a través de las heces 3 a 4 dias posteriores a la infeccion, en ocasiones
en esta etapa no existen signos clinicos, luego de 7 a 10 dias, en la fase aguda se elimina de

forma extensa a través de heces diarreicas (Guerrero, 2009).
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Figura 6

Tracto Gastrointestinal Normal vs Afectado por CPV-2
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Fuente: Greene, 2005 citado en Tuteja (2022).

Nota: Comparativo entre un tracto gastrointestinal normal y otro afectado por CPV-2.

Adaptado de (https://www-sciencedirect-

com.unipamplona.basesdedatosezproxy.com/science/article/pii/S0147957122000224)

En algunos casos el virus puede replicarse en el musculo cardiaco, provocando
miocarditis e insuficiencia cardiaca, y esto ocurre en casos de cachorros gestados por madres
infectadas por CPV-2, o0 en cachorros que no recibieron los titulos de anticuerpos derivados de la
madre (MAD) que los protegen de infecciones en las primeras 6 semanas de vida (Ford et al,

2017 citando en Tuteja et al, 2022)


https://www-sciencedirect-com.unipamplona.basesdedatosezproxy.com/science/article/pii/S0147957122000224
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2.2.4 Manifestaciones clinicas
La intensidad de los signos y sintomas clinicos varian con base a la edad, MAD, estado
vacunal, duracion de la enfermedad, entre otros. Sin embargo, estos se pueden presentar en tres

formas; gastrointestinal, neuroldgica y cardiaca.

2.2.4.1 Forma Gastrointestinal. Los signos y sintomas clinicos del CPV-2 comienzan
durante la fase virémica, aproximadamente de 5 a 7 dias postinfeccion (Bamford & Zuckerman,
2021). Los pacientes muestran signos de dolor extremo, los primeros sintomas son la
inapetencia, depresion, emesis en algunas ocasiones con hematemesis, diarrea intensa e
hipertermia que fluctta conforme aumentan los episodios de emesis y diarrea, resultando en
normotermia o hipotermia. (Nandi & Kumar, 2010). La apariencia de la diarrea es variable en
aspecto y consistencia, pudiéndose tornar de blanda a mucoide o liquida y hemorragica, esto
debido a que el epitelio de revestimiento de la mucosa intestinal se desprende y como
consecuencia se excretan heces gelatinosas con coloracién rojiza. Debido a los diversos
episodios de vomito, diarrea e hipertermia, se pierden gran cantidad de liquidos, que conlleva a
una deshidratacion intersticial, que de no ser tratada a tiempo puede desencadenar a un shock

hipovolémico subito. (Mazzaferro, 2020).

La inmunosupresion es otro signo marcado y se caracteriza por linfopeniay posible
panleucopenia, que unida al dafio del revestimiento de células epiteliales, permiten el ingreso de
bacterias y toxinas al torrente sanguineo, lo que conlleva a septicemia, endotoxemia, inflamacion
sistémica, trastornos de la coagulacion y shock septico (Ford et al, 2017 citando en Franzo et al,

2019).
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2.2.4.2 Forma Neurologica. El dafo en las vellosidades intestinales evita la absorcion de
nutrientes, que acompafiada de la bacteriemia sistemica y la deficiencia de reservas de glucogeno
hepatico y muscular resultan en una baja importante de la glucemia, que trae como consecuencia

una neuroglucopeénia y convulsiones. (Mazzaferro, 2020)

2.2.4.3 Forma Cardiaca. La miocarditis es otro signo que suele presentarse en cachorros
de perras que no han sido vacunadas, afectando a los cachorros menores de 3 meses, en la
mayoria de los casos fallecen de manera subita por insuficiencia cardiaca aguda entre las 4 y 8
semanas de edad (Mochizuki et al, 1996 citado en Nandi et Kumar, 2010) antes de sucumbir,
estos se presentan con extremidades frias, disnea, mucosas de palidas a ciandticas, y
convulsiones, los cachorros mayores de 8 semanas suelen presentar insuficiencia cardiaca
subaguda y presentan sintomas de taquipnea y disnea, acentuada durante el ejercicio, en casos
mas avanzados se evidencian con distension abdominal, hepatomegalia y ascitis con liquido
sanguinolento, estos cachorros no suelen presentar diarrea debido a que el virus se replica de
forma predilecta en los miocitos cardiacos inmaduros, hay evidencia en una pequefia poblacion
de cachorros que sobreviven, pero quedan con secuelas y suelen morir en edad adulta por la

misma causa (Carpenter et al, 1980 citado en Nandi et Kumar, 2010).

2.2.5 Métodos diagnosticos

El diagnostico del Parvovirus canino, ha venido evolucionando a lo largo de los afios, el
desarrollo de nuevas técnicas diagnosticas ha permitido disminuir la mortalidad y diseminacion
de este virus. No obstante, la sensibilidad y especificidad no es la misma para todas, lo que ha
complicado la veracidad del diagndstico, dificultando la implementacion de un correcto

tratamiento. Las principales pruebas diagnosticas usadas en Medicina Veterinaria para la



34
ESTANDARIZACION DEL DIAGNOSTICO MOLECULAR DE CPV-2
deteccidn de parvovirosis canina son el hemograma, hemaglutinacién (HA) e inhibicion de la
hemaglutinacion (1A), microscopia electronica, aislamiento viral y cultivo celular,
inmunofluorescencia, inmunocromatografia, ensayo de inmunoadsorcion Ligada a Enzimas

(ELISA), y reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (Tuteja et al, 2022).

2.2.5.1 Hemograma. Debido a que el parvovirus canino se replica de forma activa en la
médula dsea, causa anemia aplasica, un hallazgo al hemograma, es el recuento de linfocitos y
leucocitos por debajo de los valores normales, aunque esto no determina un diagndstico certero
de la enfermedad, sirve como predictivo para establecer un diagnéstico presuntivo (Goddard et
al, 2008)

2.2.5.2 Hemaglutinacion e inhibicion de la hemoaglutinacién. La HA 'y 1A son
técnicas que emplean el uso de eritrocitos frescos de cerdos, el CPV-2 tiene la capacidad de
aglutinar estos globulos rojos, por su propiedad de union al &cido sialico (SA), se analiza la
presencia y/o ausencia del virus durante la etapa de excrecién viral en materia fecal, o en tejidos
frescos, al mezclar los eritrocitos con una suspension de materia fecal, si estos aglutinan se
confirma la presencia de CPV-2 (Flores, 1987). Esta técnica diagndstica se ve dificultada, debido
a que los eritrocitos deben estar frescos, ademas su sensibilidad es baja de un 65.3%, por eso se
emplea muy poco para el diagnéstico de la parvovirosis canina (Mazzaferro, 2020).

