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RESUMEN

El Parvovirus canino (CPV) es uno de los patdogenos de mayor importancia en caninos
jovenes, causando severos cuadros de gastroenteritis hemorragicas, con altas tasas
de morbilidad y mortalidad. A nivel mundial se han descrito diferentes subtipos
genéticos de CPV (2, 2a, 2b y 2c) no obstante en México los estudios al respecto son
escasos. El objetivo de este estudio fue caracterizar el subtipo de CPV presente en
caninos de Monterrey y su area metropolitana. Para ello se analizaron 104 muestras
(heces y muestras de tejidos) de caninos con problemas gastroentéricos mediante
PCR y PCR anidado basado en la amplificacion de un segmento de 1779 pb del gen
de la proteina VP2. Se encontré que el 99.0% (103/104) de las muestras analizadas
resultaron positivas para el gen VP2 del CPV. La diferenciacion del subtipo de CPV
fue llevada a cabo mediante analisis de RFLP a partir de 93 muestras positivas. El
subtipo CPV2c fue detectado en el 82.8% (77/93) de los casos mientras el 1.0% (1/93)
mostro patrones de RFLP del subtipo CPV2b. En el 16.1% (15/93) no fue posible
establecer el subtipo por este método. Anadlisis de secuencia nucleotidica vy
filogenéticos del gen VP2 fueron realizados a partir de 23 muestras PCR-RFLP
positivas y de 2 cepas vacunales. Los analisis filogenéticos de las muestras nos
indican que el subtipo CPV2c esta presente y circula en una alta frecuencia en caninos
con alteraciones gastro-entéricas del area metropolitana de Monterrey, N.L. y que las
cepas del CPV2c son genéticamente distintas a los subtipos incluidos en las vacunas
comerciales empleadas comunmente en esta zona. Asi mismo, mediante los analisis
genéticos se evidencié que los subtipos del CPV2c se distribuyen con grupos
detectados en USA, Europa y México. Interesantemente, se detecté un grupo
filogenético unico separado del resto de los grupos previamente reportados en el
subtipo CPV2c. Por otro lado, no se pudo establecer asociacion (p<0.5%) entre la
sintomatologia clinica, edad, raza, procedencia o protocolo de vacunacion y con el
subtipo del CPV detectado.

PALABRAS CLAVES: Parvovirus canino (CPV); PCR-RFLP; analisis genéticos;
CPV2c; CPV2b.
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ABSTRACT

Canine Parvovirus (CPV) is one of the most important pathogens in dogs, causing
severe cases of hemorrhagic gastroenteritis, with high morbidity and mortality rates and
presents genetic subtypes (CPV2, CPV2a, CPV2b, and CPV2c). The objective of this
study was to characterize the CPV-subtypes present in canines of Monterrey and its
metropolitan area. For this, 104 samples (feces and tissue samples) of canines with
gastroenteritis were analyzed by PCR and nested PCR based on the amplification of a
1779 bp segment of the VP2 protein gene. It was found that 99.0% (103/104) of the
analyzed samples were CPV positive by PCR and nested PCR. Differentiation of the
subtype of CPV was carried out by PCR-RFLP analysis from 93 CPV positive samples.
The CPV2c subtype was detected in 82.8% (77/93) of the cases, while 1.0% (1/93)
showed CPV2b RFLP patterns. In 16.1% (15/93) it was not possible to establish the
subtype by this method. Genetic analysis of the VP2 gene were performed from 23
CPV PCR-RFLP positive samples and 2 vaccine strains. Phylogenetic analyses of the
samples indicate that the CPV2c subtype is present and circulates in a high frequency
in canines with gastroenteric alterations in the metropolitan area of Monterrey, N.L. and
that the CPV2c strains are genetically distinct from the subtypes included in commercial
vaccines commonly used in this area. Likewise, by means of the genetic analyses, it
was evidenced that the subtypes of the CPV2c are distributed with groups detected in
the USA, Europe, and Mexico. Interestingly, a single phylogenetic group separated
from the rest of the groups previously reported in subtype CPV2c was detected. In
addition, it was not possible to establish an association (p <0.5%) between the clinical
symptomatology, age, race, origin or vaccination protocol with the CPV-subtype
detected.

KEYWORDS: Canine parvovirus (CPV); PCR-RFLP; genetic analyses; CPVZc;
CPV2b.
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1 INTRODUCCION

El Parvovirus canino (CPV) es el patdbgeno mas comun en la poblacion canina que
provoca gastroenteritis hemorragica y miocarditis en cachorros menores de un afio,
presentando cuadros muy severos de anorexia, deshidratacion, inapetencia, vémito,
diarrea con sangre y muy frecuentemente la muerte. La parvovirosis canina se
encuentra dentro del grupo de las enfermedades en pequefias especies mas
importante a nivel mundial. El Parvovirus canino pertenece a la familia Parvoviridae,
subfamilia Parvovirinae, género Protoparvovirus y especie Protoparvovirus carnivoro
tipo 1. Los viriones estan formados por acido desoxirribonucleico de cadena sencilla
(ssDNA) de cerca de 5.2 Kb y capside formada por las proteinas estructurales VP1,
VP2 y VP3. El CPV presenta una divergencia genética de cerca del 2%, la cual se
traduce a una variabilidad antigénica debido a la sustitucion de aminoacidos en las
proteinas de la capside. En base a esta variabilidad genética y antigénica el CPV se
ha dividido en los subtipos 2, 2a, 2b y 2c. La distribucidn de las variantes antigénicas
de CPV en la poblacion canina difiere a nivel mundial. La variante mas reciente, el
CPV2c ha sido detectada en Asia (Vietnam, China), Europa (Espafia, Alemania, Italia,
Reino Unido) América del Sur (Brazil, Argentina, Colombia), América del Norte (USA).
En México se han realizado pocos estudios sobre la presentacion de las variantes
existentes de CPV2 en poblaciones caninas urbanas y rurales. En un estudio realizado

en Jalisco se encontré que la variante mas comun que circula en la poblacién canina



es la CPV 2c. Recientemente, la alta circulacion de CPV2c se confirmd en varios
estados de la republica mexicana con excepcion de Nuevo Ledn. Asi mismo, se ha
propuesto que el subtipo genético del CPV esta relacionado con la forma clinica de la
parvovirosis. Por otro lado, estudios recientes sugieren que las cepas vacunales
probablemente no protegen a los caninos contra todos los subtipos, por lo que han

incluido varios subtipos en algunas vacunas.

Por lo tanto, es importante determinar las variantes genéticas del CPV que circulan en
caninos en Monterrey y su area metropolitana en Nuevo Ledn, y si estas variantes son
distintas genéticamente a las cepas incluidas en las vacunas de mayor uso en la zona
y finalmente correlacién la posible asociacion de las variantes genéticas circulantes

con la presentacion clinica de la parvovirosis canina.

1.1 OBJETIVOS DEL ESTUDIO

1.1.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar los subtipos genéticos del Parvovirus canino que circulan en el area
metropolitana de Monterrey, Nuevo Ledn, a travées PCR-RFLP y de analisis genéticos
de secuencias del gen de la proteina VP2 para establecer si existe relacion con las
cepas vacunales mas frecuentemente usadas en el area de estudio, asi como con las

formas de presentacion de la parvovirosis en caninos.



1.1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a. Diagnosticar el CPV mediante Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)
urilizando muestras clinicas de caninos con problemas digestivos

b. Caracterizar las cepas de CPV presentes en Monterrey y su area metropolitana
a través de PCR-RFLP de un fragmento de 1779 pb del gen de la proteina VP2.

c. Secuenciar el gen de la proteina VP2 de casos positivos a CPV a la prueba de
PCR.

d. Establecer los subtipos de CPV presentes en el area metropolitana de Monterrey
y su relacidon genética con las vacunas mas usadas para este virus.

e. Establecer si existe una correlacion entre el cuadro clinico, el subtipo presente y

los protocolos de vacunacion de CPV.

1.2 HIPOTESIS

En caninos con trastornos gastroentéricos del area metropolitana de Monterrey N.L.,
circulan subtipos genéticos de Parvovirus canino que son distintos a las cepas

incluidas en las vacunas comerciales de mayor uso en la zona.



2 LITERATURA REVISADA

2.1 ORIGEN Y DISTRIBUCION DEL PARVOVIRUS CANINO

El parvovirus canino tipo 2 fue aislado e identificado en el afio 1978, en una pandemia
en caninos, caracterizada por gastroenteritis hemorragicas y/o miocarditis en
cachorros (Parrish et al., 1988; Thomson and Gagnon, 1978), al cual se le denominé
CPV-2, diferenciandolo del CPV-1 (CMV, Canine minute virus), ya que este ultimo no
infectaba neonatos o cachorros y no presentaba gastroenteritis o miocarditis

(Bastianello, 1981; Macartney et al., 1984).

Estudios genéticos y antigénicos apoyan la teoria que el CPV 2, surgi6 y es una
variante del Virus de la Panleucopenia Felina (FPV) (Parrish et al., 1982; Reed et
al.,1988; Zhou et al. 2017). Con una divergencia genética muy baja (2%) entre CPV2
y FPV, se pudieren detectar mutaciones puntuales presentes en el gen de la proteina
de la capside VP2 que generaron cambios en 6 aminoacidos (80 (K/R), 93 (K/N), 103
(V/IA), 323 (DIN), 564 (N/S), 568 (A/G)) para dar origen al CPV2 (Hueffer and Parrish,
2003a). Las mutaciones mas relevantes fueron las que generaron el cambio de
aminoacidos en las posiciones 93 y 323 y provocando la incapacidad de infectar
células felinas (Barbis et al., 1992; Hueffer et al. 2003). Algunos autores sefialan que
el proceso ocurrid como una adaptacién gradual, donde las mutaciones puntuales en
el genoma generaron un cambio en aminoacidos (Hueffer et al., 2003). CPV-2 se
disemind rapidamente por todo el mundo entre 1978 y 1979 generando una gran
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pandemia (Hoelzer and Parrish, 2008). En un lapso de un afio fue caracterizado otro
subtipo, CPV-2a, donde el cambio del aminoacido 300 (A/G) aumento la afinidad del
virion por el receptor de la transferrina (TfR, Tansferrin receptor) en el canino (Hueffer
et al., 2003), aumentando la capacidad infectiva en esta especie y dandole la
capacidad de infectar también felinos, ademas cambios en otros 4 aminoacido (87
(M/L), 101 (I/T), y el 305 (D/Y) y el 555 (V/l)) (Miranda and Thompson, 2016; Truyen et
al., 1996; Weichert et al., 1998). Otro de los cambios observados son en el aminoacido
en la posicion 297 de VP2, la cual esta relacionado con la estabilidad de la capside o
en la interaccién con el receptor TfR debido a su proximidad fisica con los residuos

que controlan dicha interaccion (298 y 300) (Hoelzer et al., 2008b).

En 1984 surge una nueva variante antigénica conocida como CPV 2b, en este subtipo
observaron 2 sustituciones adicionales de nucledtidos que generaron cambios de
aminoacidos (Parrish et al., 1991). El cambio relevante ocurrié en el codon que codifica
para el aminoacido en la posicion 426(N/D) y 555 (I/V) de la proteina VP2 (Martella et
al., 2006). En 2000 se describi6 la variedad antigénica CPV-2c en ltalia que se
disemind por todo el mundo rapidamente (Buonavoglia et al., 2000). En el subtipo
CPV.2c solo se presentdo un cambio de aminoacido en la posicion 426 (Asn/Glu),
generando una potencializacion en la infeccidn o evasion de la respuesta inmune
(Decaro and Buonavoglia, 2012). En la figura 1 se resumen las substituciones de los

aminoacidos que permitieron la aparicion de los subtipos CPV 2, 2a, 2b y 2c.



Tipoy
subtipos de | | FPV CPV2 CPV2a CPV2b » -
FPVy CPV

Afio 1900 1971-1978 1979 1984 2000
K so R
Posicion de M7l
) Ko N
cambios en V103 A I 104 T
aminoacidos Proteina VP2 A300G N 426 D D426 E
, D323 N
de la proteina Di3osY I 555V
Ns6s S
VP2 Vsss
A6 G

Espectro de
especie
A A A

Figura 1. Evolucion del CPV-2 observando la sustitucion de aminodcidos presentes en cada
subtipo CPV-2, CPV-2a, CPV-2b y CPV-2c. FPV, Virus de Panleucopenia Felina; CPV, Parvovirus
canino; A, alanina; D, acido aspartico; E, acido glutamico; I, isoleucina; K, lisina; L, leucina; M,
metionina; N, asparagina; R, arginina; S, serina; T, treonina; V, valina; Y, tirosina, (Thompson et al.,
2016).

La distribucién del subtipo CPV 2 en la poblacion canina difiere a nivel mundial. Existen
datos que indican que el subtipo 2a esta presente principalmente en Francia, Taiwan
e ltalia (Decaro et al., 2007; Sagazio et al., 1998); el subtipo CPV 2b distribuido en
paises como Brasil, Colombia, USA, Japon, Australia, Sudafrica (Castro et al., 2011;
Duque-Garcia et al., 2017; Pereira et al., 2000). El subtipo que apareci¢ al final fue
CPV 2c detectado en Vietnam, Espaina, América del sur, América del Norte y Reino
Unido, Espanfia, China, India, Taiwan, Suecia (Chiang et al., 2016; Decaro et al., 2006;
Hong et al., 2007; Kapil et al., 2007; Nandi et al., 2010; Sutton et al., 2013). En México

existen pocos reportes publicados sobre los subtipos y distribucién del CPV, un estudio
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publicado fue realizado en Guadalajara (Pedroza-Roldan et al., 2015), ademas de un
estudio realizado en el centro y sur de México en donde la variante que circula en
ambos casos con mayor frecuencia en la poblacion canina fue la CPV 2c (Faz et al.,

2018).

2.2 TAXONOMIA DEL PARVOVIRUS CANINO

El Parvovirus canino (CPV) en conjunto con el Virus de la Panleucopenia Felina (FPV),
el Virus de la Enteritis del Mink (MEV) y el Parvovirus del mapache (RPV) pertenece a
la especie Protoparvovirus carnivoro tipo | del género Protoparvovirus en la subfamilia

Parvovirinae dentro de la familia Parvoviridae (Tijssen et al., 2011).

2.3 ESTRUCTURA DEL VIRION DE CPV

El viridn de CPV tiene un diametro de 25 nm, esta compuesto por una capside esférica
y un genoma de acido desoxirribonucleico de cadena sencilla (ssADN) de cerca de 5.2
kilobases (kb) (Decaro and Buonavoglia, 2012; Tijssen et al., 2011). La capside esta
compuesta por 60 mondmeros de las proteinas VP1, VP2 y VP3, de las cuales la
proteina VP2 es altamente antigénica y muy importante en los procesos de infeccion
viral, estando relacionada con el rango del hospedero y el tropismo celular del virus
(Hueffer and Parrish, 2003b; Zhao et al., 2014; Zienius et al., 2016). El 60 % de la
composicién proteica es de las proteinas estructurales, donde se diferencian la

proteina VP1 de la VP2 por una adicion de dominio N-terminal. La proteina VP2



representa el 90 % de la capside y es responsable de interacciones de virus con el
huésped y del espectro de virus con respecto del huésped, asi mismo, es responsable
de la patogenicidad del virus para el huésped y la proteina VP3 se forma por division
de la proteina VP2 ocasionada por proteasas del huésped (Decaro and Buonavoglia,

2012; Elia et al., 2012; McElligott et al., 2011).

Figura 2. Estructura del Virién del Parvovirus
canino. En las figuras se puede observar la estructura
del virion de CPV. a. Particulas virales de CPV al
microscopio electronico de transmision (fotografia
cedida por Dr. Matthias Konig). b. Representacion
grafica de una capside de CPV (60 mondmeros de VP1,
VP2 y VP3). c. Representacién grafica en modelo de
listo de la proteina VP2, donde los aminoacidos 299,
300, 301 se encuentran sefalados con amarillo. (Wu
and Rossmann, 1993).




2.4 GENOMA Y PROTEINAS CODIFICADAS DE CPV

El genoma del CPV es una cadena sencilla de acido desoxirribonucleico (ssADN) de
5.2 kb., posee dos marcos de lectura abiertos (ORF, Open Reading Frame), el ORF 1
codifica para las proteinas no estructurales NS1y NS2, mientras que el ORF 2 codifica

para las proteinas estructurales VP1, VP2 y VP3 (Fig. 3) (Tijssen et al., 2011).

GENOMA ssDNA
200pb 2200pb 2600pb 2800 pb 4500pb 5.2 kb
ORF 2
> <
Region codificante de VP1 (2181pb )
ORF 1 ., i
> < Region codificante de VP2 (1882pb)
PROTEINAS NO ESTRUCTURALES PROTEINAS ESTRUCTURALES

VP2 (584 aa)

VP3 (hidrdlisis de VP2)

Figura 3. Estructura del Genoma y Proteinas Codificadas del CPV. E|/ genoma de CPV es una
cadena sencilla de ADN de cerca de 5.2 kb, posee dos marcos de lectura abierta (Open Reading
Frame (ORF), el primero codifica para las proteinas no estructurales (NS1y NS2) y el sequndo ORF
codifica para las proteinas estructurales VP1 (2181 pb, 721aa), VP2 (1882 pb, 584aa) y a VP3 se
origina de la hidrdlisis del VP2.

La proteina NS1 es una fosfoproteina nuclear que ayuda a iniciar la Replicacién del
virus y como activador de los promotores virales durante la expresion proteica. Tiene

diversas actividades durante el ciclo viral tales como la regulacion de la transcripcion,
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unién de ATPasa e hidrdlisis, actividad endonucleasa, oligomerizacion y ADN helicasa

(Ihalainen et al., 2007).

La NS2 esta implicada en la generacion de efecto citotdxico, pero su rol no esta bien
comprendido como la proteina NS1, en donde difiere de su porcion carboxilo-terminal
derivandose del corte y empalme diferencial, generando un marco de lectura diferente
(Hoelzer et al., 2008a). Esta proteina participa en la replicacion viral y es necesaria
para la produccién de particulas virales, ademas de regular la expresion génica asi

como el trafico hacia el nucleo (Tijssen et al., 2011).

Las proteinas estructurales VP1, VP2 y VP3 se encuentran codificadas a partir del
nucledtido 2200 al 4500 del genoma vira, con un tamarfo en longitud de 2300 pares de
bases (pb) (Figura 2b y c). Estas proteinas forman la capside, proporcionando la
estabilidad del genoma viral, responsable del tropismo celular y rango hospedero

(Hueffer and Parrish, 2003b).