2.2.5.3 Microscopia Electronica. Este método diagnostico se implementa durante la fase
aguda de la enfermedad, ya que en esta etapa hay abundantes particulas virales en las heces,
pudiendo ser detectadas con tincion negativa e identificacion con el uso de anticuerpos contra el

parvovirus canino o virus de panleucopenia felina. (Nandi & Kumar, 2010)
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2.2.5.4 Aislamiento Viral y Cultivo Celular. El aislamiento viral, se usé ampliamente
para el diagnostico de CPV-2, su sensibilidad y especificidad son altas, aunque ha sido
reemplazado por técnicas de Biologia Molecular mucho maés sensibles, economicas, rapidas y
menos laboriosas. El cultivo celular se ejecuta con el uso de fragmentos de drganos o tejidos, en
una base de vidrio, donde las células se pegan y llegan a proliferar por toda la superficie de este

(Sandin, 2004).

2.2.5.5 Inmunofluorescencia. Este tipo de pruebas se fundamentan en la utilizacion de
anticuerpos especificos de CPV-2, se realiza de forma directa o indirecta, sobre un portaobjetos
se extiende la muestra clinica, y el anticuerpo es marcado con fluoresceina, o se emplea el uso de
un segundo anticuerpo que este marcado con un fluorocromo, frente al anticuerpo primario,
respectivamente. Al observar al microscopio, en un fondo oscuro se evidenciara la fluorescencia

en el microorganismo (Sandin, 2004)

2.2.5.6 Inmunocromatografia. Es una de las técnicas diagndsticas mas utilizadas en
clinicas veterinarias, por su gran practicidad y rapidez, (Figura 7) se realiza en una placa
compuesta por una membrana de nitrocelulosa o nylon, que contiene los anticuerpos contra el
antigeno del CPV, absorbidos en la linea de reaccion, en la linea control se encuentran los
anticuerpos anti conjugados, los cuales son especificos frente a CPV y estan marcados con una
molécula de oro coloidal, que corre también por la membrana, y es detenido por el anticuerpo en
la linea control y por el antigeno en la linea de reaccion, en caso de no haber presencia de
antigeno, este se mostrara solo en la linea control (Alonso, et al, 2005). En la actualidad existen
una gran variedad de test de SNAP, que cuentan con alta especificidad, pero su sensibilidad es

baja, de un 50% a 80%, esto debido que en etapas iniciales de la infeccion, hay un gran cantidad
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de titulos de anticuerpos combatiendo el CPV en el lumen intestinal, reteniendo particulas
virales, y como resultado, la carga viral que se excreta en las heces es baja, y el test requiere que
las heces contengan, por los menos, 10x6 copias de ADN por miligramo de heces, para obtener
un resultado positivo, de lo contrario se producen falsos negativos (Mazzaferro, 2020) por otro
lado, las aplicaciones de vacunas vivas modificadas contra CPV suele arrojar falsos positivos en
estas pruebas, debido a que se excretan particulas virales de 3 a 10 dias posteriores a la

vacunacion. (Decaro et al, 2012)

Figura7

Principio del Test Inmunocromatogréafico Parvovirus
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Fuente: Modern Veterinary Therapeutics, s.f.

Nota: Fundamento del test de antigeno de parvovirus canino. Adaptado de

(http://modernveterinarytherapeutics.com/canine-parvovirus-antigen-test-kit/#1470024579482-

216f6257-8ba42f8c-ac46)
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2.2.5.7 Ensayo de Inmunoadsorcion Ligada a Enzimas (ELISA). Esta técnica permite
la deteccion de anticuerpos IgM, especificos de CPV-2, es un método eficaz, rapido y con una
alta sensibilidad, se fundamenta en el uso de un anticuerpo conjugado con una enzima, la mas
usada para esta técnica es la peroxidasa o fosfatasa alcalina, que crea un complejo antigeno
anticuerpo, el cual amplifica la reaccion, resultado en un producto de color (Figura 8) (Fierro,

2019).

Figura 8

Fundamento del Ensayo de Inmunoadsorcion Ligada a Enzimas
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Fuente: Chavez Libna (2016).

Nota: Procedimiento para llevar a cabo un Elisa. Adaptado de

https://www.slideshare.net/libnachavez/prueba-elisa-64640059

2.2.5.8 Reaccion en Cadena de Polimerasa (PCR). La reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) es una reaccion enzimatica de forma in vitro que permite obtener la

amplificacion de millones de veces de una secuencia de ADN de interés durante varios ciclos


https://www.slideshare.net/libnachavez/prueba-elisa-64640059
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con condiciones especificas y repetidas en los que la secuencia blanco es copiada fielmente. Para
esto, en la PCR es fundamental la actividad de la enzima ADN polimerasa que tiene la capacidad

de sintetizar naturalmente el ADN en las células (Tamay de Dios et al., 2013).

El método PCR usa ADN de diferentes origenes, el cual es extraido mediante diferentes
métodos, segun la necesidad. Para la extraccion del ADN de CPV-2 en muestras de sangre se uso
el método de fenol cloroformo alcohol isoamilico y extraccion mediante Kit High Pure PCR
Template Preparation Roche ®, para las muestras de hisopado rectal se empled el método de

Boiling snap o Fast Boilin (Desai et al, 2020)

Fundamento del método fenol cloroformo alcohol isoamilico (PCI). Su fundamento se
basa en la lisis celular, a través del manejo de detergentes con la subsiguiente eliminacion de
proteinas por medio de su extraccion y la de componentes lipidicos con solventes organicos,
obteniendo como resultado un ADN puro que es separado mediante la precipitacion con

soluciones alcohdlicas (Salazar et al, 2013).

Fundamento del método por Kit High Pure PCR Template Preparation. Las células
sanguineas o el tejido se lisan mediante una breve incubacion con un tampén de lisis especial y
proteinasa K en presencia de sales caotrépicas como el clorhidrato de guanidina, que inactiva
inmediatamente todas las nucleasas. Los acidos nucleicos celulares se unen selectivamente a
fibras de vidrio especiales envasadas en tubos de filtro de purificacion de alta pureza. Los acidos
nucleicos unidos se purifican mediante una serie de pasos rapidos de lavado y centrifugacién
para eliminar los componentes celulares contaminantes. Finalmente, la elucion baja en sal libera

acidos nucleicos de las fibras de vidrio. Este método simple elimina la necesidad de extraccion
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con solventes organicos y precipitacion de ADN, lo que permite una rapida purificacion de

muchas muestras simultaneamente (Roche, 2022).

Fundamento del método Boiling Snap. El protocolo de extraccion viral “Boiling snap” o
“Fast boiling”, es un método que se fundamenta en la homogeneizacion de las muestras de
materia fecal con un buffer fosfato salino (PBS), seguidamente se almacenan a temperatura de
ebullicion durante un periodo determinado de tiempo, con el objetivo de liberar los componentes
celulares y virales, luego se llevan a bajas temperaturas generando un choque térmico que
permite inhibir la actividad enzimatica, posteriormente se precipitan los contaminantes y
remanentes celulares en un ciclo de centrifugado y a continuacion se extrae el sobrenadante que

contiene el ADN viral que serd usado como molde de la PCR (Schunck et al, 1995).

Para la realizacion de la PCR se deben tener en cuenta los siguientes elementos: (Figura
9) inicialmente, la muestra de ADN, la cual se afiade en un tubo Eppendorf junto con los primers
que son secuencias especificas del microorganismo a diagnosticar, es un par de secuencias una
denominada forward y otra reverse, son secuencias de oligonucleotidos que flanquean y
delimitan la secuencia blanco que se desea amplificar. Los desoxinucleétidos (dATP, dCTP,
dGTP y dTTP), estos son las bases nitrogenadas con las que se construiran las nuevas secuencias
de ADN. la ADN polimerasa, la cual se encarga de la catalisis de la reaccion, sintetizando las
nuevas cadenas de ADN que llevan la secuencia blanco y finalmente, un cofactor de esta enzima
que normalmente es Magnesio (Mg+), El magnesio es un cofactor enzimatico que influye en la

especificidad de la reaccion (Diz, 2020).
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Figura 9

Elementos Necesarios para la Elaboracion de la PCR
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Fuente: Diz (2020).
Nota: Componentes de la reaccion en cadena de la polimeraza (PCR)

PCR de punto final. La PCR se lleva a cabo en tres fases principales: (Figura 10) fase de
desnaturalizacion, en esta etapa se da el rompimiento de los puentes de hidrégeno de la
secuencia. Las cadenas de ADN son calentadas y separadas a una temperatura de 95 °C durante
20-30 segundos, esto depende de la cantidad de G-C y A-T en la secuencia. En la fase de
hibridacién o anneling, se da la union de los primers a la secuencia concreta que se ha separado
en la fase anterior. La temperatura en esta fase es mucho méas baja y dependera de los primers
utilizados (45-55 °C) y finalmente, en la fase de elongacion, la Taq polimerasa actta sobre el
complejo templado-primers conformado y empieza su funcién catalitica a una velocidad muy
rapida. La Taq polimerasa agrega dNTP’s complementarios para crear las cadenas completas de
ADN. La extension de las cadenas es en direccion de la sintesis del ADN, es decir, de 5’ a3’. La
temperatura Optima para la reaccion es de 72 °C, ya que a esa temperatura la enzima es funcional

(Diz O, 2020).
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Una vez realizada la amplificacion de las secuencias de interés y conocer si el
procedimiento fue el éptimo, se debe visualizar los mismos a través de un gel de agarosa entre
1.2 a 2% (Lee et al., 2012) dicha visualizacion se basa en un proceso de migracion de acuerdo al
tamafo de los amplicones y por la polaridad influida por dos campos eléctricos (Tamay de Dios

etal., 2013; Diz O, 2020).

Figura 10

Fases de la PCR

ﬁ_

1 Apareamiento o annealing (45-55°C)

l Desnaturalizacion (94-96°C) | Elongacién (72°C)

e e

Fuente: Diz (2020)

Nota: Fase de desnaturalizacién, annealing y elongacion en una PCR de punto final

PCR en tiempo real. El término PCR en tiempo real se refiere a la deteccion de los
productos amplificados cuando esta sucede en cada ciclo de la reaccion, de esta forma se
combina la amplificacion y la deteccion en una misma etapa mediante una sefial de fluorescencia

(Tamay de Dios et al., 2013).

Entre las caracteristicas mas destacables de la PCR en tiempo real se encuentra su alta

especificidad, sensibilidad y eficiencia; mayor rango de deteccion, rapidez en la visualizacion del
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amplificado debido a que no es necesario realizar una electroforesis y finalmente, permite

detectar diferencias de una sola copia del ADN (Wong & Medrano 2005, Aguilera et al., 2015).

En las amplificaciones por PCR en tiempo real, se utiliza un sistema basado en reporteros
fluorescentes o conocidos también como fluoréforos (Foy & Parkes, 2001). Estos fluoréforos
emiten fluorescencia cuando se unen al ADN. Uno de los reporteros mas utilizado es SYBR
Green, el cual se intercala en el surco menor del ADN de doble cadena. La fluorescencia emitida
esta relacionada con la cantidad de ADN, es decir, mientras mas ADN de doble cadena se
encuentre en el tubo de reaccion, mayor serd la unién y la sefial de fluorescencia del SYBR

Green (Figura 11) (Aguilera et al., 2015).