La proteina VP1 codificada por un gen de 2181 nucledtidos y 721 aminoacidos, es uno
de los componentes de la capside viral (Ros et al., 2006). Es indispensable para la
efectividad del virion ya que contiene una serie de elementos, como el dominio de

fosfolipasa, esencial para el trafico intracelular (Suikkanen et al., 2002).

La proteina VP2 codificada por un gen de 1882 nucledtidos y 584 aminoacidos,
constituye el 90% de la capside viral y su funcion es principalmente estructural,

interacciona con el receptor celular de TfR y con receptores de acido sialico,
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permitiendo el ingreso del virus a la célula hospedera. Ademas, en el gen para esta
proteina se encuentran las mutaciones puntuales que generan cambios en los
aminoacidos gracias a los cuales se les clasifica a los subtipos de CPV (Wu and

Rossmann, 1993).

La proteina VP3 se genera cuando el viridn ingresa a la célula, mediante su
procesamiento proteolitico. Esta proteina es la de menor concentracion en la particula
viral. Un estudio realizado in vitro determino que la proteina VP3 se genera unicamente

en presencia de particulas virales completas (Nandi and Kumar, 2010).

2.5 MECANISMOS DE INFECCION Y REPLICACION DE CPV

La via de transmisién es oro-nasal, se ha determinado que esta infeccién se da por
contacto directo de caninos susceptibles expuestos con materia fecal y aerosoles
(Martella et al., 2006). La excrecion de las particulas virales puede llegar alcanzar 1 x
10° viriones durante la fase aguda de la enfermedad (Pollock and Coyne, 1993). La
presentacion entérica desde la infeccion hasta los primeros sintomas es de 7 a 14 dias,
aunque se han detectado periodos de incubacién cortos hasta de 4 dias. La excrecion
los viriones puede ser hasta 2 semanas y son altamente infectivos. Se caracterizan
por ser altamente estables a pH, temperatura, detergentes, desinfectantes y solventes,

esto prolonga su tiempo de infectividad durante meses (Goddard, 2010).

11



El tropismo celular esta dado por la presencia o ausencia de receptores celulares. El
parvovirus canino tiene una actividad linfotropica, por lo que al entrar al organismo
invade tejido linfoide, siendo los sitios primarios de replicacion, ganglios retrofaringeos
y mesentéricos (células que tienen una alta tasa de division celular) (Pollock and

Coyne, 1993).

Una vez replicados en tejidos linfoides, la infeccion se generaliza, iniciando una
viremia, a través del torrente sanguineo se dirigen a los érganos como bazo, higado,
corazon e intestino (6rganos blancos por su tasa de division celular) (Roy V H Pollock
and Coyne, 1993). Después de la generacion de la viremia el CPV invade epitelios
que recubre cavidad oral, eséfago, intestino delgado; médula 6sea vy el tejido linfoide
(timo y los ganglios linfaticos) (Goddard, 2010). Aunque el virus tiene su via de entrada
oro-nasal y las lesiones mas frecuentes son encontradas en intestinos, la infeccidén en

intestino se da por torrente circulatorio (Goddard, 2010).

Los siguientes 3-4 dias se replican en érganos que contienen células que se dividen
rapidamente, tales como medula 6sea y células intestinales, generando cuerpos de
inclusion grandes de tincion eosinofilicas (Decaro and Buonavoglia, 2012). En medula
O0sea destruye células jévenes del sistema inmune por consiguiente anula los
mecanismos de defensa (Nandi et al., 2010), provocando una linfopenia aguda,
generalmente asociada con una neutropenia. En cachorros de 2-3 semanas de edad
el CPV puede replicarse en células cardiacas provocando una muerte subita (Decaro

and Buonavoglia, 2012).
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Donde se genera un dafio extremo es en el intestino delgado, aqui encontramos las
criptas que son las que producen las vellosidades, las cuales se ven deformadas o
destruidas, dando lugar a diarrea hemorragica (hematoquecia) ((Nandi and Kumar,
2010). Aqui se observa nula absorcion de nutrientes esenciales para el mantenimiento
homeostatico del organismo. Uno de los factores asociados con la infeccién de CPV
es el estrés, ya sean especifico como la infestacion con algun parasito o infeccién
bacteriemia; o de tipo no especificos como los del destete que predisponen a los perros
a la enfermedad clinica aumentando la actividad de las mucosas (Goddard, 2010;
Pollock and Coyne, 1993). Al momento del destete, los enterocitos en las criptas
intestinales tienen una actividad mitética mayor debido a cambios en la flora bacteriana
y la dieta, siendo mas susceptibles al tropismo viral por su facilidad de dividir
rapidamente las células (Goddard, 2010). Parvovirus infecta el epitelio germinal de la
cripta intestinal, causando destruccién epitelial y colapso de las vellosidades, dando
como resultado, la rotacion celular normal se vea alterada dando lugar a la lesion
patoldgica caracteristica de las vellosidades acortadas y atroficas (Pollock and Coyne,

1993).

Cuando la madre gestante se infecta con CPV después de la segunda semana de
gestacion, el cachorro puede desarrollar miocarditis congénita que puede resultar en
infartos cardiacos subitos o en falla cardiaca congestiva. Este genera inflamacién en

las células cardiacas provocando el incremento de basdfilos y cuerpos de inclusion
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viral en el tejido provocando degeneracion y necrosis (Hayes y Russell, 1979;

Lenghaus et al., 1980; Sankareswaran et al., 2011; Sime et al., 2015).

También se ha detectado hipoplasia cerebelar en algunos casos de infecciones de
cachorros en utero, sin embargo estas lesiones son mas comunes en gatitos
infectados con FPV (Schatzberg et al., 2003). Signos neurolégicos pueden presentarse
como complicacidon de las enteritis o miocarditis, como resultado de hipoxia,

hemorragias intracraneales, trombosis o hipoglucemia (Schatzberg et al., 2003).

2.6 LA PARVOVIROSIS CANINA

2.6.1 HALLAZGOS A LA EXAMINACION CLINICA

Cachorros con enteritis por CPV generalmente presentan fiebre (hasta 41°C),
inapetencia, vémito, debilidad, letargia, deshidratacion, dolor y rigidez abdominal a la
palpacion, se puede observar evidencia de diarrea en el perineo o cuando se toma la
temperatura con un termémetro rectal, la cual puede ser de tipo hemorragico. Por la
alta motilidad, inclusive se puede presentar intususcepcion que se puede sentir como
una masa rigida tubular a la palpacion, la cual es confirmada por medio de placas
radiograficas con medio de contraste, ademas de un ultrasonido (Mylokanis et al.,
2016). Se puede observar también, palidez de mucosas con un retardado llenado
capilar y en algunos caninos cuando el cuadro es muy severo y no se han atendido,

se puede presentar hipotermia (Kalli et al., 2010).
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2.6.2 HALLAZGOS EN LOS EXAMENES DE LABORATORIO

Las anormalidades que se presentan en la biometria hematica nos son solo
especificas de la parvovirosis, pero puede ayudar para llegar a un diagnostico
definitivo. Las principales anormalidades que se pueden presentar en esta prueba son:
leucopenia, neutropenia y linfopenia. Se puede presentar anemia cuando el canino
tiene hematoquecia (Mylokanis et al., 2016; Kalli et al., 2010). Los cambios
hematolégicos son ampliamente sefialados por la destruccidon de células progenitoras
hematopoyéticas de los diversos tipos de leucocitos en la médula 6sea y otros 6rganos
linfo-proliferativos tales como el timo, los ganglios linfaticos y el bazo. Un estudio del
2010 mostré que la falta de citopenia, especificamente el recuento total de leucocitos
y linfocitos tenia un valor predictivo positivo de 100% de supervivencia 24 horas
después de la admision. Se observdé un aumento en el recuento de los linfocitos 24

horas después de la admision en los cachorros que se recuperaron (Goddard, 2010).

En las bioquimicas sanguineas de caninos con parvovirosis se presentan
frecuentemente hipoproteinemia, hipoglucemia e hipoalbuminemia. Anormalidades en
la concentracion de electrolitos como: hiponatremia, hipocloremia e hipocalemia.
Cuando el canino esta muy deshidratado puede generase azotemia pre-renal. Si se da
la bacteriemia en cachorros puede presentarse alteraciones en el perfil enzimatico

hepatico e hiperbilirrubinemia (Mylokanis et al., 2016).
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2.6.3 FORMAS DE PRESENTACION DE LA PARVOVIROSIS CANINA

La forma entérica es la mas comun, se observa gastroenteritis hemorragica en
cachorros menores de un afo y se cree que esta presentacion esta relacionada con la
baja cantidad de anticuerpos maternales que estén presentes al momento de la
infeccion. Los signos clinicos presentes después del periodo de incubacion (3-7 dias)
son: anorexia, depresion, vomitos diarrea acuosa o con sangre, deshidratacion, fiebre

y en una alta proporcion de los casos la muerte (Decaro and Buonavoglia, 2012).

La forma cardiaca se presenta en cachorros menores de 2 meses, estos son
infectados en el utero o en las primeras semanas de vida, donde se presenta
generalmente la muerte por infarto. Los signos clinicos mas comunes son taquicardia,
respiracion abdominal, sonidos bronqueo-alveolares marcados (Prittie and Medicine,
2004). En algunos casos sobrevive la fase aguda, pero desarrollan alteraciones
cardiacas secundarias que finalmente los llevan a la muerte. Se recomienda que todo
cachorro con signos respiratorios anormales se debe sospechar de esta forma

cardiaca de parvovirosis canina. (Sime et al., 2015).

2.6.4 FACTORES DE RIESGO DE LA PARVOVIROSIS CANINA.

Durante las primeras semanas de vida los cachorros son protegidos por los
anticuerpos maternos (obtenidos por la madre cuando ha sido vacunada o ha
sobrevivido a una infeccion natural). Estudios de inmunidad pasiva realizados en

cachorros sugieren que la vida media de los anticuerpos obtenidos a través del calostro
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puede proteger al recién nacido hasta por un mes y medio, a medida que estos
disminuyen los cachorros se vuelven susceptibles a la infecciéon (Pollock and Coyne,

1993).

Los factores de riesgo que predisponen a infecciones por parvovirus canino son: la
falta de inmunidad pasiva, falta de inmunizacion a través de adecuados protocolos de
vacunacion, las parasitosis intestinales, condiciones de hacinamiento e inadecuada
limpieza y factores de estrés (Prittie and Medicine, 2004). Algunos estudios de
prevalencia y factores de riesgo de la parvovirosis canina explican que ciertas razas
son predisponentes para contraer y presentar una forma clinica mas severa como: el
Rottweiler, Pincher aleman, Pitbull americano, Labrador Retriver y el Pastor aleman
(Goddard, 2010). Las razones de la susceptibilidad no estan claras. Se ha considerado
que uno de los motivos de mayor incidencia en estas razas podria ser que estas razas
son populares entre la poblacion. Se han considerado también otros factores como el
estado inmunoldgico de los cachorros, el grado de desnutricidn y la falta de protocolos
de vacunacion, el tipo de vacuna administrada, la carga viral presente en la vacuna y
la produccién adecuada en el cachorro de anticuerpos neutralizantes que generan las

vacunas (Goddard, 2010; Prittie and Medicine, 2004).
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2.7 METODOS DIAGNOSTICOS DE LA PARVOVIROSIS CANINA

2.7.1 DIAGNOSTICO CLINICO

El diagnéstico clinico de la parvovirosis entérica solo por la sintomatologia clinica no
es posible, ya que los signos clinicos no son especificos de esta enfermedad. Los
diagndsticos diferenciales son muy variados, desde infecciones por protozoos como la
giardiasis, infecciones bacterianas como salmonelosis, algunas intoxicaciones,
intususcepciones, entre otras (E. Mylokanis et al., 2016). El apoyo del clinico con los
hallazgos clinico-patologicos (una linfopenia marcada) y la ausencia de formas
parasitarias en los examenes coproparasitoscépicos pueden sugerir la presencia de

CPV (Mylokanis et al., 2016; Pollock and Coyne, 1993).

Para confirmar el diagnostico presuntivo de la parvovirosis canina se requiere el uso
de pruebas confirmatorias que detecten el virus, antigenos virales, genoma viral o
anticuerpos especificos contra la particula viral. Asi mismo, se puede confirmar a la
muerte a través de los hallazgos patoldgicos e inmunohistoquimica para detectar

antigenos especificos en los tejidos del CPV.

2.7.2 AISLAMIENTO VIRAL DEL CPV

El CPV puede ser aislado en lineas celulares de rifidn de canino (MDCK, Madin-Darby
Canine Kidney), este virus cuando se inocula en una monocapa de estas células y se

incuba causa un efecto citopatico (CPE). Este efecto es causado por la alta tasa de
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replicacion viral, causa lisis celular y puede causar formacion de sincitios, este efecto
puede aparecer después de 24 horas en las monocapas infectadas y con cepas
altamente virulentas en 16 horas. Sin embargo, el solo efecto de CPE no es unico de
este virus, por lo que la fijacion de estas células y la prueba de inmunofluorescencia o
inmunoperoxidasa con anticuerpos especificos anti-parvovirus pueden confirmar la
presencia de infeccion por CPV en las células de las placas citopaticas. El
sobrenadante o la monocapa celular se puede analizar también para la deteccion de

genoma del CPV a través de PCR (Khatri et al., 2017; Studdert et al., 1983).

2.7.3 DETECCION DE PARTICULAS VIRALES

El diagndstico confirmatorio se puede realizar a través de la identificacion de particulas
virales de las heces mediante el microscopio electrénico, ya que en caso de la enteritis
por CPV se excretan grandes cantidades de particulas virales. En este método
diagndstico se pueden usar anticuerpos anti-parvovirus en una incubacion previa con
la muestra para aglutinar las particulas virales y se puedan identificar de mejor manera
en la muestra (Fig. 1a) (Mylokanis et al., 2016), siendo este junto con el aislamiento

viral y el PCR la prueba de oro (gold standard method) para la deteccién del virus.

Los viriones del CPV tienen la propiedad de aglutinar o realizar hemadsorcion de
células, especificamente globulos rojos de cobayo. Por lo que la incubacion de
muestras diluidas de este virus con eritrocitos puede orientar el diagndstico para

identificar a el virus de CPV (Mathys et al., 1983).

19



Otro método de deteccion indirecta de las particulas virales es la inhibicién de la
hemaglutinacion. En esta prueba se utilizan anticuerpos especificos para parvovirus
que al incubarlos con la muestra se aglutinan y evitan que al momento de agregar los

eritrocitos los aglutine o exista la hemadsorcion (Studdert et al., 1983).

2.7.4 DETECCION DE ANTIGENO DE CPV

Existen varios métodos para la deteccion de antigeno en muestras clinicas o tejidos.
En muestras clinicas se pueden utilizar las ELISAS o las inmunocromatografias, estas
ultimas son las mas usadas por los clinicos para hacer el diagnéstico de CPV, este se
basa en la identificacidn de particulas virales por medio de anticuerpos anti-parvovirus,
estas pruebas son econdmicas y tienen una alta especificidad, sin embargo,
dependiendo de la marca comercial es su sensibilidad siendo muy variada comparadas
con la prueba de oro (aislamiento) o pruebas moleculares (Decaro et al., 2013). La

sensibilidad de estas pruebas varia dependiendo de la marca utilizada.

2.7.5 HALLAZGOS A LA PATOLOGIA

Los hallazgos macroscoépicos a la necropsia en la enteritis por parvovirus canino son
adelgazamiento y decoloracion de los intestinos con hemorragia serosa, nédulos
linfaticos abdominales agrandados y edematosos. Se puede presentar hemorragias en
ganglios linfatico, y pared intestinal. El lumen intestinal puede tener contenido liquido
de tipo sanguinolento (Meunier et al., 1981). En casos de miocarditis por parvovirosis

se pueden observar areas palidas en tejido cardiaco (Ford et al., 2017).
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Entre los hallazgos microscépicos mas importantes en la enteritis por parvovirus se
encuentran la necrosis de las células epiteliales de las criptas intestinales, ademas de
una necrosis y depresion linfoide generalizada (Vural and Alcigir, 2011). Las criptas
del intestino se pueden encontrar dilatadas, distendidas, con moco y detritus celulares,
se puede observar proliferacion de las células epiteliales de las criptas. Las
vellosidades intestinales pueden estar mas cortas, colapsadas, con discreta a severa
inflamacion de tipo fibrinosa y hemorragica (Meunier et al., 1985). Entre los hallazgos
microscopicos en miocarditis por parvovirus se pueden encontrar necrosis y
degeneracion de miocitos cardiacos, se puede observar infiltracion inflamatoria
linfocitica, en algunos casos se puede presentar fibrosis miocardial (Ford et al., 2017).
Se puede observar ademas, depresion de células mieloides en médula Osea y
raramente leucoencefalomalasia en sistema nervioso central. En todas estas células
se pueden presentar las inclusiones intracitoplasmaticas, especialmente en

enterocitos del intestino (Haligur et al., 2009).

2.7.6 PRUEBAS MOLECULARES PARA LA DETECCION Y CARACTERIZACION

DE CEPAS DE PARVOVIRUS CANINO

Los métodos de diagndstico mas sensibles y que representan un patron de referencia
son los que se realizan a través de la deteccidn del ADN; estos son capaces de
detectar y algunos de diferenciar las cepas de campo de las vacunales en CPV (Decaro

et al., 20006).
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Entre estos métodos se encuentra la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR,
Polymerase Chain Reaction), la cual, amplifica y detecta el ADN especifico de CPV,
previamente extraido de las muestras. Posteriormente, este ADN amplificado se
separa en un gel de agarosa, se tifie y fotodocumenta (Senda et al., 1995). El gen de
la proteina VP2 ha sido uno de los fragmentos gendmicos blanco de esta prueba.
Aunado al PCR se ha desarrollado el RFLP-PCR, una variante de este método, donde
su utiliza una enzima de restriccidén para digerir el producto de PCR amplificado. Este
meétodo se ha usado para diferenciar entre subtipos vacunales y sobre todo el subtipo

CPVZ2c utilizando la enzima de restriccion Mbo I/ (Buonavoglia et al., 2001).

Otra variante de esta técnica es el PCR cuantitativo (QPCR), donde se estima en la
fase logaritmica de la amplificacion el numero de particulas originales en la muestra,
en esta variante se detecta la amplificacion de la muestra en tiempo real gracias a la
utilizacién de fluorocromos especificos que son detectados por el termociclador y que
proyecta el resultado en forma de grafico en tiempo real y no se necesitan procesos
adicionales para visualizar los resultados (elimina geles, tinciones vy
fotodocumentacién). Este método es mas sensible y se pueden detectar multiples

patégenos cuando se utilizan sondas marcadas (Streck et al., 2013).

Con el abaratamiento de los métodos moleculares ha sido cada vez mas accesible las
técnicas de secuenciacion de los acidos nucleicos. Esto ha permitido que en todo el
mundo se realice la secuenciacion del genoma completo del CPV o bien de secuencias

parciales, como las del gen de la proteina VP2, y se comparta con el resto de la
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comunidad cientifica a través de plataformas de edicidon, analisis y depdsito de
secuencias como el banco de genes (GenBank) de Centro Nacional de Informacién
Biotecnoldgica (NCBI, National Center for Biotechlology Information). A la fecha
existen en este sitio 3999 secuencias de CPV, de las cuales 89 son secuencias del
genoma completo de algunas cepas de este virus y el resto son secuencias parciales.
Una gran proporcion de estas son de los genes de las proteinas VP1, VP2.
Actualmente se divide el CPV en subtipos CPV2, CPV 2a, CPV2b y CPV2c en base a
la divergencia que se presenta en el gen de la proteina VP2 y los cambios de

aminoacidos dicha proteina (Nandi et al., 2013).
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3 MATERIALES Y METODOS.

3.1 MATERIAL BIOLOGICO, ESTUCHES COMERCIALES Y SOLUCIONES
UTILIZADAS

El material biolégico que se utilizo para esta investigacion es el siguiente:

Vacuna Novibac Puppy DP (Vacuna de virus vivo combinado, cada dosis
contiene al menos de 10° dosis infectiva de cultivo celular al 50% (DICCsyo)
del Virus del Distemper Canino cepa Ondersterpoort y al menos 107° DICCso
de Parvovirus canino cepa C154).

e Vacuna CANIGEN® MHA2 Puppy (Vacuna de virus vivo atenuado, cada
dosis contiene al menos 10° — 107 DICCso del virus de Parvovirus canino cepa
(CPV 780926), Adenovirus canino tipo 2 (cepa Manhattan) 10* — 108 DICCsg
y Virus Distemper canino (cepa Lederle) 10® — 10° DICCso.

e Vacuna Parvomune Holland (Vacuna virus vivo modificado de la Cepa

Cornell).

Enzima de restriccion Mbo Il (2 unidades por microlitro)

Los estuches comerciales utilizados para este trabajo de investigacion fueron los

siguientes:
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El estuche comercial “Multi-source Genomic ADN kit para 50 preparaciones (Select-

kit, Bioselec). Los reactivos consumibles y reactivos incluidos en el kit se enlistan

en la tabla 1.

Tabla 1. Consumibles y reactivos del estuche comercial "Multi-source Genomic ADN Kkit".

NOMBRE DEL REACTIVO O

CONTENIDO DEL ESTUCHE

PREPARACION PREVIA

CONSUMIBLE PARA 50 PREPARACIONES PARA SU USO
Columnas miniprap 50 piezas ninguna
Microtubos de 1.5 ml 50 piezas ninguna
Microtubos de 2 ml 100 piezas ninguna
RNase A 60 pl (50mg/ml) ninguna
Buffer lysis A (lisis celular) 9 ml de solucién ninguna
Proteinasa K 18 mg (liofilizada) Resuspender proteinasa K

PK Buffer

Buffer lisis B (precipitacion de
proteinas)

Buffer de lavado A

Buffer de lavado B

concentrado

Buffer de elucion

Instructivo

1.2 ml de solucion
25 ml de solucion
30 ml de solucién
24 ml de solucion

12 ml (2.5 mM Tris-HCI, pH
8.5)
1 manual

(PK) en el buffer para la PK.
ninguna

ninguna
Se agregan X ml de etanol (96-
100%) al buffer concentrado

ninguna

Otro estuche comercial que se utilizo para la Reaccion en Cadena de la Polimerasa

fue PCR SuperMix (No. Cat.10572014, Invitrogen ™). Este SuperMix cuenta con los

siguientes reactivos:
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Tabla 2. Contenido del estuche comercial de "PCR SuperMix".

NOMBRE DEL REACTIVO O CONSUMIBLE CONTENIDO

Contiene 4 viales de 1,125 ml cada uno de 1.1 X PCR SuperMix para 100 reacciones. El contenido
de los viales es el siguiente:

Tris-HCI 22 mM, pH 8.4
KCI 55 mM

MgCl2 1.65 mM

dGTP 220 uM

dCTP 220 uM

dATP 220 uM

dTTP 220 uM

Taqg Polimerasa recombinante 22 U/ml
Estabilizadores No especificado

Para la purificacion de ADN a partir de geles de agarosa se utilizd el estuche
comercial PureLink Quick Gel Extract Kit (No. Cat. K210012, Invitrogen ™). Los

reactivos de este estuche comercial se enlistan en la tabla 3.

Tabla 3. Contenido del estuche comercial de "PureLink Quick Gel Extract Kit".

NOMBRE DEL REACTIVO O CONSUMIBLE ~ CONTENIDO P REPARACION PREVIA

PARA SU USO

Estuche comercial para 50 reacciones

Gel Solubilization Buffer (L3) 2x90 ml ninguna

Agregar 64 ml de Etanol al

Wash Buffer (W1) 16 ml 100% o 96%

Elution Buffer (E5); (10 mM Tris-HCI, pH 8.5) 15 ml ninguna

Quick Gel Extraction Columns in Wash Tubes 50 each ninguna

Recovery Tubes 50 each ninguna

Asi mismo se prepararon las siguientes soluciones para llevar a cabo la metodologia
de este estudio:
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Soluciéon 1X SB (0.225% de acido bérico, 0.04% de NaOH). Se agrega
2.25 gramos de acido borico (Jalmek) y 0.4 gramos de NaOH (Jalmek), diluir
y aforar a 1 litro. La solucién se puede preparar a 20X y después diluirse al
1X para su uso.

Gel de 1.5 % Agarosa (Agarose LE-500, Axygen). Se pesan 1.5 gramos de
agarosa de grado molecular, se aforan hasta 100 ml con buffer 1X SB, se
calienta la solucion con un agitador magnético hasta que la agarosa se
solubiliza, la agarosa se puede disolver también al microondas. La agarosa
se vierte en el molde y se le coloca el peine para formar los pocillos donde
se cargaran las muestras. Se deja solidificar para su uso a temperatura
ambiente.

Solucién 6X azul de bromofenol. Pesar 25 mg. de azul de bromofenol
(Bromophenol Blue, No.Cat. 115-39-9, Sigma-Aldrich), agregar 3 ml de
glicerol (Glycerol, No.Cat. G5516-100ML, Sigma-Aldrich) y aforar a 10 ml con
de agua para PCR (Water, PCR Reagent, No.Cat. W1754, Sigma-Aldrich)
3X GelRed® Nucleic Acid Gel Stain, 10,000X de la marca Biotium, el cual, se

diluyé 1:3,300 en 0.1 M NaCl previamente.
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3.2 LUGAR DE PROCESAMIENTO DE MUESTRAS y EQUIPOS DE
LABORATORIO

El procesamiento de las muestras se realiz6 con el equipo encontrado en los
Departamentos de Virologia y Genética de la Facultad de Medicina Veterinaria y

Zootecnia de la UANL, este equipo se enlista en la tabla 1.

Tabla 4. Equipo de laboratorio utilizado para el desarrollo de esta

investigacién

NOMBRE DEL EQUIPO DE LABORATORIO

e Bascula Digital, (Denver Instrument APX-200

Placa térmica (Labnet Internacional)

Cabina para PCR, (UVP UV SteriizingPCR)

Campana de flujo laminar clase Il (ThermoScientific)

Céamaras de electroforesis (Labnet International)

Centrifuga refrigerada, (Labnet HERMLE)

Homogenizador, (DaiggerVortexxGenie 2)

Refrigerador (Torrey)

Termociclador (Axigen)

Ultracongelador de -20 °C (Torrey)

Ultracongelador -70 °C (ThermoScientific)

Espectrofotémetro (

3.3 AREA DE MUESTREO

Para colectar las muestras se seleccionaron clinicas veterinarias de los diferentes
municipios que integran el area metropolitana de Monterrey, N.L. Las clinicas
incluidas fueron de los municipios de San Nicolas de los Garza, Apodaca, San
Pedro, Monterrey, Salinas Victoria y Santa Catarina que aceptaron participar en este
estudio. Para ello se les entregaron a los clinicos material para la coleccién de la
muestra y una encuesta para recolectar los datos mas importantes (historial clinico,

de los caninos seleccionados para este estudio.
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3.4 TIPO DE MUESTRA Y PROCESAMIENTO INICIAL DE LA MISMA

El tipo de muestra utilizado en esta investigacion fue materia fecal o heces de
caninos que presentaron un cuadro clinico sugerente de infeccién por CPV y
preferentemente que dieron positivo a la prueba de rapida de inmunocromatografia.
La muestra clinica fue tomada con un hisopo estéril, asi mismo, en algunos casos
se recolectaron heces, en ambos casos la muestra fue almacenada en un tubo
conico (Axigen) de 15 ml, en el primer caso se le agregaron 2-3 ml de solucion salina
fisiolégica al hisopo para mantenerlo humedo y en el segundo caso solo se
almaceno la muestra en refrigeracion no mas de 24 h a 4°C hasta su recoleccion en
la clinica. Las muestras se transportaron en frio (con refrigerantes) al laboratorio
para extraer los acidos nucleicos. El resto de la muestra fue conservado a -202C

hasta su uso.

Una vez en el laboratorio, los tubos cénicos con las muestras de hisopos de heces
fueron agitados (mediante bortex) para desprender la muestra del algodén del
hisopo, el hisopo se presiond contra las paredes del tubo y este se desecho al
contenedor de RPBI. El tubo con la solucion salina se centrifugo a 4000 rpm por 2
minutos y se guardaron en microtubos de 1.5 ml -20°C hasta ser procesado (OIE,

2012).

Para procesar heces tomadas como muestra, se pes6 un 1 mg de materia fecal y

se diluyo en 1 ml de solucidn salina fisiologica, se agitd en el bortex y se centrifugo
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a 4000 rpm por 2 minutos, posteriormente se tomo el sobrenadante y se almacend

a -20°C hasta ser procesado (OIE, 2012).

En caso de deceso del canino, y cuando fue posible, se practicd estudios de
patologia e histopatologia obteniéndose tejidos selectos para el analisis. Las
muestras seleccionadas de intestino, ganglios linfaticos y corazén se colocaron en
formalina bufferada al 10% para histopatologia y en congelacion a -20°C, por

separado, hasta su envio y procesamiento en el laboratorio (Haligur et al., 2009).

Una vez en el laboratorio, cerca de un gramo de tejido fue congelado en nitrogeno
liquido y se macerd en 2-3 ml de Solucion salina fisiologica con la ayuda de un
mortero. El macerado se trasfirié a un tubo de 5 ml y se centrifugé por 4 min. a 5000
rom. El sobrenadante se transfirié a tubos de 5 ml y se conservaron hasta su uso a

-20°C.

3.5 AMPLIFICACION DEL ADN DE CPV POR MEDIO DE LA REACCION EN
CADENA DE LA POLIMERASA (PCR).

3.5.1 OLIGONUCLEOTIDOS PARA GEN DE LA PROTEINA VP2

Para amplificar el segmento del genoma de CPV que codifica para la proteina VP2,
fue realizado un disefio de oligonucledtidos en base a las secuencias genéticas
completas de los distintos subtipos de CPV (89) publicadas en el banco de genes
(GenBank) de la plataforma del Centro Nacional de Informacion en Biotecnologia

(NCBI), mediante el uso del programa Primer Select del software ADNSTAR v.15.
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Previo al disefio de los oligonucleétidos se realizé un alineamiento multiple de las
secuencias seleccionadas para encontrar las regiones conservadas antes del inicio
y después del final del gen de la proteina VP2. Los alineamientos multiples de
secuencias se realizaron con el programa MegAligment del software ADNSTAR
v.15, mediante el uso del algoritmo Clustal W. Una vez identificada las regiones
conservadas se aliment6 el programa Primer Select con dichos datos para el disefio
de los oligonucledtidos. La especificidad de los nucle6tidos fue comprobada por el
programa Primer-blast de la plataforma Centro Nacional de Informacion en
Biotecnologia (NCBI) (Ye, et al.,, 2012). Por otro lado, se utilizaron los

oligonucledtidos F y R disefiados por Pedroza y colaboradores (2015).

Los oligonucleoétidos seleccionados fueron enviados para su sintesis a la empresa

Eurofins/Genomics.

3.5.2 EXTRACCION DE ADN DE MUESTRAS

El ADN viral se purifico a partir de estas muestras clinicas procesadas inicialmente
y guardadas a -20°C mediante el estuche comercial “Multi-source Genomic ADN kit
para 50 preparaciones (Select-kit, Bioselec) siguiendo las instrucciones del

fabricante y se describe a continuacion el procedimiento.

3.5.2.1 Extraccion del ADN a partir de hisopado rectal o muestra de heces

La extraccion de ADN total de la muestra fue realizada a partir de la solucién
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obtenida del hisopo o del sobrenadante de la muestra de heces como se describe
a continuacion: se colocaron en un microtubo de 1.5 ml, 350 ul de la muestra, 0.8 pl
de RNasa A (50 mg/ml), 8 pl de la solucion de Proteinasa K (15 ug/ ul) y 150 yl de
Buffer lisis A (lisis celular), se mezcldé vigorosamente la muestra con ayuda de un
agitador bortex y se incubd el microtubo a 56°C durante 15 min. en una placa
térmica. Una vez transcurrido en periodo de incubacién, se centrifugd el microtubo
a 12000 rpm por un minuto para llevar el contenido del microtubo a la parte inferior
del mismo. Posteriormente se agregaron 350 ul de Buffer lisis B (precipitar
proteinas), se mezclaron vigorosamente por 30 seg. y se centrifugo el tubo por 10
min. a 12000 rpm. a temperatura ambiente para formar un pellet con los detritus
celulares. En un tubo de recoleccién de 2 ml fue colocada una columna miniprap
proporcionada en el estuche comercial, a la cual se agregaron 700 ul del
sobrenadante clarificado del microtubo de 1.5 ml, la columna con el sobrenadante
se centrifugd a 12,000 rpm durante un minuto. Del tubo de recoleccion de 2 ml fue
descartado el filtrado, conservandose la columna, y si el volumen de la muestra era
superior a 700 pl, los tres pasos anteriores se repitieron. Se agregaron
posteriormente 500 ul del Buffer de lavado A la columna, posteriormente se
centrifugo la columna a 12,000 rpm durante un minuto. El filtrado obtenido fue
desechado. Del buffer de lavado B se afiadieron 700 pl a la columna y fue
centrifugada a 12000 rpm durante un minuto en donde fue desechado su

sobrenadante (este paso se realizé 2 veces). Por ultimo, centrifuga nuevamente la
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columna a 12000 rpm por un minuto mas para eliminar todo rastro de buffer de

lavado B.

La columna se transfirié a un tubo estéril de 1.5 ml (proporcionado en el estuche),
para la elucién del ADN unido a la columna, para ello se afiadieron 100 ul de Buffer
de elucion (previamente precalentado a 56°C para una mayor eficiencia en la
elucién) al centro de la membrana, la columna y solucién se incubaron por 1 minuto
a temperatura ambiente, y finalmente se centrifugd la muestra a 12,000 rpm por un
minuto. La columna fue desechada y el filtrado con el ADN se conservo a -20°C

hasta su uso.

3.5.2.2 Extraccion de ADN total de la muestra a partir de tejidos

El procedimiento para la extraccion de ADN total de muestras de tejidos se realizo
en forma similar a la extraccién de ADN a partir de hisopo. Aqui también se tomaron
350 pl de la solucion de la muestra de tejido previamente procesada (ver en punto
3.4 Tipo de muestra u procesamiento inicial de la misma) y el procedimiento se

realiz6 como se ha descrita anteriormente para los hisopos rectales.

3.5.3 CONTROLES POSITIVOS Y NEGATIVOS PARA PCR DEL GEN DE LA

PROTEINA VP2 DEL CPV

Como control positivo se utilizé el ADN extraido por el método descrito en el punto

anterior a partir de 350 yl de la vacuna Virbac Parvigen monovalente (Parvovirus
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Canino vivo cepa atenuada Cornell CVP/780916, 10°- 107 DICCso). Para el control

negativo se utilizé agua estéril.
3.5.4 PCR Y PCR ANIDADO PARA EL GEN DE LA PROTEINA VP2

Para realizar el PCR que amplifica el gen de la proteina VP2 se utilizo el estuche
comercial PCR SuperMix (No. Cat.10572014, Invitrogen ™), cuyo contenido se
describe en la tabla 3. Para realizar la PCR se siguieron las instrucciones del
fabricante. La reaccion de PCR se realiz6 a un volumen de 25 pl donde los

componentes y la concentracion de estos, en la reaccion se muestran en la tabla 5.

Tabla 5. Contenido de Ia Reaccion de PCR para la amplificacion de un
segmento del gen de la proteina VP2 del CPV.

Nombre y concentracién del reactivo Volumen por reaccion

Volumen por de reaccién 25 pl

1.1 X PCR SuperMix 22.0 ul
50 uM de oligonucleétido codificante 0.5 ul
50 yM de oligonucleétido reversa 0.5 pl
ADN de muestra 2.0 pl

La preparacion de las reacciones se realizdé en microtubos de 1.5 como un premix
(acorde a cada no. de reacciones en la corrida, mas una reaccion extra), esto es
22.0 yl de 1.1 X PCR SuperMix, y 0.5 yl de cada oligonucleétido al 50 uym por
reaccion. En microtubos de 0.2 ml se colocaron 23 ul de este premixy 2 ul del ADN
de la muestra. La reaccion se amplifico en un termociclador de la marca Axygen,

con las siguientes condiciones de amplificaciéon para el PCR: un ciclo inicial
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(desnaturalizacion a 92°C - 3 min. y 4°C por 30 seg.); 30 ciclos (desnaturalizacién a
92 °C - 30 seg.; alineamiento de oligonucledtidos de 60 °C — 30seg.; y extension de
72°C — 1 min.) y un ciclo final (extension final de 72°C — 10 min. y 4°C-1 min.). Las

muestras fueron guardadas a -20°C.