Figura 11

Mecanismo de incorporacion del SYBR Green

Alineamisnto

Fuente: Aguilera et al, 2015

Nota: Mecanismo de incorporacion del SYBR Green en PCR en tiempo real.
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La cinética de la amplificacion se divide en cuatro fases: inicial o basal, se da entre los
primeros 10 a 15 ciclos en este punto la fluorescencia es insuficiente. (Figura 12) En la fase
geomeétrica, los reactivos de la reaccion se encuentran abundantemente por lo que la
amplificacion tiene una eficiencia cercana al 100%, en esta etapa, la curva se hace evidente
debido a que se genera el Ct (Cycle threshold), el cual consiste en el nimero de ciclos que se
necesitan para gque la curva alcance un umbral en la sefial emitida por la fluorescencia, este es
proporcional a la cantidad de ADN contenido en una muestra, entre mas concentrado, menos
ciclos (Ct) se necesitaran para alcanzar el umbral, , posterior a esta etapa se refleja una fase
lineal, correspondiente al momento en que los reactivos empiezan a ser limitantes en la reaccion
y se presenta un decaimiento de la actividad enzimatica en la amplificacion. Finalmente, en la
fase estacionaria la reaccion esta saturada por lo tanto la amplificacién se detiene debido a que
cada uno de los componentes de la reaccion se agotaron por lo tanto la cantidad de amplificados

sera el mismo, aunque se incrementen los nimeros de ciclos (Aguilera et al., 2015).

Figura 12

Cinética de amplificacion de la qPCR
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Fuente: Aguilera et al, 2015.

Nota: Mecanismo de amplificacion en PCR en tiempo real.

Por todo lo anterior, la PCR en tiempo real ha sido ampliamente utilizada como una
herramienta esencial en el diagnostico molecular para la deteccion de microorganismos como los
virus a nivel de presencia/ausencia o determinacion de carga viral, haciendo uso de diferentes
tipos de muestras como tejidos frescos, secreciones corporales, sangre total, plasma, leucocitos,
materia fecal entre otros. De esta forma, se establece que la PCR en tiempo real es una
alternativa para el diagndstico oportuno, confiable y reproducible de la parvovirosis canina

(CPV-2).

Capitulo 111

3.1 Metodologia

Se muestrearon 27 caninos (Anexo A) en veterinarias de la ciudad de Pamplona y Cucuta
en Norte de Santander, los criterios de inclusion empleados para este estudio fueron pacientes
Unicamente con sintomatologia gastrointestinal, compatible a CPV-2 (vomitos, diarrea
sanguinolenta y no sanguinolenta), sin importar la raza, el sexo ni la edad. Los caninos
muestreados 22/27 (81%) presentaban test CPV Ag positivo, 4/27 (15%) negativo y sin test 1/27
(4%) (Figura 13), los rangos de edad oscilaron entre los 2 meses y 2 afios de edad, de diferentes
razas. En general se tomaron muestras de sangre por venopuncion e hisopados rectales. Las

muestras fueron tomadas durante la consulta y/o hospitalizacion.
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Figura 13

Pacientes Positivos y Negativos segun Test Snap

4%
15%
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Positivo CPV-2 B Negativos CPV-2 Sin prueba

Fuente: Carrero (2022).

3.1.1 Recoleccion y Conservacion de las Muestras

3.1.1.1 Muestras de Sangre. Las muestras de sangre fueron tomadas por venopuncion en
vena cefalica y/o yugular, con previa asepsia se hizo puncién con el uso de una jeringay aguja
hipodérmica de 3 ml, recolectadas en tubos con EDTA, un volumen de sangre entre 200 a 500 pl
fue utilizado para realizar precipitacion de glébulos blancos mediante la utilizacion de un buffer
de lisis de rojos (NH4CL, EDTA y NaHCO3) y lavados a una proporcion 1:3, donde se
afadieron 300 pl de sangre y 900 ul de buffer de lisis, se dejo reposar durante 10 minutos y se
llevé a centrifugar durante 10 min a 3000 RPM, se descarto el sobrenadante, se agreg6d 900 pul de
buffer de lisis al pellet y se llevo a centrifugar por 10 min a 3000 RPM, se repiti6 el

procedimiento hasta que la muestra quedo clarificada y libre de glébulos rojos, se eliming el
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sobrenadante, los globulos blancos obtenido se resuspendieron en 100 pl de buffer de lisis de

High Pure PCR Template Preparation Kit Roche.

3.1.1.1 Muestras de Hisopado rectal. Las muestras fueron tomadas introduciendo un
hisopo de algodon estéril, 3 cm en el canal anal ejecutando movimientos circulares, se
conservaron en un tubo Eppendorf de 1.5 ml que contenia 500 ul fosfato buffer salino (PBS), su
transporte y almacenamiento fue a 4°C hasta su uso. Previo a la extraccion se centrifugaron por 2
minutos a 5000 RPM, se descarto el sobrenadante, se afiadio 200 pl de PBS y se homogeneizo
con vortex durante 2 minutos, se giro6 el hisopo dejando el Cotton en la parte superior del tubo y
se centrifugaron a 8000 RPM durante 10 minutos, se tomaron 200 pl del sobrenadante y se
llevaron a un tubo Eppendorf. Se tomaron 200 pl de materia fecal y se les afiadi6 1 ml de PBS, se
agitaron en vortex durante 1 minuto y se centrifugaron a 7000 RPM por 5 minutos, se extrajeron

200 pl de sobrenadante y se llevaron a un tubo Eppendorf.

3.1.1.2 Vacunas. Se emplearon 2 vacunas vivas liofilizada de Procyon® Dog Pv (MSD)
con 10x5 particulas virales contenidas en un vial de en 1 ml, destinadas como control positivo
para la PCR, cada ml de contenido se llevo a un tubo Eppendorf se centrifugé a 7000 RPM
durante 5 minutos, se elimind el sobrenadante y se afiadié 1 ml de PBS, se centrifugé a 7000
RPM durante 5 minutos, se eliminé el sobrenadante y se le adicionaron 100 ul de buffer de

elucion al precipitado.

3.1.2 Extraccion de ADN
La extraccion de ADN se llevo a cabo mediante tres diferentes métodos diagnosticos;

fenol cloroformo alcohol isoamilico para las muestras de sangre, High Pure PCR Template
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Preparation Kit (Roche) para muestras de sangre y el método de enfriamiento Boiling snap para

las muestras de hisopado rectal.