Por otro lado, se realiz6 otro PCR basandonos en los oligonucledétidos utilizados por
Pedroza y colaboradores para amplificar un segmento de 1042 pb (Pedroza-Roldan
et al., 2015). Para la amplificaciéon de fragmento (1042 pb) del gen de la proteina
VP2 del Parvovirus canino mediante una Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR) se utilizaron los oligonucledtidos F y R (Pedroza-Roldan et al., 2015). Para lo
cual se prepard un Premix (2ul Buffer-PCR 10x, 0.5ul dNTP’s 10(uM), 1ul (25
picomoles) Oligos F y R, 2.5ul MgCl2, 11.5ul agua destilada y 3ul el ADN de las
muestras). Se realiz6 un programa en un termociclador de un ciclo unico de
desnaturalizacion inicial de 94°C -5 min., posteriormente 30 ciclos ( 94°C — 30 seg.,
60°C - 30 seg., 72°C - 1 min.) y un ciclo final ( extension final de 72°C -10 miny 4°C

para la estabilizacion de los fragmentos).

3.5.5 POLIMORFISMO DE LONGITUD DE FRAGMENTOS DE RESTRICCION

(RFLP-PCR).

Para establecer los patrones de corte que realizaba la enzima de restriccion Mbo I

en el gen de la proteina de VP2 se utilizoé el programa Megaligment del Software
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ADNstar version 15 tanto para el fragmento de 1042pb amplificado por Pedroza y
col como para el fragmento amplificado en este estudio de 1779 pb y que son
mayores que el establecido en el protocolo original de Buonavoglia (Buonavoglia et

al., 2001; Pedroza-Roldan et al., 2015).

La digestion del fragmento amplificado por PCR, se llevo a cabo en un volumen de
reaccion de 10 pl de los siguientes reactivos 5 pl del fragmento amplificado de 1042
pbyde 1779 pb, 1 U de enzima de restriccion Mbo Il, 1 yl de tampdén CutSmart 10X
y 3ul de agua libre de endonucleasas. La reaccién se incub6 a 37 °C durante 1 hora,
posteriormente se inactivo la enzima a 65 °C durante 15 minutos. Las muestras se
sometieron a electroforesis en un gel de agarosa 1.5%, después se registro el patréon

de corte del amplicén de 1779 pb a través de un fotodocumentador.

3.5.6 ELECTROFORESIS

Los productos obtenidos del PCR y del RFLP-PCR de las muestras y los controles
positivos y negativos, asi como los marcadores de peso molecular fueron separados
mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1.5% diluido en buffer SB 1X (Brody
and Kern, 2004). Previo a la carga de las muestras en el gel de agarosa se
mezclaron 3 pl de la muestra de PCR y/o RFLP, 3 ul de 6X azul de bromofenol (25
mg de azul de bromofenol, 3 ml glicerol aforado a 10 ml con agua destilada) y 3 pl
de 3 X Gel Red (GelRed® Nucleic Acid Gel Stain, 10,000X de la marca Biotium, el

cual, se diluyé 1:3,300 en 0.1 M NaCl previamente) (Huang et al., 2010). La
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electroforesis se realiz6 en una camara de electroforesis (labnet Internacional),
utilizando 90 voltios por 90 min. Después de la electroforesis el gel fue observado
en un transiluminador (longitud de onda de 302-311 nm) y la imagen capturada por

un fotodocumentador para su posterior analisis.

3.5.7 PURIFICACION DE LOS PRODUCTOS DE PCR A PARTIR DE GELES DE

AGAROSA Y SECUENCIACION.

Para realizar la secuenciacion de los productos de PCR se realizé una electroforesis
como se describe en la seccion anterior, posteriormente se recort6 el segmento del
gel con el fragmento de 1779pb en un transiluminador de rayos UV, los fragmentos
se colocaron en microtubos de 2 ml previamente pesado y se determind el peso
total del gel de agarosa seleccionado. Una vez establecido el peso del gel que no
debe exceder los 400 mg, se agregaron 3 volumenes (1.2 ml) del Buffer de
solubilizacion del gel (L3), las reacciones se incubaron a 50°C en una placa térmica
(Labnet Internacional) por 10 min., mezclando cada 3 min para homogenizar la
muestra. Una vez disuelto el gel se agreg6 un volumen (400 ul) de isopropanol al
100% e incubaron 5 min. adicionales. Se colocd una columna de extraccion (Quick
Gel Extraction Column) en un tubo de lavado (Wash Tubes) de 2 ml proporcionados
en el estuche comercial. Se agregaron 750 pl del gel disuelto en la columna y se
centrifugd por 1 min. a 12000 rpm. Una vez centrifugado se elimind el filtrado del
tubo de lavado y se agrego el resto del gel disuelto y se repitid el proceso.

Posteriormente, se agregaron a la columna 500 ul de buffer de lavado (Wash Buffer
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(W1)), se centrifugd a 12000 rpm. por 1 min. y se elimino el filtrado. A continuacion,
se centrifugd nuevamente la columna a 12000 rpm. por 2 min. para eliminar los
restos de buffer W1 y etanol, el tubo de lavado con el filtrado se desechd y se colocé
la columna en un microtubo estéril (Recovery Tubes) de 1.5 ml, a esta columna se
le adicionaron 50 ul de buffer de elucién (Elution Buffer (E5)) en el centro de esta,
se incubd 1 min. a temperatura ambiente y finalmente se centrifugd a 12000 rpm.
La columna se elimind y el ADN purificado, se realizé un gel de electroforesis para
comprobar su presencia y su pureza, asi mismo se cuantific6 en un
espectrofotometro a 260/280 nm. El resto del ADN se almacend a -20°C hasta su

uso.

Una vez comprobada la pureza y concentracion del ADN de los segmentos
amplificados, las muestras con una entre 20 y 30 ng/ul (concentracion ideal (30-60
ng/ul) para la secuenciacion de fragmentos mayores a 1000pb) fueron

empaquetadas y enviadas a la empresa Macrogen, en USA para su secuenciacion.

3.6 ANALISIS FILOGENETICOS

Una vez obtenidas las secuencias de la empresa Macrogen, USA, se editaron
mediante el programa EditSeq Pro del Software ADNstar version 15, para obtener

la secuencia consenso.

Para realizar los analisis genéticos se utilizo el programa MegaAlign Pro del

software ADNstar v.15, el cual por medio del algoritmo ClustalW, realizé los
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alineamientos multiples de las secuencias obtenidas, asi como de las secuencias
de referencia obtenidas del banco de genes (GenBank) del Centro Nacional de
Informacion en Biotecnologia (National Center of Biotechnology Information (NCBI))

(Tabla 6).

Las comparaciones de los pares de bases y el grado de divergencia genética
(distancias genéticas) fueron obtenidas a partir de los alineamientos, mediante el

meétodo Kimura de doble Parametro (Kimura, 1980).

Los arboles filogenéticos fueron elaborados con la ayuda del método Neighbour-
Joing, a partir de la matriz de divergencia (Saitou and Nei, 1987). Para un soporte
estadistico de las agrupaciones en las secuencias de los arboles filogenéticos fue
utilizado un analisis con un “Bootstrap” de mil repeticiones (Felsenstein, 1985,

1981).

3.7 ANALISIS ESTADISTICOS

Para obtener los datos epidemiolégicos de las muestras se realizd una encuesta
(Anexo 1), en la cual se recopilé informacion referente a la edad, sexo, raza,
protocolo de vacunacion, asi como la signologia, tratamientos previos y pruebas de

laboratorio adicionales.
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Tabla 6. Secuencias de nucledtidos y aminodcidos del gen de la proteina de VP2 de
FPV/CPV publicadas en GenBank utilizadas en los andlisis genéticos.

NO. ACCESO NO. ACCESO ESPECIE
NOMBRE DE CEPA DE LA SEC. DE LA SEC. DE DE LUGAR DE ORIGEN BIBLIOGRAFIA
NUCLEOTIDICA | AMINOACIDOS ORIGEN

CPV2c-MX-AGC4 KY818849 AVL92767 canino Aguascalientes, Mx.

CPV2c-MX-BCN6 KY818850 AVL92768 canino Baja California Norte, Mx.

CPV2b-MX-BCN9 KY818853 AVL92771 canino Baja California Norte, Mx.

CPV2c-MX-GTO3 KY818861 AVL92779 canino Guanajuato, Mx.

CPV2c-MX-HGO6 KY818865 AVL92783 canino Hidalgo, Mx.

CPV2c-MX-MEX82 KY818857 AVL92775 canino Estado de México, Mx.

CPV2c-MX-MICH3 KY818871 AVL92789 canino Michoacan, Mx.

CPV2c-MX-MOR2 KY818874 AVL92792 canino Morelos, Mx.

CPV2c-MX-MOR6 KY818878 AVL92796 canino Morelos, Mx. Faz etal., 2019
CPV2c-MX-NAY4 KY818880 AVL92798 canino Nayarit, Mx

CPV2c-MX-NAY8 KY818883 AVL92801 canino Nayarit, Mx.

CPV2c-MX-PUE1 KY818884 AVL92802 canino Puebla, Mx.

CPV2c-MX-QRO6 KY818887 AVL92805 canino Querétaro, Mx.

CPV2c-MX-SON1 KY818889 AVL92807 canino Sonora, Mx.

CPV2c-MX-TAM1 KY818890 AVL92808 canino Tamaulipas, Mx.

CPV2c-MX-TAM7 KY818894 AVL92812 canino Tamaulipas, Mx.

CPV2c-MX-YUCA1 KY818895 AVL92813 canino Yucatan, Mx.

CPV2c¢-56/00 FJ222821 ACL27783 canino Italia

CPV2b-SAH FJ222822 ACL27784 vacuna' | ltalia

CPV2b-29/97 FJ222823 ACL27785 canino Italia

CPV2-388/05-3 FJ222824 ACL27786 canino Italia

CPV2c-110/07-27 FJ005236 ACL27701 canino Estados Unidos

CPV2c-128/08 FJ005246 ACL27711 canino Espafa

CPV2c-195/08 FJ005247 ACL27712 canino Bélgica Decaro et al., 2009
CPV2c-219/08-5 FJ005249 ACL27714 canino Italia

CPV2a-96/08 FJ005252 ACL27717 canino Italia

CPV2a-100/08 FJ005259 ACL27724 canino Italia

CPV2b-G82/97 FJ005260 ACL27725 canino Alemania

CPV2b-G162/97 FJ005261 ACL27726 canino Alemania

CPV2c-G7/97 FJ005196 ACL27661 canino Alemania

CPV2a-recUY364 KM457139 AIW67636 canino Uruguay Pérez et al. 2014
CPV2a-UY245 KM457132 AIW67608 canino Uruguay N
CPV2-vac2 JN625220 AEX97170 vacuna (estudio realizado en ) India

CPV2-vac3 JN625221 AEX97171 vacuna (estudio realizado en ) India Hingonekar et al
CPV2-vac4 JN625222 AEX97172 vacuna (estudio realizado en ) India 20122 "
CPV2-vacs JN625223 AEX97173 vacuna (estudio realizado en ) India

CPV2-vac6 JN625224 AEX97174 vacuna (estudio realizado en ) India

CPV2a-Sho-nan AB128923 BAD05015 canino Japon Hirayama et al., 2005
Merial vaccine FJ011097 ACM48326 vacuna (estudio realizado en) Taiwan | Juo, S.D., and Lin,
Pfizer/vaccine/06 EU914139 ACG68731 vacuna Estados Unidos M.Y., 2008°

FPV-1 JX048608 AF0O12257 gato Taiwan Liu et al, 2012*
FPV-GD (12/09/YGP) | KC473946 AGJ81125 gato China Lie et al., 2013°

" Cepa vacunal Duramune DAPPI+LC (Fort Dodge Animal Health). 2 Hingonekar,N.R., Patel,N.A., Tripathi,A.K., Joshi,C.G.
and Jhala,M.K. 2012. Canine parvovirus isolate vac2-5 VP2 gene, complete cds. Acc.No. IN625220-JN625224. Sin publicar.
3 Juo,S.D. and Lin,M.Y. 2008. Canine parvovirus strains Merial/vaccine/06 and Pfizar/vaccine/06 viral protein 2 gene,
complete cds. Acc.No. FJ011097 y EU914139. Sin publicar. * Liu, B.T., Tang, Z.X., Ren, C.B., Yin, Y.W. and Zhang,X.Z.
2012. Feline parvovirus isolate FPV-1 VP2 protein (VP2) gene, complete cds. Acc.No. JX048608. Sin publicar. ° Liu, B.T.,
Tang, Z.X., Ren, C.B., Yin, Y.W. and Zhang,X.Z. 2013. Feline parvovirus isolate FPV-GD(12/09/YGP) VP2 gene, complete
cds. Acc.No. KC473946. Sin publicar.
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Utilizando los datos de positividad a la prueba de inmunocromatografia se comparo
esta técnica con la de PCR utilizando una tabla de contingencia de 2X2, asi como
el valor predictivo de un resultado positivo/negativo, asi como, la fiabilidad o
eficiencia de esta prueba, utilizando el software WinEpi, diagnostico: evaluacién de

prueba, con un nivel de confianza de 95%.

Para conocer si la asociacidn entre las variables cualitativas (edad, sexo, tipo de
presentacion clinica, protocolo de vacunacion), con los subtipos de CPV se utilizé
la prueba no paramétrica de Chi-cuadrado (Software WinEpi, Epi Info).
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4 RESULTADOS.

41 LUGAR DE REALIZACION Y PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS.

Las muestras fueron procesadas en los Departamentos de Virologia y Genética
de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UANL. Aqui se realiz6
la extraccion del ADN, estandarizacion de PCR y PCR anidado, RFLP-PCR, la
electroforesis y documentacion de las muestras, la preparacion de los fragmentos
de genoma amplificados por PCR para su secuenciacion, asi como el

empaquetamiento de las muestras para el envio para su secuenciacion.

Asi mismo, parte de muestras (1-30) se procesaron por PCR y PCR-RFLP en
colaboracion con el Dr. Pedroza Roldan, en el Laboratorio de Genética Molecular
e Inmunologia del Centro Universitario de Ciencias Biol6gicas y Agropecuarias

de la Universidad de Guadalajara.

La secuenciacion de las muestras se realiz6 por una empresa ubicada en
Maryland, USA, denominada Macrogen, USA. El analisis de las secuencias y la
caracterizacion genética de las mismas se realizd en el Departamento de

Virologia de la FMVZ, de la UANL.
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4.2 AREA DE MUESTREDO.

En este proyecto participaron clinicas veterinarias de los siguientes municipios:

Apodaca, Monterrey, Salinas Victoria, San Nicolas de los Garza, San Pedro.

El total de muestras analizadas por municipio fueron las siguientes: del municipio
de Apodaca se analizaron 4 muestras, del municipio de Monterrey fueron 2
muestras, para el municipio de Salinas Victoria se analizaron en este estudio 52
muestras, 7 muestras procedieron del municipio de San Nicolas de los Garza, 10
fueron tomadas en el municipio de San Pedro Garza Garcia, de Escobedo fueron
procesadas 15 muestras, de Santiago se procesd una muestra y por ultimo, en

13 muestras no se llend la encuesta y no se estableci6 el lugar de procedencia

(Tabla 7).
Tabla 7. Municipio de procedencia de las muestras analizadas.
MUNICIPIO DE PROCEDENCIA NUMERO DE MUESTRAS PORCENTAJE DE
DE LAS MUESTRAS POR MUNICIPIO MUESTRAS POR MUNICIPIO
Apodaca 4 4%
Monterrey 2 2%
Salinas Victoria 52 50%
San Nicolas de los Garza 7 7%
San Pedro Garza Garcia 10 10%
Escobedo 15 14%
Santiago 1 1%
Sin lugar de procedencia 13 12%

Total 104 100
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4.3 TIPO Y CARACTERISTICAS DE LOS CANINOS Y DE MUESTRAS
ANALIZADAS

Todos los caninos fueron ingresados a las clinicas con cuadros gastroentéricos

y cuyos clinicos tenian como diagndstico presuntivo parvovirosis canina.

Para establecer el diagnodstico definitivo, los clinicos utilizaron pruebas
comerciales para la deteccibn de antigeno de Parvovirus en heces
(inmunocromatografia o snap) en el 81% de las muestras (84/103 muestras
positivas), confirmandose este diagndstico a través de este método solo en el
75% de los casos (78/103 muestras positivas) resultando 6 muestras negativas
por esta prueba. Sin embargo, de 6 muestras negativas a SNAP, 5 muestras

fueron positivas a PCR (1) y PCR anidado (4).

Se compararon los resultados obtenidos de las dos pruebas utilizadas para el
diagndstico de Parvovirus canino (SNAP y PCR), a través del calculo del valor
de kappa para estimar el grado de concordancia entre dos pruebas diagnosticas

con un nivel de confianza del 95% (con el programa WinEpi).

Obteniendo como resultado un grado de concordancia débil (kappa es igual a
0.271), con un grado de concordancia en porcentaje del 94% entre pruebas, la

especificidad del 100% y la sensibilidad del SNAP de 94% comparada con el PCR

PCR
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+ - Total
+ 78
I 78 0 84
- 5 1 6
Total 83 1 79

84
Grado de concordancia de pruebas: 94% (79/84)

Sensibilidad de IC comparado con PCR: 94% (78/83)
Especificidad de la prueba: 100% (1/1)

Por otro lado, se utilizaron distintas marcas comerciales de las pruebas de SNAP
para detectar antigeno de Parvovirus canino en heces. En el 44% (37/84) de las
muestras se utilizo la IC “Canine Parvovirus test Kit de la marca ApetCare”, en
el 32% (27/84) fue utilizada la “Rapid CPV Ag Test Kit Anigen de BioNote Inc”.,
en el 12% (10/84) fue usada la IC “Uranotest Parvo-corona (UranoVet)’,
comercializada en México por Norvety en el 10% se utiliz6 la Prueba SNAP Parvo

de la marca IDEXX y solo en una fue desconocida la marca comercial.

La marca comercial con mayor cantidad de falsos negativos y que fueron
positivas a PCR y PCR anidado fue el Rapid CPV Ag Test Kit Anigen de BioNote
Inc (4 muestras), mientras que para ApetCare resultd una muestra negativa pero
que fue confirmada como positiva por PCR. En las restantes marcas, los

resultados de la prueba rapida para antigeno concordaron con los del PCR.

En total, se analizaron 104 muestras clinicas, de las cuales, 42% (43/104)

presentaron diarrea sanguinolenta, el 33% (34/104) presento diarreas no
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sanguinolentas (heces mucoides y con tonalidades “mostaza”), el 18% (19/104)
presentaron signos como inapetencia y vomito recurrentes, sin diarrea, por
ultimo, en el 7% (7/104) de los casos no se obtuvieron datos del estado clinico o

inmunizacion de los caninos (Tabla 8).

De los datos tomados de la encuesta encontramos que el 8% (8/103) de las
muestras analizadas de los caninos, presentaron el protocolo de vacunacién

completo.

Por otro lado, las edades de los caninos analizadas en este estudio fueron
menores a 1 afo, a excepcion de un canino con protocolo completo de

vacunacion y de 3 afios (Anexo 1).

Tabla 8. Caracteristicas y cantidad de las heces para detectar CPV en

caninos del area metropolitana de Monterrey, N.L.

CARACTERISTICAS DE LA MUESTRA ANALIZADAS | PORCENTAJE
Heces mucoides y con tonalidades 10 9.7
mostaza

Di Heces mucoides y con tonalidades 24 23.3

jarrea ,

mostaza y emesis

Hemorragica 10 9.7

Hemorragica y emesis 33 32.0

. ) . 19 18.4

Sin Diarrea Inapetencia, emesis
Sin datos 7 6.8
Total 103 100

46



4.4 AMPLIFICACION DEL ADN DE CPV POR MEDIO DE LA REACCION EN
CADENA DE LA POLIMERASA (PCR).

4.4.1 DISENO DE OLIGONUCLEOTIDOS PARA EL GEN DE LA PROTEINA

VP2 DE CPV.

Para el disefio de los oligonucledtidos para el gen de la proteina VP2 se realizé
un alineamiento multiple de 70 secuencias completas de Parvovirus canino,
disponibles en el GenBank (alineamiento no incluido), se descartaron de estas
las secuencias que fueran 100% idénticas y en base a este alineamiento multiple
se localiz6 el marco de lectura abierto que codifica para la proteina VP2, que se
encontrd en el nucleotido 2783pb — 4540pb. La ubicacion del gen de la proteina
VP2, asi como de los oligonucleottidos seleccionados se establecié en base a la
secuencia completa de Parvovirus canino (Canine parvovirus, complete
genome), depositada en el banco de genes (Genbank) de la plataforma de
N.C.B.l., con numero de acceso NC _001539. Se disefaron 4 pares de
oligonucledtidos para amplificar un segmento de 1799pb (secuencia del gen de
la proteina VP2) y 3 segmentos de 390pb, 527 pb y 745 pb (secuencias parciales
del gen de la proteina VP2). El nombre, la secuencia, localizacion, Tm de los
oligonucledtidos y el tamafio del segmento que amplifican se muestran en la tabla
9. Por ultimo, la especificidad de los oligonucledétidos fue comprobada por el

programa Primer-blast de la plataforma NCBI (Ye et al., 2012).
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4.5 PCRY PCR ANIDADO PARA EL GEN DE LA PROTEINA VP2 DE CPV

El protocolo de PCR y PCR anidado para el gen de la proteina VP2 se
estandarizé bajo las condiciones del Departamento de Virologia Veterinaria de la
UANL, usando la vacuna comercial Virbac Parvigen monovalente (Parvovirus
Canino vivo cepa atenuada Cornell CVP/780916, 10°- 107 DICCso) y una muestra
fecal de cachorros con problemas digestivo positiva a la prueba de
inmunocromatografica especifica para Parvovirus canino. Utilizando el estuche
comercial PCR SuperMix y siguiendo las especificaciones del fabricante, se
utilizé las cantidades y concentracion de reactivos que se muestran en la tabla 5

por cada reaccion.

Para establecer la temperatura éptima de alineamiento de los oligonucledtidos se
realiz6 un gradiente de temperatura de 57°C, 58°C, 59°C, 60°C y 61°C,
obteniendo la temperatura de alineamiento 6ptima de 60°C, como se predijo con

los programas Primer Select y Primer blast (descrita en materiales y métodos).

Las condiciones de amplificacién para el PCR que se establecieron en esta

estandarizacion fueron las siguientes:

e un ciclo inicial (desnaturalizacion a 92°C - 3 min. y 4°C por 30 seg.);

e 30 ciclos (desnaturalizacion a 92 °C - 30 seg.; alineamiento de
oligonucledtidos de 60 °C — 30seg.; extension de 72°C — 1 min.) y

¢ un ciclo final (extension final de 72°C — 10 min. y 4°C-1 min.).

48



Tabla 9. Oligonucledtidos disefiados para el PCR y PCR anidado para amplificar el gen de la proteina VP2 de cepas de Parvovirus

canino.
TAMANO DEL
NOMBRE SECUENCIA SENTIDO LOCALIZACION Tm FRAGMENTO
AMPLIFICADO
CPV2747F GCCGGTGCAGGACAAGTAAA Codificante 2747 62.4
(forward)
390pb
CPV3137R CCCAAGCATTTGCATCAACCA Reversa 3137 60.6
CPV3124F TGCAAATGCTTGGGGAGTTTG Cgﬂ‘;ﬁgf 3124 60.6
527pb
CPV3651R GGTGGTAAGCCCAATGCTCT Reversa 3651 62.4
CPV3633F GAGCATTGGGCTTACCACCA Codificante 3633 62.4
(Forward)
745pb
CPV4378R ACCTTCCACCAAAATCTGAGT Reversa 4378 59.2
CPV2748F CCGGTGCAGGACAAGTAAAAAG | Roieene 2748 62.7
1779pb
CPV4527 CTAGGTGCTAGTTGAGATTTTTCAT | Reversa 4527 59.7

La ubicacion de los oligonucledtidos se establecio en base a la secuencia completa de Parvovirus canino (Canine parvovirus, complete
genome) del Genbank/N.C.B.l., con numero de acces NC_001539.
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La figura 4 muestra el segmento amplificado de un tamano de 1779pb y separado por

electroforesis de un PCR para la proteina VP2 del CPV.

«—1779pb

1500 pb

1000pb
800 pb

600pb
500pb

Figura 4. Resultado de la electroforesis de los productos de PCR del gen de la proteina VP2 de
CPV. Se realizé un PCR con los oligonucleétidos CPV2748F y CPV4527R que amplificaron un
producto de 1779pb con un programa de PCR de 30 ciclos (Desnaturalizaciéon: 95°C-30 seg.,
Alineamiento: 60°C-30 seg. y Extension: 72°C-1 min.) Carril 1. Marcador de Peso Molecular; Carril
2. Control Negativo (H20 para PCR); Carril 3. Vacuna Virbac monovalente; Carril 4. ADN de muestra
de cachorro positivo a inmunocromatografica a CPV.

Por otro lado, en una estancia de investigacion realizada en el Laboratorios de
Genética Molecular e Inmunologia del centro Universitario de Ciencias Biologicas y
Agropecuarias de la Universidad de Guadalajara a cargo del Dr. Cesar Pedroza

Roldan, en donde realizamos técnicas moleculares (PCR-RFLP) para la diferenciacion
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de cepas de Parvovirus canino, se realizé un PCR que amplificd un fragmento de 1042

pb del gen de la proteina estructural VP2 (Fig.5).

1500 pb
1000 pb

1042 pb

500 pb

Figura 5. Resultados de la electroforesis del PCR anidado para un fragmento de la proteina
VP2 del CPV. Se realizé un PCR con los oligonucleoétidos F y R con un producto de PCR de 1042 pb.
En la imagen podemos observar el marcador de peso molecular (carril 1), control negativo (carril 2) ,
muestra de cachorros del Hospital de Guadalajara (carril 3), control positivo vacuna Holland (carril 4)

y la muestra tomada en Nuevo Leén (carril 5).

Para el PCR anidado se utilizaron los oligonucledtidos CPV3633F y CPV4378R
localizados en el ultimo tercio del gen de la proteina VP2 y que amplificaron un
segmento de ADN de 745 pb. Las condiciones de temperatura y tiempos para PCR se
establecieron y fueron los mismo que para el PCR. Los resultados de la electroforesis

del PCR anidado se muestran en la figura 6.
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Figura 6. Electroforesis de los productos de PCR anidad del gen de Ila proteina estructural VP2
del Parvovirus canino. Se realiz6 un PCR con los oligonucleétidos CPV3633F y CPV4378R que
amplificaron un producto de 745 pb con un programa de PCR de 30 ciclos (Desnaturalizacion: 95°C-
30 seg., Alineamiento: 60°C-30 seg. y Extension: 72°C-1 min.) Carril 1. Marcador de Peso Molecular;
Carril 2. Control positivo Vacuna Virbac monovalente; Carril 3-6. ADN de muestra positivas a PCR
anidado para CPV.

De las 104 muestras analizadas 99 fueron positivas al PCR y 4 en el PCR anidado. La

unica muestra negativa fue positiva a inmunocromatografia (Anigen), corrida

nuevamente con una de la marca IDEXX siendo negativa a esta ultima y a la prueba

de PCR y PCR anidada, dando una positividad al PCR para CPV de 99% (103/104)

figura 7.
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10.5% 1%

B Muestras positivas a PCR

B Muestras positivas a PCR
anidado

m Muestras negativas

Figura 7. Muestras de 104 caninos con problemas digestivos. En este estudio, 92 muestras fueron
positivas a PCR, 11 muestras fueron positivas a PCR anidado y una muestra resulté negativa a PCR

y PCR anidado.

4.6 RESULTADOS DEL PCR- RFLP PARA PARVOVIRUS CANINO

Durante el analisis de digestion in silico con la enzima Mbo Il realizada con el programa
SeqBuilder del software ADNstar v. 15. se establecioé el patron de corte de esta, en dos
segmentos de PCR amplificados, uno establecido en este trabajo de investigacion de
1779pb con el cual se trabajaron 98 muestras y otro trabajado con Pedroza y
colaboradores de 1042pb (Pedroza-Roldan et al., 2015) y con el cual se trabajaron 30

muestras.

Los patrones de polimorfismos de longitud de los fragmentos de restricciéon de PCR

fueron constantes para las cepas vacunales CPV2, ya que solo presentaron dos sitios
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de restriccion para el fragmento de 1779 pb en las posiciones 293 y 1272 de este,
estableciendo para estos subtipos 3 segmentos (293 pb, 979 pb y 507 pb) (Fig. 10,
carril 4). Por otro lado, la cepa caracterizada como CPV2b mostré 3 sitios de corte en
las posiciones 215, 293 y 1272, dando un patrén de polimorfismo de 215pb, 78pb,
979pb y 507pb. Mientras que para las cepas CPV2c variaron los sitios de restriccion
de la enzima Mbo Il desde 2, 3 y 4 sitios de restriccion. Los fragmentos que presentaron
el sitio de restriccidn en dos posiciones (293 pb y 1328 pb) dieron como resultado tres
fragmentos de 293 pb, 1035 pb y 451 pb (Fig.10, carril 2). Algunas cepas presentaron
3 sitios de restriccion en la base 215, 293 y 1328, para dar un patron de polimorfismo
de 215pb, 78pb, 1035pb y 451 pb (Fig. 10, carril 3). Aquellos que presentaban 3 sitios
de restriccion en la posicion de los nucledtidos 293, 1272 y 1328 dieron un patron de
polimorfismo de 4 fragmentos con tamafios de 293 pb, 979 pb, 56 pb y 451 pb (Fig.10,
carril 5). Por otro lado, algunas cepas de CPV2c presentaron 4 sitios de restriccion
para la enzima Mbo I/, pero en las bases 215, 293, 1272 y 1328 del segmento de ADN
amplificado de 1779 pb, dando un polimorfismo de 5 segmento (215 pb, 78 pb, 979pb,

56pb y 451 pb) (Fig. 10, carril 6).

Para el fragmento de 1042 pb del PCR establecido por Pedroza (Pedroza-Roldan et
al., 2015) posicionado entre las bases 3384 y 4425 de la secuencia de CPV, se
obtuvieron 3 patrones de polimorfismo de longitud de fragmentos. Uno de los patrones
solo presento un sitio de restriccion para la enzima Mbo Il en la base 634 del fragmento

amplificado, dando como resultado dos segmentos, uno de 634 pb y otro de 408 pb,
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dicho patron obtenido con las cepas del tipo CPV2, CPV2a y CPV2b tanto por el
programa utilizado (Fig. 9) como por el PCR-RFLP de las muestras procesadas con el
Dr. Pedroza (Fig. 11). El segundo patron de polimorfismo que se obtuvo en aquellas
cepas donde se encontrd solo un sitio de restriccion, pero en la base 690, dando un
patrén de dos fragmentos, pero de 690pb y de 352 pb que se obtuvo en las cepas
CPV2c. Por ultimo, en cepas reportadas por Pedroza y colaboradores como CPV2c
(Pedroza-Roldan et al., 2015) se encontraron algunas secuencias que tenian dos sitios
de restriccion para la enzima Mbo [l ubicados en las posiciones 634 y 690,
estableciéndose un patron de tres segmentos de distinta longitud (634 pb, 56pb y 352
pb). Cabe mencionar que el sitio de restriccién en la base 690 estuvo presente solo en
las cepas del subtipo CPV2c dando un fragmento caracteristico de 352 pb para dicho

subtipo (Fig. 9y 11).
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Figura 8. Patrones de corte de la Enzima Mbo Il en un fragmento de ADN de 1779 del genoma de CPV, determinados con el programa
SeqBuilder del software ADNstar v.15. En la figura se pueden apreciar la posicion de los fragmentos de ADN amplificados por PCR y la posicién
de estos en el genoma de CPV, asi como la posicion los sitios de restriccion predichos por el programa para la enzima Mbo /I. A. Representan un
segmento del genoma del CP2 de la base 2748 a la 4600, se puede observar ademas la base del genoma donde inicia y termina el marco de lectura
abierta para la proteina estructural de la capside VP2 (2789-4537 pb). B-H. Representa el segmento de 1779 pb amplificado a través del PCR
establecido en este trabajo de investigacion al realizar un alineamiento con las secuencias CPV2 MX-VACVBC/17 (KY921606), CPV2a.96.08
(FJ005252), CPV2b-SAH (FJ222822), CPV2c-56 (FJ222821), CPV2c MX-DCR1 (KY921600), CPV2c MX-DCR4 (KY921603), CPV2c MX-DCR7
(KY921605), encontradas entre las bases 2748.- 4527. B-D. Representan los subtipos CPV2a, CPV2b y CPV2 respectivamente, los cuales poseen
dos sitios de corte en la base 293 y la 1272. E-H. Representan las Cepas PV2c con distintos polimorfismos de restriccion con la enzima Mbo I,
donde el sitio de restriccion en la base 1328 se presenta solo en el Subtipo CPV2c y es caracteristico de este. E. Representa el segmento de 1779
pb de las secuencias de CPV2c¢-56 (FJ222821) y CPV2c MX-DCR7/17 (KY921605) que presenta 3 sitios de restriccion en la base 293, la 1272 y la
1328. F. Por otro lado, la cepa CPV2c MX-DCR1 (KY921600) presenta solo 2 sitios de restriccion en las posiciones 293 y 1328. H. Lacepa CPV2c
MX-DCR4/17 presento 4 sitios de restriccion en las bases 215, 293, 1272 y 1328.
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Figura 9. Patrones de corte de la Enzima Mbo Il en un fragmento de ADN de 1779 pb y de 1042 pb del genoma de CPV, determinados
con el programa SeqBuilder del software ADNstar v.15. En la figura se pueden apreciar la posicion de los fragmentos de ADN amplificados
por PCR y la posicion de estos en el genoma de CPV., asi como la posicion de los cortes predichos por el programa para la enzima Mbo II. A.
Representa un segmento del genoma del CP2 de la base 2748 a la 4600, se puede observar ademas la base del genoma donde inicia y termina
el marco de lectura abierta para la proteina estructural de la capside VP2 (2789-4537 pb). B. Representa el segmento de 1779 pb amplificado a
través del PCR establecido en este trabajo de investigacion al realizar un alineamiento con la secuencia CPV2a.96.08, reportadas en el banco
de genes (FJ005252) cuya posicidon se encuentra entre las bases 2748-4527, la cual presenta dos sitios de corte en la base 293 y la 1272). C.
Representa el segmento de 1779 pb amplificado a través de una secuencia de CPV2c¢-56, reportadas en el banco de genes (FJ222821), la cual
presenta 3 sitios de corte en la base 293, la 1272 y la 1328, presentandose en las cepas de subtipo CPV2c el corte en la posicion 1238. D.
Representa el segmento de 1042 pb amplificado por el PCR disefiado por Pedroza y colaboradores, secuencia MX-GLD/7/11/13 reportadas en
el banco de genes (KM234978), cuya posicion se encuentra entre las bases 3384 y 4425, la cual presenta 2 sitios de corte en la base 634 y 690,
presentandose en las cepas de subtipo CPV2c el corte en la posicion 690 en este producto de PCR. E. Representa otro segmento de 1042 pb
amplificado por el PCR disefiado por Pedroza y colaboradores, secuencia MX-GLD/7/11/13 reportadas en el banco de genes (KM234979), la
cual solo presenta un sitio de corte en la base 690, presentandose caracteristica de las cepas de subtipo CPV2c.
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Figura 10. Patrones de polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion del fragmento de
1779 pb del genoma de CPV con la enzima Mbo Il. El control de la vacuna que representa el subtipo
CPV2 presenta un polimorfismo de fragmentos con una longitud de 293pb, 507 pb y 979 pb (carril 4),
la muestra CPV2b tiene un patrén de polimorfismo de 979 pb/507 pb/215 pb/78 pb (carril 7), mientras
que las muestras del subtipo CPV2c presentan distintos tipos de polimorfismo de fragmentos en su
longitud (293 pb/451 pb/1035 pb; 78 pb/215 pb/451 pb/1035 pb; 979 pb/451 pb/293 pb/56 pb y 979
pb/451 pb/215 pb/78 pb/56 pb) (carriles 2,3,5y 6), en estos patrones de polimorfismo el segmento que
representa las cepas del tipo CPV2c es el de 451pb. Carril 1. Marcadores de Peso molecular. Carril 2.
Muestra 63, Carril 3. Muestra 64, Carril 4. Muestra Control positivo de Subtipo CPV2 (vacuna Virbac),
Carril 5. Muestra 51, Carril 6. Muestra 48 , Carril 7. Muestra 59.