3.1.2.1 Método Fenol Cloroformo Alcohol Isoamilico (PCI) en muestras de sangre.
Se agregaron 500 pl de fenol a las muestras de glébulos blancos y vacunas y se mezcld por
inversion, se centrifugd a 12000 RPM por 6 min, se extrajo la fase acuosa y se coloco en un tubo
Eppendorf de 1.5ml, se agregaron 500 pl de fenol cloroformo alcohol isoamilico y se centrifugd
a 12000 RPM por 6 min, se llevé la fase acuosa a un nuevo tubo Eppendorf y se agregaron 500
ul de cloroformo, se centrifugd a 12000 RPM por 10 min, la fase acuosa se llevo a otro tubo
Eppendorf y se agregaron 500 ul de alcohol absoluto y 30 ul de acetato de sodio, se centrifugd a
12000 RPM por 10 min, se elimind el sobrenadantes. Para la precipitacion del ADN se agreg6
500 pl de etanol al 70% y se centrifugd a 12000 RPM por 10 min, se descarto el alcohol y se
dejaron secar los tubos por 2 horas y luego se agregd 100 ul de buffer de elucién de High Pure

PCR Template Preparation Kit Roche.

3.1.2.2 High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche) en Muestras de Sangre y
Vacunas. La extraccion se realiz6 segun las instrucciones del fabricante del High Pure PCR
Template Preparation Kit (Roche). Se agregaron 200 pl de la muestra y se le adicion6 200 pl de
tampon de binding mas 40 pl de proteinasa k, se mezcl6 e incubd durante 10 minutos a 70°C, se
agreg6 100 pl de isopropanol y se mezclo durante 15 segundos, se llevo la columna de
centrifugacion viral proporcionada por el fabricante a un tubo colector y se agregé la mezcla, se
centrifugo durante 1 minuto a 8000 RPM, se descarto el flujo continuo y el tubo colector, la
columna se llevo a un nuevo tubo colector, se anadié 500 ul del tampon de eliminacion de

inhibidores, se centrifugo durante 1 minuto a 8000 RPM, se descarto el flujo continuo y el tubo
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colector, se lavo la columna con 500 pl de tampdn de lavado, se centrifug6 durante 1 minuto a
8000 RPM, se descartd el flujo continuo y se centrifug6 a 13000 RPM durante 10 segundos, se
descarta el tubo colector y la columna se llevo un tubo Eppendorf, se afiadieron 100 ul de
tampon de elucidn atemperado a 70°C, se centrifugd a 8000 RPM durante 1 minuto y el

precipitado (ADN purificado) se guardo a -20°C.

3.1.2.3 Método de Enfriamiento Boiling Snap en Muestras de Hisopado Rectal y
Materia Fecal. Las muestras fecales fueron llevadas al bafio seroldgico a 95°C durante 10
minutos, inmediatamente se colocaron a -20° C durante 10 minutos, posteriormente se
centrifugaron a 5000 RPM por 5 minutos, el sobrenadante fue llevado a un nuevo Eppendorf, se

guardo a -20°C.

El ADN resultante de las extracciones fue analizado mediante espectrofotometria de luz
UV a 260-280, donde se midid la calidad y concentracion del ADN, utilizando un Nanodrop ™

2000 de la marca Termo Scientific de Fisher.

3.1.3 PCR de punto final

3.1.3.1 Seleccion y Verificacion de los Cebadores. Se realizo revision de literatura
donde se compararon los cebadores usados por diferentes autores, el par de cebadores que
tuvieron mejores resultados en las PCR realizada en diferentes estudios fueron los disefiados por
(Pereira et al, 2000) donde se obtuvo una amplificacién del genoma de 681 pb, usando un primer
forward (F) 5’- GAAGAGTGGTTGTAAATAATA-3’ y uno reverse (R) 5°-
CCTATATCACCAAAGTTAGTAG-3’ (Tabla 1), asimismo, se llevo a cabo un proceso de

bioinformética de los cebadores, donde fueron verificados en la base de datos del GenBank con
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la herramienta Primer-BLAST, mediante el niUmero de accesion M38245.1, proporcionado por
(Buonavoglia et al, 2001).

Tabla 1

Secuencia de Cebadores para el Diagnostico de PCR en pacientes sospechosos a parvovirosis

canina

Nombre del Nombre Secuencia Longitud # Posicion Tamario N° accession

microorganismo  del primer de bases  del nucleétido  del producto GenBank
P2s 5’-GAAGAGTGGTTGTAAATAATA-3’ 21 3025-3045

Parvovirus canino 681pb M38245
P2as 5-CCTATATCACCAAAGTTAGTAG-3’ 21 3685-3706

Fuente: Pereira et al, 2000 citado en Buonavoglia et al (2001).
Nota: Cebadores utilizados para el genotipado y el analisis de secuencias. Adaptado de

https://www.microbiologyresearch.org/content/journal/jgv/10.1099/0022-1317-82-12-3021

3.1.3.2 Condiciones de la PCR. La reaccidn se llevo a cabo con el uso de un
termociclador SimpliAmp™ de Applied Biosystem™ (Thermo Fisher Scientific). Se tomaron
como referencia las condiciones usadas por Pereira et al, 2000, para ejecutar la PCR, esta se
realiz6 mediante dos experimentos, en el cual se montaron cinco muestras, un control positivo y
un control negativo, donde se usaron dos diferentes master mix, el primer experimento se realiz6
con las siguientes condiciones: 12,5 pl de GoTaq® Master Mixes (Promega), 1 pmol/ul de
primer forward, 1 pmol/ul de primer reverse, 5 ul de ADN, 5.5 pl de agua libre de nucleasas,
para un volumen total de reaccion de 25 pl, el segundo experimento se llevé a cabo con 14,25 ul

de Master mix de Roche, 1 pmol/ul de primer forward, 1 pmol/ul de primer reverse, 3 pul de
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ADN, 0,75 ul de Taq polimerasa, para un volumen total de reaccion de 20 pl. La amplificacion
se efectud con un termociclador Applied Biosystems™ Veriti™ (Fisher Scientific) de 96
pocillos, a una desnaturalizacion inicial a 95°C durante 7 minutos, 30 ciclos de desnaturalizacion
final a 95°C por 30 segundos, anillamiento a 55°C durante 1 minuto, extension inicial a 72°C por

1 minuto y extensiéon final a 72°C por 7 minutos.