Figura 11. Patrones de polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion del fragmento de
1042 pb del genoma de CPV con la enzima Mbo II. Se puede el patron de polimorfismo con la enzima
Mbo Il de 634pb/408pb descrito por el subtipo CPV2, CPV2a, CP2b y los patrones de polimorfismo de
fragmento de una longitud de 690pb/352 pb y 634pb/352pb/56pb para el subtipo CPV2c donde el
fragmento de 352pb es caracteristico de este subtipo. Carril 1. Marcador de peso molecular. Carril 2.
Muestra de Guadalajara, Carril 3. el control positivo vacuna Holland, Carril 4. Muestra tomada en Nuevo
Ledn.
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Como se demostro tanto en los estudios de prediccidn de sitios de corte con la enzima
Mbo Il con el programa SeqBuilder del software v.15 de los sitios para los segmentos
de 1042pb y de 1779pb de los PCR para CPV establecidos por Pedroza y
colaboradores (Pedroza-Roldan et al., 2015) y en esta investigacion, las cepas o
variantes genéticas del subtipo CPV2c presentan patrones de polimorfismos de
fragmentos con distintas longitudes, siendo para estas constante solo el fragmento de
451 pb en el producto de PCR de 1779pb y una banda de 352pb para el producto de

PCR de 1042 pb (Pedroza-Roldan et al., 2015).

A través de PCR-RFLP se caracterizaron 93 muestras que fueron positivas al PCR, de
estas, 83% (77/93) presentaron los distintos patrones de polimorfismo sefialado para
el subtipo CPV2c (Fig. 10, 11y 12), el 1% (1/93) presentd una banda correspondiente
a los subtipos CPV2, 22, 2b; por ultimo, en el 16% (15/93) no se pudo determinar el
subtipo debido a que la cantidad de ADN en las bandas, resultado de la digestion, no
fue suficiente para poder observarlas en la fotografia de la electroforesis. Asi mismo,
no se pudo establecer el subtipo por este método en las 11 muestras que solo dieron

positivo al PCR anidado.

De este total de muestras se analizadas por PCR-RFLP, en 62 se utilizé el producto
de amplificacion de 1779pb, pudiendo observar hasta 6 patrones distintos de

polimorfismo, el patron mas frecuente fue el patrén con un 47% (29/62) fue el de 3
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bandas (293pb, 451pb, 1035pb), seguido de un patrén de cuatro bandas (78pb, 215pb,
451pb y 1035pb) con el 21% (13/62), el 13% (8/62) presentd un patron de 5 bandas
(56 pb, 78 pb, 215 pb, 451 pb, 979 pb), ademas un 14.5% (9/62) presentd 4 bandas
(56pb, 293pb, 451pb, 979pb), todas las anteriores con el fragmento de 415pb
correspondiente al tipo CPV2c. Por otro lado, solo se encontréo el 1.5% (1/62) que
correspondio con el subtipo CPV2b al momento de realizar la secuenciacién y dos
(4%) que correspondieron a las cepas vacunales CPV2. La tabla 10 muestra el total
de muestras y los patrones de polimorfismo que se obtuvieron al hacer la digestion del
fragmento de 1779 pb amplificado por PCR con la enzima Mbo |l. La figura 12 muestra
algunas de las muestras con distintos patrones de polimorfismo estudiadas en esta

investigacion.

Tabla 10. Patrones de Polimorfismos de longitud de fragmentos del producto de
PCR de 1779 pb.

Tipo de RFLP del fragmento de 1779pb Subtipo Numero de
3 bandas
(293pb, 507 pb, 979pb) CPV2 vacunas 2
4 bandas CPV2b 1
(78pb, 215pb, 507pb, 979pb).
3 bandas
(293pb, 451pb, 1035pb) CPV2c 29
4 bandas
(78pb, 215pb, 451pb y 1035pb) CPV2c 13
4 bandas
(56pb, 293pb, 451pb, 979pb) CPV2c 9
5 bandas CPV2c 3
(56 pb, 78 pb, 215 pb, 451 pb, 979 pb)

Total, de muestras 62
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Figura 12. Digestion del fragmento de 1779 pb del gen de la proteina VP2 del CPV con enzima
Mbo Il de las muestras procesadas. El control de la vacuna que representa el subtipo CPV2 presenta
un polimorfismo de fragmentos con una longitud de 293pb/507 pb/979 pb, mientras que las muestras
del subtipo CPV2c presentan distintos en esta imagen dos tipos de polimorfismo de fragmentos en su
longitud (293pb/451pb/1035pb; 78pb/215pb/451pb/1035pb; 56pb/78pb/215 pb/451 pb,/979 pb), y
para la Cepa CPV2c (muestra 59) presentod un patron de polimorfismo de 78pb/215pb/507pb /979pb.
En estos patrones de polimorfismo el segmento que representa las cepas del tipo CPV2c es el de
451pb. Carril 2. Muestra 36, Carril 3. Muestra 42, Carril 4. Muestra 44, Carril 5. Muestra 45, Carril 6.
Muestra 46, Carril 7. Muestra 48, Carril 8. Muestra 49, Carril 9. Control positivo de Subtipo CPV2
(vacuna Virbac), Carril 10. Muestra 50, Carril 11. Muestra 51, Carril 12. Muestra 52, Carril 13. Muestra
55, Carril 14. Muestra 56, Carril 15. Muestra 58 y Carril 16. Muestra 59, patron de polimorfismo para
CPV2, 223, 2b. (78pb, 215, 507pb, 979pb, donde la representativa de ).

4.7 SECUENCIACION DE UN SEGMENTO DE 1779 PB AMPLIFICADO POR PCR
DEL CPV

De un total de 104 muestras, procesadas por PCR y 93 muestras caracterizadas por
PCR-RFLP, se mandaron secuenciar 27 muestras seleccionadas en base a los

distintos patrones de polimorfismo resultado del PCR-RFLP para el subtipo CPV2c,
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una que obtuvo un patrén del subtipo (CPV2, CPV2a y CPV2) asi como 2 vacunas

usadas con mayor frecuencia por los clinicos de la zona (Virbac y Novibac).

De estos, fragmentos amplificados y purificados de 1779 pb, se enviaron entre 20 y 35
ng/ul para su secuenciacion. En las secuencias MX-DCR1/17, MX-DCR2/17, MX-
DCR3/17, MX-DCR4/17, MX-DCR6/17, MX-DCR7/17, MX-DCR22/18, MX-DCR41/18
y MX-DCR56/18, MX-DCR59/19, MX-DCR82/18, MX-DCR118/19, asi como para las
secuencias de las vacunas MX-VACVBC/17 y MX-VACNBVC/17 se obtuvieron
alrededor de 1200 pb en promedio con los oligonucledtidos codificante y reversa.
Mediante la edicidn de estas, se obtuvieron 1703 pb del gen de la proteina VP2, siendo
una secuencia parcial (1703/1748 pb). De estas 27 muestras solo en 14 se obtuvieron
las secuencias completas; en 11 muestras se reportaron (MX-DCR23/18, MX-
DCR66/18, MX-DCR73/18 y MX-DCR80/18) o se reportaran (MX-DCR17/19, MX-
DCR34/19, MX-DCR39/19, MX-DCR49/19, MX-DCR50/19, MX-DCR64/19 y MX-
DCR71/19) fragmentos mas pequefios (555-1000 pb) al banco de genes (GenBank)

de la plataforma del NCBI (Tab.11y 12).

4.8 RESULTADO DE ANALISIS FILOGENETICOS DEL GEN DE LA PROTEINA
VP2 DEL CPV.

El analisis de las secuencias ya reportadas mostro una similaridad del 98.2%

(1672/1703) al 99.7% (1697/1703) entre los nucledtidos en el gen de la proteina VP2
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entre cepas encontradas en Monterrey y su area metropolitana, incluyendo las dos

vacunas que fueron secuenciadas.

Tabla 11. Secuencias genéticas de CPV de Monterrey y su drea metropolitana reportadas en
el GenBank de la Plataforma NCBI

NO. ACCESO

NO. ACCESO DE LA

NO. MUESTRA SEC. NUCLEOTIDICA RfmlhAoi%(lngg SEXO ESPECIE/ RAZA EDAD VACUNAS MARCA MUNICIPIO
MX-DCR1/17 KY921600 AVP71831 | Macho Beagle 5m Si PzzTo
MX-DCR2/17 KY921601 AVP71832 | Hembra | Labrador | 5m Si Psej‘jrr‘o
MX-DCR3/17 KY921602 AVP71833 Macho | Pastor Belga | 2.5m No - Monterrey
MX-DCR4/17 KY921603 AVP71834 | Macho Mestizo 2m No PzzTo
MX-DCR6/17 KY921604 AVP71835 | Hembra Shi Tzu 4m No \S/Ii't'gf::
MX-DCR7/17 KY921605 AVP71836 | Macho Criollo 3m No \S/Ii't'gf::
MX-DCR22/18 MH480646 | QBGO5546 & Hembra Pitbull 25m | No \S/Ii't'gf::
MX-DCR23/18 MH480649 | QBGO5549 — Macho | Chihuahua | 6m No \S/Ii't'gf::
MX-DCR41/18 MH480647 QBG05547 | Macho Criollo 4m No \S/Ii't'gf::
MX-DCR56/18 MH480648 QBG05548 | Macho Lgf‘rg'rfs 4m No Apodaca
MX-DCR66/18 MH480650 | QBGO5550 = Macho | Chihuahua | 3m No \S/Ii't'gf::
MX-DCR73/18 MH480651 QBG05551 | Macho ;52?3.2 10m No —- | Escobedo
MX-DCR80/18 MH480652 QBGO05552 | Hembra | Blue Heeler | 6m No Niscilnas

Vacuna CPV .
MX-VACVBC/17 KY921606 AVPT1837 | |2 | Monovalente | - | ,oof. | Vitbac
MX-VACNBVC/ 17 KY921607 AVP71838 | Va%una |\ oiovalente | — | S%P@ | anisa
Novibac C154

Tabla 12. Secuencias genéticas de CPV de Monterrey y su drea metropolitana que seran
reportadas en el GenBank de la Plataforma NCBI

NO. ACCESO DE LA

NO. MUESTRA O E I, SEC, DE SEXO ESRECES EDAD | VACUNAS | MARCA | MUNICIPIO
: AMINOACIDOS (2L
MX-DCR59/19 Pe'r‘:é?;trz de Pe'r‘:é?:ttrz % | Macho | Chihuahua | 10m | No | — a0
MX-DCR118/19 Pendiente de Pendiente de San
registro registro Nicolas
MX-DCR17/19 Pendlgnte de Pendlgnte de Macho CocKer 5m No . Sglmqs
registro registro spaniel Victoria
MX-DCR3gig, | Fendientede | Pendientede o ppn | Griola | sm | No | . | Salinas
registro registro Victoria
MX-DCR50/19, Pe'r‘:é?;trz de Pe'r‘:é?:ttrz de Macho Criolo | 6m | No — | Escobedo
MX-DCR64/19 y Pendlgnte de Pendlgnte de Macho French 6m No . San
registro registro Poodle Pedro
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La divergencia en nucledtidos fue de 1.8-0.3% que corresponde a una variacion en de
31 a 6 pares de bases en las secuencias reportadas. Donde el porcentaje de
similaridad mas baja se dio entre la secuencia de MX-DCR4 y la MX-DCR56 (98.2%;
diferencia en 31 pb), esta ultima aislada de un coyote; por otro lado, la mas alta entre

las secuencias MX-DCR6 y MX-DCR2 (99.7%; diferencia en 3 pb) (consultar tabla 13).

Basados en la matriz de divergencia a partir de nucle6tidos de la proteina VP2 se
realiz6 un arbol filogenético como se describe en material y métodos, comparando las
cepas secuenciadas en este estudio con las reportadas en el GenBank en otros
estudios y las cepas utilizadas del GenBank, el numero de acceso y los autores se
pueden consultar en la tabla 16 en la seccion de materiales y métodos. En este arbol
se puede apreciar dos ramas principales, una para las cepas de Parvovirus felino
(FPV) y otro para las cepas de Parvovirus canino (CPV). Asi mismo, se puede
observar que existen en el grupo de CPV una clara divisidbn para aquellas cepas
correspondientes a los subtipos CPV2, donde se incluyen cepas vacunales que se
utilizan en México y el mundo, aqui se agrupan las cepas vacunales secuenciadas en
este estudio (Vaccine-vbc y Vaccine-nbcv), siendo estas las mas usadas en los
protocolos de vacunacion en esta area. Por otro lado, mientras que para los subtipos
CPV2a y CPV2c se forman dos grupos para cada subtipo, para el subtipo CPV2c se
derivan a partir de una sola bifurcacion, sin embrago se dividen en 5 grupos. Nuestras
cepas caracterizadas se agrupan en 3 de estos cuatro grupos. MX-DCR7 y MXDCR41

se agrupan con cepas de Europa (Espana, Bélgica, Italia y Alemania), en tanto que
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MX-DCR3, MX-DCR4, MX-DCR59 y MX-DCR118 forman un segundo grupo, por otro
lado, MX-DCR22 y MX-DCR82 se agrupan con cepas de CPV2c caracterizadas
recientemente en los estados de Querétaro, Hidalgo y Nayarit (Faz, et al., 2019).
Ademas, las cepas MX-DCR1, MX-DCR2, MX-DCR6 y MX-DCR56 se agrupa con una
cepa originaria de Estados Unidos. Por ultimo, se puede observar que la mayoria de
las cepas mexicanas caracterizadas recientemente se encuentran en un grupo, donde
se incluyen cepas de Tamaulipas, Guanajuato, Sonora, Michoacan, Aguascalientes,
Baja California Norte, Morelos, Puebla y Yucatan. Por otro lado, aunque en base a la
secuencia de nucledtidos las cepas MX-DCR59 estimada en este estudio y la MX-
BCN9 (Faz et al, 2019) caracterizada en un estudio previo, segun el arbol filogenético
las ubica en el subtipo CPV2c, sin embargo, en la posicion 426 se presenta el
aminoacido caracteristico de la Cepa CPV2b (D), y no el caracteristico para el subtipo

CPV2c DaxeE (Tabla 15).

Por otro lado, se analizaron también una secuencia de aminoacidos (567 aminoacidos)
de la proteina VP2, deducido a partir de la secuencia de nucledtidos obtenidas en este
estudio y se compararon con cepas de referencia del Genbank de Parvovirus Felino
(FPV)y los subtipos de CPV2, 2a, 2by 2¢ (Tabla 6, 11 y 12), encontrando sustituciones
de aminoacidos entre especies y subtipos. En la tabla 14 se muestra la matriz de
similaridad y divergencia de un segmento de 567 aminoacidos de la proteina VP2 de
cepas de CPV establecidas en este trabajo y las reportadas en el Gen Bank (Tabla 6,

11y 12).
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Tabla 13. Porcentaje de similaridad y divergencia basado en 1073 nucleétidos de la proteina VP2 entre cepas de CPV
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Figura 13. Analisis filogenético basado en un fragmento de ADN del gen de la proteina VP2 de cepas de CPV del area metropolitana de
Monterrey. Se realiz6 un alineamiento multiple de secuencias con el algoritmo Clustal W del programa MegaAlign Pro del software ADNstar v.15
con secuencias realizadas en este estudio (color rojo) y las reportadas en el GenBank (identificadas con numero de acceso del
GenBank/subtipo/cepa). Las comparaciones de los pares de bases y el grado de divergencia genética se realizaron con el método Kimura 2-
Parametro (Kimura, 1980), a partir de esta ultima se realizé con la ayuda del método Neighbour-Joing (Saitou and Nei, 1987) el arbol filogenético,
para determinar el soporte estadistico de las agrupaciones se utilizé un analisis con un “Bootstrap” de mil repeticiones (Felsenstein, 1985, 1981).
Las cepas de CPV caracterizadas del area metropolitana se agrupan con cepas reportadas en el GenBank dentro del subtipo CPV2c (color rojo)
en tres grupos, con otras secuencias reportadas en México y en otras regiones de Latinoamérica y Europa. La cepa CPV2b-MX-DCR59 al igual
que la MX-BCN9, aunque son del tipo CPV2b se agrupan en la topologia del arbol dentro junto con otras del subtipo CPV2c. Las cepas vacunales
se agruparon dentro del Subtipo CPV2. La distancia entre cepas y subtipos es proporcional al largo de las ramificaciones y los nimeros en la
bifurcacién indican la robustez estadistica de la topologia del arbol filogenético. CPV, Parvovirus canino; CPV2, Parvovirus canino subtipo 2;

CPV2a, Parvovirus canino subtipo 2a; CPV2b, Parvovirus canino subtipo 2b; CPV2c, Parvovirus canino subtipo 2c; FPV, Parvovirus felino.
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En ella podemos observar que el porcentaje de similaridad va del 97.1% hasta el 100%.
Como se puede observar en la tabla 12, con las secuencias utilizadas para el analisis
filogenético se pudieron encontrar entre cepas silvestre de FPV, CPV y vacunas
cambios de aminoacidos hasta en 45 posiciones diferentes en la secuencia de
aminoacidos deducida a partir de las secuencias de nucleotidos del gen de la proteina

VP2 utilizada para el analisis filogenético.

Los cambios de aminoacidos en las secuencias analizadas en este estudio fueron en
las posiciones 23, 44, 56, 66, 89, 87, 94, 101, 103, 105, 139, 144, 157, 178, 179, 186,
219, 232, 246, 258, 267, 270, 271, 274, 297, 300, 301, 305, 316, 321, 322, 323, 324,

350, 352, 375, 386 395, 417, 419, 426, 440, 455, 463, 564 y 568 (Tab. 15).

Estos datos fueron utilizados para establecer un alineamiento multiple de las
secuencias de aminoacidos de la proteina VP2, establecer la divergencia (Tabla 14 y
15) y en base a esta tabla elaborar el arbol filogenético, como se describe en materiales
y métodos, arrogando como resultado una division similar a la obtenida de los estudios
realizados con las secuencias de nucleétidos del gen para esta proteina y se puede

ofrecer como se puede observar en la figura 13.
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Tabla 14. Porcentaje de similaridad y divergencia basado en 567 aminoacidos deducidos de la proteina VP2
entre cepas de CPV

Percent ldentity

2 ‘ 3 4 5 6 7 8 9 |10 |11 |12 |13 |14 |15 |16 |17 |18 |19 | 20 |21 |22 |23 | 24 |25 |26 |27 |28 |29 |30 |31 |32 |33 |34 |35 |36 |37 |38 |39 |40 |41 |42 43 |44 |45 | 46 |47 | 48 | 49 | 50 | 51 | 52 | 53 | 54 | 55

1 996 |99.8 |982 | 982 |99.8 |99.8 |99.8 |99.8 |99.8 998 |998 |984 998 |982 |984 |98.1 |996 |97.9 |99.3 |993 |97.9 |981 |996 1998 998 |996 |99.6 |996 [996 |99.6 |99.8 |99.8 | 994 |996 | 996 |994 |998 |99.3 996 |982 |984 996 [995 |99.1 |99.8 |996 | 996 |988 |996 986 [993 |996 | 1
2 |02 998 99.5 | 996 |984 | 984 | 996 |996 | 99.6 |996 |99.6 996 996 |986 |99.6 |984 |986 |98.2 |995 |98.1 |99.1 |99.1 |98.1 |982 |994 |99.6 996 |994 |994 | 994 |994 |994 |996 |996 99.3 |994 |994 993 996 |99.1 |99.4 |984 |986 |99.5 |993 |989 |99.6 |995 | 995 |986 |995 |984 |99.1 |995 | 2
3 /0002 99.8 |982 1982 |99.8 |99.8 |99.8 998 |998 |99.8 998 |984 |99.8 | 982 |984 [98.1 |996 |97.9 |99.3 |993 |97.9 981 |996 |99.8 1998 |996 |99.6 | 996 [996 |99.6 |99.8 |998 994 |996 |996 994 |998 |99.3 1996 |982 |984 |996 |995 [99.1 |99.8 | 996 996 |988 |996 986 |993 [996 | 3
4 |04 /05|04 99.8 |98.1 981 | 996 | 996 | 99.8 |99.8 | 998 |99.5 998 |982 |99.5 |98.1 |98.2 |97.9 |993 |97.7 |99.5 |995 |97.7 |97.9 {100.0|99.8 |99.8 |100.0/99.6 | 99.6 [100.0 996 |99.8 |99.8 | 99.8 | 996 |100.0/ 994 |994 |99.6 |100.0/98.1 |98.2 |99.3 |995 |99.5 | 99.8 |100.0/100.0| 988 |99.6 1989 |993 |996 | 4
5 [02|04]02]02 982 |99.8 [99.8 [100.0{100.0/100.0/ 996 [100.0/984 |996 |982 |984 | 981 |995 |97.9 |99.3 |993 |97.9 |981 |998 |100.0/100.0/998 |99.8 |99.8 |998 |99.8 |100.0|100.0| 996 |99.8 | 998 |996 |996 |994 998 |982 |984 1995 [996 |99.3 [100.0/998 |99.8 |989 | 998 988 [995 |998 | 5
6 |18 16|18 |20 18 989 |984 |984 |98.2 |982 982 981 |982 |99.1 981 |986 |99.1 |99.1 |97.9 |984 |97.9 |97.9 |97.9 | 981 |98.0 982 |982 |98.0 980 |980 |980 980 |982 |98.2 |97.8 |980 980 |97.8 |980 |976 980 |989 |99.1 |97.9 |97.9 |97.5 |982 |98.1 |98.1 |97.2 |98.1 |97.0 |977 |981 | 6
7 |18 [16[18 |20 1811 984 /982 |982 982 |98.1 |982 991 |98.1 |996 995 |99.1 |97.9 1995 |97.9 |97.9 |97.9 |98.1 |980 |982 |98.2 | 980 |980 |980 980 |980 |982 982 |97.8 |980 |980 |97.8 |980 |97.6 |980 |100.0/99.1 |97.9 |97.9 975 |982 |98.1 |981 |97.2 |98.1 |97.0 |97.7 981 | 7
8 |02/04]02|04 021616 100.0/99.8 |99.8 |99.8 | 996 |99.8 | 986 |996 | 984 986 |982 |99.5 981 |995 |99.5 |98.1 |982 |99.6 |99.8 |99.8 | 99.6 |996 | 996 996 996 |99.8 |99.8 |994 |99.6 |99.6 994 |99.6 |99.3 | 996 | 984 |986 |995 |99.5 |99.1 |998 |99.6 | 996 |988 |99.6 |986 |993 996 | 8
9 1 02/04/02|04/02)|16|16 00 99.8 |99.8 [996 |99.8 | 986 |996 |984 |986 |982 995 |98.1 |99.5 995 |98.1 |982 |99.6 |99.8 |99.8 |99.6 | 996 | 99.6 |996 |996 |99.8 |99.8 |994 996 |996 |994 |996 |99.3 |996 |984 |986 |99.5 |995 |99.1 |99.8 996 |996 |988 996 |986 |99.3 |996 | 9
10 |02 |04 | 02|02 |00 |18 18 ]02]02 00.0/100.0/99.6 |100.0| 984 |99.6 | 982 |984 |98.1 |995 |97.9 |99.3 |99.3 |97.9 |98.1 |99.8 |100.0/100.0/99.8 |99.8 | 99.8 | 99.8 |99.8 [100.0{100.0/ 99.6 |99.8 |99.8 |99.6 1996 |994 |99.8 | 982 |984 |99.5 | 996 |993 |100.0|99.8 | 998 1989 |99.8 |988 |99.5 |998 | 10
11 /02 |04 |02 |02 |00 |18 |18]02|02]00 996 |100.0/984 |996 |982 984 |98.1 |995 |97.9 |99.3 |99.3 |97.9 |98.1 |99.8 [100.0{100.0/ 99.8 |99.8 | 998 |99.8 |99.8 |100.0|100.0|99.6 |99.8 | 99.8 |99.6 |99.6 | 994 |99.8 | 982 |984 |995 |996 993 [100.0/99.8 | 99.8 |989 |99.8 | 988 |995 998 | 11
12 |02 |04 02|02 ]00|18 |18 02[02]00]00 100.0/984 |99.6 [98.2 |984 |98.1 |995 |97.9 |99.3 993 |97.9 |98.1 |99.8 |100.0|100.0/99.8 |99.8 |99.8 |99.8 |99.8 [100.0{100.0/ 996 |99.8 |99.8 |99.6 |996 |994 |99.8 | 982 |984 |99.5 |99.6 |993 |100.0/99.8 | 998 989 |99.8 |988 |99.5 |998 | 12
13 /02 |04 |02 | 05|04 |20 2004|0404 04|04 982 {996 |981 982 |97.9 998 |97.7 | 991 |99.1 |97.7 |97.9 |994 996 |996 | 994 |994 | 994 |994 |994 996 |996 | 993 |994 | 994 |99.3 996 |99.1 |994 |98.1 |982 995 |99.3 989 |996 |99.5 | 995 |986 |995 |984 991 |995 | 13
14 |02 |04 |02 |02|00 |18 18[02|02 0000|0004 996 |982 |984 |98.1 |995 |97.9 993 [993 |97.9 981 |998 |100.0/100.0{99.8 |99.8 | 99.8 |99.8 |99.8 [100.0/100.0/ 99.6 |99.8 | 998 1996 996 |994 |99.8 |982 |984 |99.5 |996 [99.3 [100.0/99.8 | 99.8 989 [998 |988 995 |998 | 14
15 (16 |14 |16 |18 |16 |09 |09 |14 |14 |16 |16 |16 |18 |16 95.2 99.1 [99.3 |996 |98.1 [986 |98.1 |98.1 |98.1 [982 982 |98.3 [983 982 |982 |98.2 |982 |98.2 |98.3 983 |98.0 |982 | 982 |980 982 |97.8 982 |99.1 [100.0{98.1 |98.1 |97.7 |984 982 |982 |974 |982 |97.2 |979 [982 | 15
16 |02 |04 | 02 | 05|04 |20 20|04 |04 0404|0404 0418 982|979 995 |977 |99.1 1991 |97.7 |97.9 |994 |996 |99.6 | 994 |994 994 |994 |994 996 |996 |993 1994 |994 |993 |996 |99.1 |994 |98.1 |982 [99.5 |99.3 |989 996 [995 |995 |986 995 |984 |99.1 |995 | 16
17 |18 |16 |18 |20 |18 |14 |04 |16 |16 |18 |18 |18 |20 |18 |09 |20 99.0 |986 |97.4 |990 |97.9 |97.9 |976 |97.8 |98.0 |982 |98.2 |98.0 |98.0 980 |980 |98.0 982 |982 |97.8 1980 |980 |97.8 |98.0 |97.6 |980 |99.6 |99.1 |97.9 |97.7 |97.5 982 |981 |981 |97.2 981 |97.0 |97.7 |981 | 17
18 |16 |14 |16 |18 |16 |09 | 05|14 |14 |16 16 |16 |18 16|07 |18 |10 97.8 |990 981|981 |97.9 1981 |982 |983 |98.3 |982 |982 |982 |982 |98.2 |98.3 |983 |980 |982 |982 |980 982 |97.8 |982 | 995 |993 |98.1 |97.9 |97.7 | 984 |982 |982 974 |982 |97.2 |97.9 |982 | 18
19 |20 |18 20 |21]20|09 /09 18|18 |20 20|20 |21 |20|04 |21]|14]|03 97.4 |986 |97.7 |977 |97.6 |97.8 |97.8 | 980 980 |97.8 |97.8 |97.8 |97.8 |97.8 | 980 |98.0 |97.6 |97.8 |97.8 |97.6 |97.8 |974 |97.8 |99.1 |996 |97.7 |97.5 |974 981 |979 |97.9 |97.0 |979 |968 |97.5 |979 | 19
20 |04 |05 /0407 |05|21|21]05|05|05|05|05|02|05|20/|05)26|23|26 989 |989 |97.1 |97.3 |993 1994 [994 |993 |99.3 | 993 |993 |99.3 | 994 |994 [99.1 |993 | 993 |99.1 |994 989 993 |97.9 |981 1991 |988 |988 | 995 |993 |99.3 |984 |993 982 |989 |993 | 20
21 |21 ]20 2123 |21 |16 |05 |20 |20 |21 |21][21|23 |21 |14[23 |10 10|14 |28 97.5 97.5 |97.3 |974 |976 |97.8 |97.8 |97.6 |976 |97.6 |97.6 |976 |97.8 |97.8 |974 |97.6 |97.6 |974 |97.6 |97.2 |976 | 99.5 986 |975 |974 972 |979 |97.7 |97.7 | 968 |97.7 | 966 |974 |97.7 | 21
22 [07/09 /07 05|07 |21|21|05|05|07|07]07|09|07]20|09]|21 2023|1125 97.5 |97.7 |994 | 993 |993 1994 [99.1 |99.1 |994 [99.1 |993 |99.3 | 993 |99.1 |994 | 989 [99.1 |99.1 |994 |97.9 981 |989 |989 989 |993 |99.5 |995 |982 |99.1 |984 |988 |99.1 | 22
23 |07 /09 0705|0721 |21|05|05|07|07|07|09|07[20|09 212023 112500 975 977 |994 |99.3 |993 |994 99.1 |99.1 |994 |99.1 |993 |99.3 |99.3 |99.1 | 994 |989 |99.1 |99.1 |994 |97.9 |98.1 989 |989 |989 |99.3 |995 |99.5 |982 |99.1 | 984 |988 |99.1 | 23
24 [21]20 21 (23|21 |21 ]21]20 |20 |21 |21 [21|23 |21 /20|23 |24 21|24 |30|28)|25|25 97.6 |97.8 |97.8 |97.6 |97.6 | 97.6 |97.6 |976 |97.8 |97.8 |974 |97.6 | 976 |974 |97.6 |97.2 |97.6 |97.9 |98.1 |974 |97.2 |972 |97.9 |97.7 |977 |968 |97.7 |966 |974 |97.7 | 24
25 |20 |18 20 21|20 |20|20 |18 |18 |20 |20|20 |21 |20 18|21 |23 19|23 |28 26|23 23|02 97.8 |98.0 |980 |97.8 |97.8 | 97.8 |97.8 |97.8 |98.0 980 |976 |97.8 |97.8 |97.6 |97.8 |97.4 |97.8 | 981 |982 |97.5 | 974 |974 |981 |97.9 |979 |97.0 |97.9 | 968 |97.5 |97.9 | 25
26 |04 |06 |04 |00 02|20|20|04 /04|02 02/02|06|02|19 |06 |20 19 |22|07 |24 |06 |06 |24 22 99.8 100.0/99.6 | 996 [100.0/996 |99.8 |99.8 |99.8 | 996 |100.0| 994 |994 | 996 100.0/980 |98.2 |99.3 | 994 |994 |99.8 |100.0{100.0|98.7 |996 | 989 |99.3 | 996 | 26
27 {0204 /02 02|00 19|19 |02 |02|00|00]00|04 |00 17|04 |19 17|20 |06 |22]|07|07]|22]20
28 |02 /04 |02/0200|19|19|02 02|00 0000|04 /00|17 |04 |19 1720|086 |22|07 |07 |22 20
29 |04 |06 04 /00|0220|20|04|04|02|02|02|06|02]19|06 20 19|22 |07 24|06 |06|24]22
30 |04 /06|04 04 02|20|20|04 |04 |0202/02|06|02|19 |06 |20 19 |22|07 |24|09 |09 |24 22
31 |04 |06 04 04|02|20|20|04|04|02|02|02|06|02[19|06 2019|2207 24|09 |09]24]22
32 |04 |06 04 00|02 |20|20 |04 |04|02|02]02|06|02 19|06 |20 19|22 |07 |24 |06 |06]24 |22
33 |04 |06 04 04|02|20|20|04|04|02|02]02|06|02 19|06 |20 19|22 |07 |24|09|09]24 |22
34 02|04 /02 02|00 19|19 |02 |02|00|00]00|04 |00 17|04 |19 17|20 |06 |22]|07|07]|22]20
35 02|04 /0202|0019 |19|02|02|00|00|00|04 |00 17|04 |19 17]20|06|22]|07|07]|22]20
36 |06 |07 06 02|04 |22|22|06|06|04|04]04|07 |04 20|07 |22 20|24 |09 |26]|07|07]|26]24
37 |04 |06 04 04|02|20|20|04|04|02|02]02|06|02 19|06 |20 19|22 |07 |24|09|08]24]22
38 |04 |06 0400|0220 |20|04|04|02|02|02|06|02]19|06 20 19|22 |07 24|06 062422
39 |06 |07 /06 06|04 |22|22|06|06|04|04]04|07 |04 20|07 |22 20|24/|09 26|11 |11]26]24
40 |02 |04 0206 |04 |20|20 |04 |04|04|04|04|04|04]19|04 20 19|22 |06 24|09 092422
41 |07 /09|07 04 06|24|24|07 |07 |06 06 06|09 |06|22|09 |24 2226|111 |28|09/09|28) 26
42 |04 |06 04 00|02 |20|20|04|04|02|02|02|06|02|19|06 |20 19|22 |07 24|06 |06]24]22
43 |18 |16 |18 20 18 |11/00 |16 |16 |18 18 18|20 |18 |09 |20 |04 05/09|21|05|21|21|21 20
44 |16 |14 |16 |18 |16 |09 |09 |14 |14 |16 |16 |16 |18 |16 00 |18 |09 07|04 |20 |14 |20 |20]|20 |18
45 | 04 | 05|04 07 05|21]21|05/05|05 05/05|05|05/|20/05/|2120|23|[09|25/|11|11|27 25
46 | 05|07 /05 /05|04 |21|21|05|05|04|04]04|07 |04 20|07 |23 21|25 |12 |27 |11 |11]29 |27
47 |09 |11 /09 /0507 |25[25[09 /09|07 0707 |11 |07 |23 |11|2523 |27 |12 |29 |11 |11]|29 27
48 | 02|04 /0202|0018 | 18|02 |02|00 /0000|0400 16|04 |18 16|20 |05|21|07|07]|21]|20
49 |04 |05 /04 00|02 |20|20 |04 |04|02|02]02|05|0218|05|20 18 |21|07 |23|05|05]|23]21
50 |04 |05 /04 00|02|20|20|04|04|02|02]02|05|0218|05|20 18|21 |07 |23|05]05]23]21
51 |12 |14 12 12 |11 /29|29 |12 |12 |11 |11 [ 11|14 |11 |27 |14 |29 27|31 |16 32|18 18|32 31
52 |04 0504 04|02|20|20|04|04|02|02]02|05|0218|05|20 18|21|07 23|09 |08]23]21
53 |14 |16 |14 [ 11|12 31|31 |14 |14 |12 |12|12 |16 1229 |16 3129 |32 |18 |34 |16 |16 |34 |32
54 |07 /090707 |05|23|23|07|07|05|05]05|09|0521]09 2321|2511 |27 |12|12]|27 |25
55 |04 |05 /0404 |02|20|20|04|04|02|02]02|05|0218|05|20 18|21|07 23|09 |09]23]21

1 2 3 4 5 6 7 8 9 |10 |11 [ 12 |13 |14 |15 (16 |17 |18 |19 | 20 | 21 | 22 | 23 | 24 | 25

AB128923-CPV2a-shonna.seq
FJ005261-CPV2b-G162-97.seq
FJ005260-CPV2b-G82-97 seq
FJ005236-CPV2c-1100727 seq
FJ005196_CPV2c-G797.seq
EU914139_vaccine_Pfizer.seq
FJ011097_merial_vaccine.seq
FJ005259-CPV2a-100-08 seq
FJ005252-CPV2a-96-08.seq
FJ005249-CPV2c-219-085 seq
FJ005247-CP2¢-195-08 seq
FJ005246-CPV2c-128-08.5eq
FJ222822-CPV2b-SAH seq
FJ222821-CPV2¢-56.seq
FJ222824-CPV2-388-05-3.seq
FJ222823-CPV2b-29-97.seq
JIN625220_vac2.seq
JN625221_vac3.seq
JIN625222_vach.seq
JN625223_vach.seq
JING25224_vach.seq
CPV2a_recuy364 seq
CPV2a_uy245.seq

FPV KCA73946.5eq
FPV-1JX048608.1.seq
MX-TAM7 KY818894.1.seq
MX-YUC1 KY818895.1 seq
MX-TAM1 KY818890.1.seq
MXSON 1KY818889.1.5eq
MX-QR6 OKY818887.1.seq
MX-PUE1KY818884.1.5eq
MX-NAY8 KY818883.1.seq
MX-NAY4 KY818880.1.seq
MX-MORB KY818878.1.seq
MX-MOR2KY818874.1.seq
MX-MICH3KY818871.1.5eq
MX-HGO6 KY818865.1.seq
MX-GTO3 KY818861.1.5eq
MX-MEX82 KY818857.1.seq
MX-BCN9 KY818853.1.seq
MX-BCN2 KY818850.1 seq
MX-AGC4 KY818349.1.seq
vaccine-vbe.seq
vaccine-nbvc.seq

59seq

118.seq

MX-DCRG.seq

MX-DCRY.seq

MX-DCR1.seq

MX-DCR2.seq

MX-DCR4.seq

MX-DCR3.seq

MXDCR56 MH480648.1.seq
MX-DCR41 MH480647.1.seq
MX-DCR22 MH480646.1.seq



Tabla 15. Tabla de las sustituciones de aminoacidos en la proteina VP2 presentes en los subtipos de CPV del
area metropolitana de Monterrey, N.L.