3.1.3.3 Electroforesis. La electroforesis se llevo a cabo en un gel de agarosa preparado al
2% con Tris Borato EDTA, tefiido con 3ul de colorante 6x HidraGreen™ Safe Loading Buffer y
un marcador de peso molecular GeneRuler 100pb ADN Lader, el corrido se realiz6 a 80 V

constantes durante 1 hora.

3.1.4 PCR en tiempo real

La PCR en tiempo real se llevo a cabo en un termociclador Applied Biosystems™
sistema QuantStudio 5 qPCR (Bloque de 96 de pozos de 0,2ml) de Thermo Fisher Scientific. La
mezcla de PCR para una reaccion final de 20 pl, contenia; 16,25 ul del mix de PCR en
tiemporeal(nucledtidos, MgCly, buffer y primers marcados con Sybr green), 0,75 ul de Taq-pol
y 3 ul de la muestra, las condiciones fueron: desnaturalizacion inicial de 5 minutos a 95°C donde
se activo la Taq polimerasa,y 45 ciclos continuos de desnaturalizacion a 95°C durante 10
segundos, luego a 60°C durante 30 segundos, luego el anillamiento a 95°C durante 30 segundos y
extension durante 10 segundos mas, posterior se llevo a segundos para llevar a cabo el ciclo de

extension a 72°C durante 15 segundos.
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Capitulo IV
4.1 Resultados
4.1.1 Extraccion de ADN
Los andlisis de espectrofotometria permitieron determinar las concentraciones y calidad

de ADN obtenido a partir de la extraccion (Figura 14, 15).

Figura 14

Concentraciones de ADN en Sangre e Hisopado Rectal Mediante Espectrofotometria
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Figura 15

Densidad Optica 260/280 de Sangre e Hisopado rectal Mediante Espectrofotometria
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Fuente: Carrero (2022).

El anélisis de espectrofotometria realizado en las muestras de vacunas (Tabla 2), mostro
una concentracion de ADN similar a las obtenidas en las muestras de sangre, estos controles se

emplearon en la PCR como controles positivos para verificar que esta se hizo correctamente.

Tabla 2

Concentracion de Acidos Nucleicos Contenidos en Controles Positivos (vacunas)

Cddigo muestra Concentracion ADN (ng/ul) Relacion 260/280

VA-1 86, 6 1,27
VA-2 86, 1 1,28
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Fuente: Carrero (2022).
4.1.2 PCR en Punto Final
El procedimiento se llevé a cabo mediante protocolo previamente descrito, en la
electroforesis, no se observaron bandas de ADN, se repitié dos veces el protocolo, en un primer
experimento se aumento el doble la cantidad de cebadores en la mezcla, se disminuyé 5°C la
temperatura de anillamiento, tomando en cuenta la cantidad de Adeninas y Timinas que poseen
los oligos, en un segundo experimento se trabajé el mix de forma individual, de manera que se
pudiera usar los mismos volimenes y condiciones de PCR que emplea Pereira et al, 2000, pero el
resultado para ambos fue negativo, posiblemente los cebadores no fueron sintetizados

correctamente.

4.1.3 PCR en Tiempo Real (QPCR)

Se procesaron 52 muestras de sangre e hisopado rectal de un total de los 27 pacientes
muestreados (Anexo B, C, D), teniendo como referencia dos controles positivos de vacunas. La
lectura de los datos se llevo a cabo mediante el software de QuantStudio™ Desing & Analysis
v1.5, donde se evidencio que el 96% de los pacientes muestreados fueron positivos para CPV-2'y

un 4% negativos por gPCR (Figura 16)
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Figura 16

Pacientes Positivos y Negativo segun gPCR

= Positivos = Negativos

Fuente: Carrero (2022).

Se analizaron los rangos de Ct (Cycle threshold) o umbral del ciclo con respecto al
método de extraccidn de acidos nucleicos (Figura 17) Estos valores mostraron un Ct menor en
las muestras de hisopado rectal frente a las muestras de sangre, esto indica que los pacientes se
encontraban en la fase aguda de la enfermedad donde el virus se encuentra alojado de forma
predilecta en tracto gastrointestinal, por ende la viremia en esta fase es menor como es el caso de
las muestras PA; 11, 23y 24, estos resultado también demuestran que en extraccion se obtienen
mayores cantidades de particulas virales en las muestras de hisopado rectal, por su parte Ct’s
muy elevados en ambas muestras, demuestra que estos pacientes se encontraban finalizando la

enfermedad, en estos casos la viremia y la carga viral en intestino son bajas.
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Se pudo observar que las muestras PA; 4, 12, 14 y 17 de hisopado rectal, fueron
negativas en la gPCR, a pesar de que su resultado en sangre fue positivo, y esto esta relacionado
con los inhibidores que tiene la materia fecal, entre mas restos celulares, bacterias entre otros,
esta tenga, mayores son las probabilidades de que se inhiba, no permitiendo su correcta lectura

en la PCR.

Por su parte se evidencio que las muestras PA; 12, 14, 16 las cuales fueron negativas al
test snap, resultaron positivas en la g°PCR (Anexo E, F), demostrando de esta forma la alta

sensibilidad de la PCR frente a las pruebas rapidas.

Figura 17

Relacion del Ct con el Método de Extraccion de ADN
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Fuente: Carrero (2022).
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4.1.4 Determinacion de la sensibilidad de la PCR e Inmunocromatografia
Se determino la sensibilidad del diagnostico mediante gqPCR e Inmunocromatografia en
las muestras de los pacientes positivos y negativos (Tabla 3), tomado en cuenta la formula de
sensibilidad, se obtuvo para este estudio una sensibilidad del 96.1% en la qPCR y un 84.6% para

la Inmunocromatografia (Figura 18).

Tabla 3

Pacientes positivos y negativos por Inmunocromatografia y PCR

Técnica Positivos Negativos Total
PCR 25 1 26
Inmunocromatografia 22 4 26

Fuente: Carrero (2022)

Figura 18

Sensibilidad de la gPCR e Inmunocromatografia

qPCR 25+1/25=96.1%

SENSIBILIDAD

Inmunocromatografia 22+1/22=84.6%

Fuente: Carrero (2022)
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4.1.5 Curva de Sensibilidad
Se realizaron diluciones seriadas de la vacuna para conocer el término de concentracion
de 10° unidades virales, y determinar cuantas particulas virales detecta la gPCR en diluciones

desde de 107 hasta 10, estas fueron relacionadas con el Ct obtenido en la prueba (Figura 19).

Figura 19

Curva de Sensibilidad en Diluciones de Vacunas
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Fuente: Carrero (2022).

En la Tabla 4, se observa la relacion del Ct con las unidades virales presentes en cada
muestra, de acuerdo a este estudio el Ct del ADN concentrado se obtuvo con 259.8 ng/pl totales

de virus y alcanzo a detectar 0,025ng/ul de particulas virales en una dilucion de 10-4.
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Tabla 4

Relacioén del Ct con las Unidades Virales de cada Dilucién

Tipo de muestra Diluciones Concentracion de Rango Ct
ADN (ng/ul)
ADN concentrado 258, 8 16
10 25, 98 23
Vacuna 102 2,59 25
103 0,25 29
10 0,025 32

Fuente: Carrero (2022).

4.2 Discusion

La PCR y sus variantes como la PCR en tiempo real o g°PCR ha sido una técnica de alta
especificidad y sensibilidad para el diagndstico molecular de enfermedades infecciosas
incluyendo la parvovirosis canina (Bolivar et al, 2014). La técnica se inicia con el proceso de
extraccion, la cual puede ser realizada por diversos métodos. En el presente trabajo se utilizo
Fenol cloroformo en muestras de sangre y Boiling snap en muestras de hisopado rectal, se
obtuvieron mayores concentraciones de ADN a partir de muestras de hisopado rectal frente a las

muestras de sangre.

Los kits de extraccion de ADN, tienen ventajas en cuanto al tiempo empleado para la
extraccion, ya que requiere de menos tiempo para llevarse a cabo, ademas de extraer un ADN
mucho mas puro comparado con otros metodos de extraccion (Alejos et al, 2014) La extraccion
mediante el método de kit comercial High Pure PCR Template Preparation (Roche), mostro una

concentracion de ADN y DO similares a las obtenidas a través del método de fenol cloroformo, y
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tenia poca diferencia en los tiempos, sin embargo el costo de este método es muy elevado, por lo

que se determiné hacer la extraccion mediante fenol cloroformo.

El método de enfriamiento Boiling snap, es un método répido, facil y muy barato para
confirmar el diagnéstico molecular de CPV-2 (Desai et al, 2020), en este estudio se obtuvieron
buenos resultados en las concentraciones de ADN tanto en espectrofotometria como en la gPCR,
sin embargo, se demostro que el ADN extraido mediante este método no es altamente puro,
influyendo en el resultado de la gPCR, donde se evidenciaron muestras inhibidas, relacionando
esto con lo descrito por Peist et al, 2001, donde sefiala que los inhibidores de la PCR interfieren
en el proceso de amplificacion del DNA, actuando a diferentes niveles, ya sea mediante la
degradacion o enlace de acidos nucleicos o a la interaccién con iones Mg2+, impidiendo su
unién con cualquier DNA polimerasa, por esta razon los reactivos de la reaccion se vieron
influenciados, no permitiendo la visualizacion de la curva. Asimismo, Wilson (1997), sefiala que
la materia fecal, ademas de contener particulas virales, también contiene restos celulares,
proteinas, azucares, bacterias, bilirrubinas y acidos biliares, que interfieren con el resultado de la

PCR siendo estos los inhibidores responsables de los resultados antes descritos.

Mediante el método de fenol cloroformo alcohol isoamilico se obtuvieron altas
concentraciones de ADN, asi mismo la relacion 260/280 resultante debe estar entre 1,60 a 2, 0
para determinar la calidad del ADN en cuanto a la presencia de contaminaciones bien por
proteinas o por RNA (Guzman et al, 2018), sin embargo la relacion 260/280 para este estudio
resulto por debajo de los rangos de pureza, estos oscilaron entre 0, 98 a 1, 3, lo que indica la
presencia de contaminantes, que en este caso pueden ser fenoles o proteinas, evidenciando que

este mmetodo de extracion no dejo un ADN completamente puro, por lo que deben tomarse las
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medidas respectivas, para mejorar la calidad del DNA. Sin embargo, a pesar de la presencia de
un ADN no tan puro, esto no interfirio en la PCR, ya que ninguna de las muestras de sangre se

vieron inhibidas por estos contaminantes.

En el presente trabajo se utilizo la técnica descrita por Pereira et al, 2000, para el
desarrollo de la PCR de punto final y no se obtuvieron resultados ni de los controles positivos ni
de las muestras, a pesar de que se hicieron diferentes cambios entre los que se incluyeron las
concentraciones de cloruro de magnesio, la concentracion de los primers, y la utilizacion de
diferentes polimerasas, siendo esto los puntos criticos de dicha técnica (Green & Sambrook,
2012). Por lo anterior se decidi6 continuar con el estudio de nuevos primers y realizar nuevas

sintesis de oligos.

El diagnostico de la parvovirosis canina mediante test snap o prueba rapida de
inmunocromatogréafica, muestra una sensibilidad del 50% a 80% (Mazaferro, 2020) frente al
diagndstico a través de la PCR que posee una sensibilidad del 90% (Buonavoglia et al, 2001), en
el presente estudio se muestrearon 27 (100%) pacientes, de los cuales cuatro 4 (15%) fueron
negativos mediante test snap, sin embargo, el resultado de la PCR para tres de estos, fue positivo,
pudiendo estar relacionado con el nivel de sensibilidad obtenido en este trabajo, donde se obtuvo
una sensibilidad del 96.1% para la g°PCR y un 84.6% para inmunocromatografia, toda vez que la
gPCR mostré que concentraciones de 25 picogramos los cuales equivalen a mas o menos 10
unidades virales, fueron suficiente para determinar la presencia del agente en una muestra,
demostrando de esta forma la alta sensibilidad que posee la PCR, tanto de punto final, como en

tiempo real (Céaceres, 2017; Farias, 2021), esto comparado con las pruebas rapidas.
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La concentracion de ADN contenida en una muestra esta proporcionalmente relacionada
con el valor del Ct obtenido en la qPCR, debido a que, entre mayor sea la carga viral se reflejara
un Ct mas bajo, contrario a un Ct mas alto, indica menor carga viral en la muestra. (Serrano et al,
2021), esto se relaciona con los resultados de la gPCR de este estudio, debido a que se mostraron
valores de Ct en su mayoria bajos, para las muestras de materia fecal, que comparados con los
valores obtenidos en sangre eran un poco mas altos, relacionando estos resultados con la etapa de
la enfermedad, debido a que, en su fase aguda, el virus migra desde el sistema circulatorio hacia
el tracto gastrointestinal teniendo mayor predileccion por este, por lo que en las muestras con
menor Ct en sangre determinaban que la viremia se habia disminuido por la migracién del virus

hacia el intestino

El proceso de estandarizacion de una técnica molecular es importante para cada
laboratorio y se emplea de forma individual, puesto que cada uno tiene unas condiciones
particulares que no permiten emplear el mismo protocolo entre un laboratorio y otro, debido a
que en muchas ocasiones no se obtienen los mismos resultados (Bolivar et al, 2014). El presente
trabajo describi6 las condiciones en el diagnéstico molecular de parvovirus canino mediante

PCR para el laboratorio CEDIMOL

Capitulo V
5.1 Conclusiones
La PCR es una prueba de alta sensibilidad utilizando muestras de sangre s hisopado
rectal, sin embargo, en esta Gltima pueden encontrarse contaminantes que pueden inhibir la
reaccion dando lugar a falsos negativos, por lo que debe tratar de corregirse esta limitacion al

momento de estandarizar la técnica como método diagnostico
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De acuerdo a este trabajo de investigacion, la mejor muestra para hacer diagnostico de
parvovirosis canina es la de sangre, ya que a pesar de que la viremia disminuye por la migracion
del virus hacia el tracto gastrointestinal, este se puede detectar en las muestras de sangre
mediante la PCR, contrario a las muestras de hisopado rectal, que a pesar de tener alta carga viral
en muchas ocasiones se ve inhibida por contaminantes, evitando de esta forma obtener un

diagnostico preciso y confiable de esta enfermedad.

Las muestras obtenidas a partir de hisopados rectales mostraron mayores concentraciones

de ADN que las obtenidas a partir de las muestras de sangre

Los hisopados rectales en general muestras mayores concentraciones virales frente a las

muestras de sangre, de acuerdo a los Ct evidenciados en las curvas de gPCR.

El método de deteccion molecular g°PCR empleado en este estudio permitié detectar
muestras que fueron negativas en test snap, ratificando de esta forma que esta es una excelente
herramienta diagnostica para la deteccion de CPV-2 con el uso de muestras de sangre e hisopado

rectal

5.2 Recomendaciones
Se recomienda emplear otro método de extraccion de ADN diferente al Boiling snap en
muestras de materia fecal para el diagndéstico de la parvovirosis canina, debido a la posibilidad de

un resultado negativo en la PCR, debido a los inhibidores presentes en estas.

Se recomienda hacer uso de dos diferentes pares de primers en proximos estudios, para el
diagnostico molecular en general, con el fin de optimizar y obtener mejores resultados en la

visualizacion de los amplificados en la PCR de punto final.
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5.4 Anexos

Anexo A. Nomenclatura y Tipo de Muestras, Resultados Test Snap y Métodos de

Extraccion Empleados

Codigo Resultado Test snap Tipo de muestra Meétodo de extraccion
muestra
PCI, Kit de extraccion de
PA-1 Positivo Sangre, hisopado rectal ADN Roche®, boiling
snap
PA-2 Positivo Sangre, hisopado rectal PCI, boiling snap
PA-3 Positivo Sangre, hisopado rectal PCI, boiling snap
PCI, Kit de extraccion de
PA-4 Positivo Sangre, hisopado rectal

ADN Roche®, boiling

snap
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Codigo Resultado Test snap Tipo de muestra Meétodo de extraccion

muestra
PA-5 Positivo Sangre, hisopado rectal PCI, boiling snap

Kit de extraccion de ADN
PA-6 Positivo Sangre, hisopado rectal
Roche®, boiling snap
PCI, Kit de extraccion de
PA-7 Positivo Sangre, hisopado rectal ADN Roche®, boiling
snap
PA-8 Positivo Hisopado rectal Boiling snap
PA-9 Positivo Sangre, hisopado rectal PCI, boiling snap
PA-10 Positivo Sangre, hisopado rectal PCI, boiling snap
Sangre, hisopado rectal,
PA-11 Positivo PCI, Boiling snap
materia fecal

PA-12 Negativo Sangre, hisopado rectal PCI, boiling snap
PA-13 Positivo Sangre, hisopado rectal PCI, boiling snap
PA-14 Negativo Sangre, hisopado rectal PCI, boiling snap
PA-15 Positivo Sangre, hisopado rectal PCI, boiling snap
PA-16 Negativo Sangre PCI
PA-17 Positivo Sangre, hisopado rectal PCI, boiling snap
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Codigo Resultado Test snap Tipo de muestra Meétodo de extraccion
muestra
PA-18 Positivo Sangre PCI
PA-19 Positivo Materia fecal -
PA-20 Positivo Sangre, hisopado rectal PCI, boiling snap
PA-21 Positivo Sangre, hisopado rectal PCI, boiling snap
PA-22 Negativo Sangre, hisopado rectal PCI, boiling snap
PA-23 Positivo Sangre, hisopado rectal PCI, boiling snap
PA-24 Positivo Sangre, hisopado rectal PCI, boiling snap
PA-25 Positivo Sangre, hisopado rectal PCI, boiling snap
PA-26 Positivo Sangre, hisopado rectal PCI, boiling snap
PA-27 No reporta Sangre, hisopado rectal PCI, boiling snap
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Anexo B. Determinacion de los Valores de Ct para el Diagnostico Molecular de CPV-2 en

Muestras de Sangre e Hisopado Rectal
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Anexo C. Determinacién de los Valores de Ct para el Diagnostico Molecular de CPV-2 en

Muestras de Sangre
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Anexo D. Diagnostico mediante qPCR de muestras de sangre y materia fecal
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Anexo F Ct muestra PA-4 sangre e hisopado rectal (inhibido)

Amplification Plot
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