Numero de posicion y tipo de aminoacido presente en las secuencias analizadas.

Subtipos FPV/ICPV | 23
FPV

CPV2
MX-VBC
MX-NBVC
CPV 2a
CPV 2b
CPV 2c
MX-DCR-1
MX-DCR-2
MX-DCR-3
MX-DCR-4
MX-DCR-6
MX-DCR-7
MX-DCR22
MX-DCR41
MX-DCR56
MX-DCR66
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MX-DCR80
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"Cambio en los aminoécidos inferidos a partir de las secuencias de nucleétidos del gen de la VP2 de vacunas reportadas en el Gen Bank: Vacuna Pfizer; Vacuna Merial; Vac 3, Vac
4, Vac 6. 2Cambios observados en las cepas mexicanas: MX-QRO6, MX-NAY4, MX-HGO6, MX-MEX82, MX-BCN2.% * Cambio no observado en vacunas reportadas a excepcion de
la Vac 5. ° Cambio en Vac 5 de losT. °Vacuna Pfizer, No.Acc. EU914139, presenta una l219K; Vac 4 presenta un cambio l219V. "Cambio 246N presente también en cepa MX-PUE1,
cepa MX-MICH3 presenta cambio l246F. ° Vacuna Pfizer presenta cambio CzzV. °Cambio Kz71R presente ademas en secuencias de aminodacidos VP2 reportadas de vacunas Merial,
Vac 2y Vac 6.

Continua en siguiente hoja...
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Numero de posicion y tipo de aminoacido presente en las secuencias analizadas.

Subtipos

FPV/CPV 274 297 300 301 305 316 321 322 323 324 350 352 375 386 395 417 419 | 426 440 455 463 564 568
FPV R S A T D \% N T D Y QR P D Q P N N N T T \% N A
CPV2 R S A T D \% N T N Y Q P N K P N N N T T V S G
MX-VBC R s™ A T | DS | 1" [ N7 | T N Y Q P N2 Q P N2 | N | N* T T% | V¥ | S G
MX-NBVC R S A T D \% N T N Y Q P N K22 P N N N T T V S G
CPV 2a R A G T Y \% N T N | Yine® Q P D Q P N N N | TIA% | T V S G
CPV 2b R | AIS?| G T Y \% N T N Y Q P D Q P N N D T T V S G
CPV 2¢ R A G T Y \% N T N Y Q P D Q P N N E T T V S G
MX-DCR-1 R A G T Y \% N T N Y Q p20 D Q P N N E A T V S G
MX-DCR-2 R A G T Y \% N T N Y Q P D Q P N N E A T V S G
MX-DCR-3 R A G T Y \% N T N Y Q P D Q P N N E T T V S G
MX-DCR-4 R A G T Y \% N | P®® | N Y Q P D Q P N N E T T V S G
MX-DCR-6 T A G T Y \% N T N Y Q P D Q R N N E A T V S G
MX-DCR-7 R A G T Y \% N T N Y Q P D Q P N N E T T V S G
MX-DCR22 R A G T Y \% N T N Y Q P D Q P N N E T T V S G
MX-DCR41 R A G T Y \% N T N Y Q P D Q P N N E T T V S G
MX-DCR56 R A G T Y \% N T N Y Q P D Q P N N E A T V S G
MX-DCR66 R A G T Y \% N T N Y Q P D Q P N N E T T V S G
MX-DCR73 R A G T Y \% N T N Y Q P D Q P N N E T T V S G
MX-DCR80 R A G T Y \ N T N Y Q P D Q P N N E T T V S G
MX-DCR59 R A G T Y \ N T N Y Q P D Q P N S D T T V S G
I\Dnz:(R1 18 R A G T Y \ N T N Y Q P D Q P N N E T T \% S G

" Cambio de aminoacido en Vac 5 en posicion SisA. "2 Algunas cepas de CPV2b en esta posicion presentan A/S. ® La vacuna Vac 5 presenta cambio AsG y Vac 6 AspD. ™
Vac 6 presenta cambios Tsoil. ®*Vac 5 presenta cambios DsosY. '® Vacunas Merial, Vac 2 y Vac 6 presentan cambio Vsssl. "7 Se presenta cambios Ns21K en algunas CPV2b-SAH y
Vach. '® Las cepas mexicanas MX-BCN2 y MX-BCN9 presentan cambio Ts22S. '° Algunas cepas uruguayas presentan cambio Yszl. 2°Cepa mexicana MX-MEX82 presenta
cambio Pss2A. 2' Cepas vacunales incluidas en este estudio presentan cambio DszsN a excepcion de la Vac 5 que presenta un D. 22 Cepa Vac 4 presenta cambio QsesK y cepas
vacuna Pfizer QsssR. ° Cepas Vac 3 y 4 presentan cambio N417K. 2* Vacuna Vac 5 y MX-BCN tiene cambio N4zsD. 2 Algunas cepas CPV2a de Uruguay poseen cambio TasA, asi
como las cepas CPV2c mexicanas, MX-TAM7, MX-SON1, MX-NAY8, MX-MICH3, MX-GTO3, MX-BCN2, MX-AGC4. % Vac 6 presenta cambio TsssA. 2 Vac 2 presenta cambio
Vaesl. FPV, Virus de Panleucopenia Felina; CPV, Parvovirus canino; CPV2, CPV2a, CPV2b y CPV2c, subtipos de Parvovirus canino; MX-VBC y MX-NBVC, secuencias de
aminoacidos de cepas vacunales de CPV usadas en Monterrey, N.L.; MX-DCR-1-118, secuencia de aminoacidos de muestras de CPV de Monterrey y su area metropolitana.

A, alanina; C, Cisteina; D, acido aspartico; E, acido glutamico; G, glicina; H, histidina; I, isoleucina; K, lisina; L, leucina; M, metionina; N, asparagina; P, prolina; R, arginina; S,
serina; T, treonina; V, valina; Y, tirosina.
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4.9 ANALISIS ESTADISTICOS DE LOS RESULTADOS

No se pudo establecer una asociacion entre las variables cualitativas de edad, sexo,
tipo de presentacion clinica o protocolo de vacunacion con la presencia del virus CPV
o con los subtipos CPV2c y CPV2b, ya que, por una parte solo una muestra fue
negativa, debido a que los animales que se muestrearon presentaban problemas
digestivos, por otra parte, solo se presentd en una muestra el subtipo CPV2b y las
variables cualitativas de los caninos de esta muestra fueron similares las que se

presentaron en otros caninos que presentaron el tipo CPV2c.
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Amino Acid Substitution per 100 residues
Bootstrap Trials = 1000, seed = 111

AVL92812-MX-TAM7-México
AVL92807-MX SON 1-México
62.0] AVL92801-MX-NAY8-México
AVL92779-MX-GTO3-México
AVL92767-MX-AGC4-México
———— AVL92789-MX-MICH3-México
AVL92802-MX-PUE1-México
AVL92813-MX-YUC1-México
AVL92808-MX-TAM1-México
+q AVL92796-MX-MOR6-México
AVL92792-MX-MOR2-México
AVL92805-MX-QR6-México
AVL92775-MX-MEX82-México

AVL92798-MX-NAY4-México
AVL92783-MX-HGOB-México N
151 AVL92768-MX-BCNB-México

A ———— AVL92771-MX-BCN9-México
MX-DCR118-México
AVP71833-MX-DCR3-México
QBG05546-MX-DCR22-México

MX-DCR59-México

442

22.9
QBG05547-MX-DCR41-México

ACL27714-CPV2c-219/08-5-Italia
ACL27712-CP2c-195/08-Bélgica
ACL27711-CPV2c-128/08-Espafia
— L] ACL27783-CPV2c-56/00-Italia
AVP71836-MX-DCR7- México
ACL27661-CPV2¢c-G7/97-Alemania

| ACL27701-CPV2¢c-110/07-27-Estados Unidos
AVP71835-MX-DCR6-México

131 =1 AVP71831-MX-DCR1-México
H Lz AVP71832-MX-DCR2-México
. 928 AIWB7636-CPV2a-recUY364-Uruguay
AIW67608-CPV2a-UY245-Uruguay

03— 271 ACL27784-CPV2b-SAH-ltalia
AEX97173-vach
FJ222823-CPV2b-29/97-ltalia

57.4 216 | BAD05015-CPV2a-Sho-nan-Jap6n
ACL27725-CPV2b-G82/97-Alemania

97.9

87.6

ACL27724-CPV2a-100/08-Italia
228 ACL27717-CPV2a-96/08-Italia
— ACL27726-CPV2b-G162/97-Alemania

534 [ ACM48326-Merial vaccine
72.9 —1"° " AVP71837-MX-VACVBC/17-México

AEX97174-vac6
R — AEX97170-vac2

| 743 ACL27786-CPV2-388/05-3
26.6 5 AVP71838-MX-VACNVBC/17-México
AEX97172-vac4
AEX9717#vac3

CG68731-Pfizer/vaccine/05-USA

99.6 ———— AGJ81125-FPV-China
AFO12257-FPV-1-Taiwan

2.6
2

QBG05548-MX DCR56-México
AVP71834-MX-DCR4-México



Figura 14. Analisis filogenético basado en 567 aminoacidos del gen de la proteina VP2 de cepas de CPV del area metropolitana de
Monterrey. Se realiz6 un alineamiento multiple de secuencias con el algoritmo Clustal W del programa MegaAlign Pro del software ADNstar version
15 con secuencias realizadas en este estudio (color rojo) y las reportadas en el GenBank (identificadas con nimero de acceso del GenBank-subtipo-
cepa-pais de origen). El grado de divergencia genética se realizé con el método Kimura 2-Parametro (Kimura, 1980), a partir de esta ultima se
realizd con la ayuda del método Neighbour-Joing (Saitou and Nei, 1987) el arbol filogenético, para determinar el soporte estadistico se utilizé un
analisis con un “Bootstrap” de mil repeticiones (Felsenstein, 1985, 1981). Las cepas de CPV caracterizadas del area metropolitana se agrupan con
cepas reportadas en el GenBank dentro del subtipo CPV2c, CPV2b y CPV2 (color rojo), con otras secuencias reportadas en México y en otras
regiones de América y Europa. Las cepas vacunales se agruparon dentro del Subtipo CPV2. Los numeros en la bifurcacion indican la robustez
estadistica de la topologia del arbol filogenético. El largo de la rama es proporcional a la distancia existente entre cepas de CPV. CPV, Parvovirus
canino; CPV2, Parvovirus canino subtipo 2; CPV2a, Parvovirus canino subtipo 2a; CPV2b, Parvovirus canino subtipo 2b; CPV2c¢, Parvovirus canino

subtipo 2c; FPV, Parvovirus felino.
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5 DISCUSION

La parvovirosis es una de las enfermedades digestivas en canino mas importante a
nivel mundial, con altas tazas de morbilidad y de letalidad (Mylakanis et al. 2016). En
Monterrey y su area metropolitana ocupa una de las primeras razones de consulta en
caninos con protocolos de vacunacion incompleta o sin vacaciones, después de las
parasitosis (comunicacion personal de veterinarios de clinicas participantes en el

estudio).

Al momento, en el area metropolitana de Monterrey, N.L., no se han realizado estudios
para establecer la prevalencia, incidencia o las variantes genéticas de Parvovirus
canino que prevalecen y circulan en poblaciones caninas del area, como se han

realizado en otros estados del pais (Pedroza et al., 2014; Faz et al., 2019).

En este estudio participaron MVZ que ejercen en clinicas del area metropolitana de
Monterrey, de los municipios de Apodaca, Salinas Victoria, San Nicolas de los Garza,
San Pedro Garza Garcia, General Escobedo, Santiago y Monterrey, quienes
recolectaron las muestras y los datos epidemiolégicos mediante una encuesta,
tomando un total de 104 muestras que fueron remitidas al laboratorio de Virologia

Veterinaria de la UANL.

Para los caninos muestreados, después de descartar parasitosis, el diagnéstico

presuntivo que realizaron los médicos veterinarios fue parvovirosis. Para establecer el
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diagndstico definitivo, los clinicos utilizaron pruebas comerciales para la deteccion de
antigeno de Parvovirus en heces (inmunocromatografia o snap) en el 81% de las
muestras (84/103 muestras positivas), confirmandose este diagnostico a través de este
meétodo solo en el 75% de los casos (78/103 muestras positivas) resultando 6 muestras
negativas por esta prueba. Sin embargo, de 6 muestras negativas a SNAP, 5 muestras

fueron positivas a PCR (1) y PCR anidado (4).

Al comparar estos resultados y establecer la concordancia entre las dos pruebas
(SNAP y PCR) se determiné que fue del 94%, la especificidad del 100% vy la
sensibilidad del SNAP comparada con el PCR de 94%, reafirmando en este estudio lo
descrito por otros investigadores donde compararon estas dos pruebas y cuya
sensibilidad del SNAP vs. PCR resulto mas baja que en nuestro estudio, de un 15.8%-
26.3% (Schmitz et al., 2009) al 56.16% (Desario et al., 2005). Con respecto a esto, en
este estudio las muestras que resultaron negativas al SNAP fueron positivas a PCR
(1) y a PCR anidado (4), lo que sugiere que la cantidad de viriones presentes era bajo
en las muestras, esto concuerda con los resultados obtenidos por otros investigadores
que concluyeron que la prueba de SNAP tiene menor sensibilidad que el PCR, debido
a la baja presencia de antigeno en heces en algunos caninos o la presencia de
anticuerpos en tracto digestivo que pueden neutralizar las particulas virales (Desario

et al., 2005; Schmitz et al., 2009).

Por otro lado, las marcas comerciales de las pruebas de SNAP para Parvovirus que

se usaron fueron: 44% (37/84) Canine Parvovirus test Kit de la marca ApetCare, 32%
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(27/84) fueron Rapid CPV Ag Test Kit Anigen de BioNote Inc., 12% (10/84) fueron
Uranotest Parvo-corona (UranoVet) y comercializada en México por Norvet y 10%
Prueba SNAP Parvo de la marca IDEXX y solo en una fue desconocida la marca
comercial. La marca comercial con mayor cantidad de falsos negativos y que fueron
positivas a PCR y PCR anidado fue el Rapid CPV Ag Test Kit Anigen de BioNote Inc
(4 muestras), mientras que para ApetCare resultd una muestra negativa pero que fue
confirmada como positiva por PCR. Analizando la informacion estas marcas
comerciales de inmunocromatografias para antigeno de Parvovirus se pudo observar
que la prueba comercial de Rapid CPV Ag Test Kit Anigen de BioNote Inc fue la que
detectaba menor cantidad de antigeno en heces (10* DICCso /0.1ml). Este resultado
concuerda con lo sugerido por Decaro y colaboradores (2013) que sefalan que la
sensibilidad de las pruebas que detectan antigeno depende de varios factores, entre
ellas, la cantidad de antigeno presente en la muestra y, por otro lado, la marca
comercial, y que, comparadas con el PCR, la inmunomicroscopia electronica, y el

aislamiento la IC es menos sensible.

Con respecto a los datos obtenidos de las encuestas sobre la sintomatologia, solo el
42% de los caninos presentd una diarrea hemorragica abundante y el 32% presentaba
ademas emesis, mientras que el 33% presentaron diarrea, pero de tipo mucoide, con
tonalidades mostaza, de las cuales el 23 % presenté ademas emesis. Por otro lado,
solo el 18% presento emesis e inapetencia, esto concuerda con estudios realizados

en otros paises donde los caninos diagnosticados con parvovirosis presentaban
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sintomatologia muy variada, desde diarrea hemorragica, emesis, diarrea mucoide

mostaza a café e inapetencia.

En este estudio, 102 muestras fueron obtenidas a partir de cachorros menores a un
afo, que no presentaban vacunacién o que presentaban protocolos de vacunacion
incompletos y que fueron positivos a parvovirus canino, por otro lado, solo se presenté
un caso de parvovirosis en un canino de 3 afos con protocolo de vacunacion completa
y un canino de 1.5 afos. Lo que concuerda con lo reportado en otras investigaciones,
donde se ha descrito que la edad mas frecuente en la que se infectan los caninos con
parvovirus son las primeras etapas de vida de este, sobre todos aquellos cachorros
que no adquirieron inmunidad pasiva suficiente o que se encuentran en el hueco
inmunoldgico (entre la pérdida de la inmunidad materna (1-1.5 meses de vida) y la
adquirida por inmunidad por vacunacion), esto comprende los primeros 3-4 meses de

vida (Pollock and Coyne, 1993).

Por otro lado, solo el 8% de las muestras fueron a partir de caninos que presentaron
protocolo completo de vacunacion con cepas de vacunas pertenecientes a la variante
CPV2, si bien el porcentaje de caninos que presentaron fallas en la vacunacién es
menor, las causas de la no proteccidén en estos caninos no se pudieron establecer en
este estudio, la mayoria de los caninos eran menores de 1 aflo (3 de estos tenian 5
meses, y uno de 4, 5, 6 y 9 meses respectivamente). De estos caninos murié uno de
5 meses y el de 4 meses. Con respecto a este tema, se realiz6 un estudio en Australia,

donde examinan casos de fallas en los protocolos de vacunacién y la adquisicion de
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parvovirosis, este estudio concluyé que el tipo de cepa vacunal no establa relacionada
con la falla en la vacunacion, pero sila edad en la que iniciaba (entre 10 a 12 semanas)
o terminaba el protocolo de vacunacion antes de las (16 semanas), siendo este un
factor de riesgo para adquirir la parvovirosis a pesar de la vacunacion (Altman et al.,
2017). En base a la edad a la que se debe iniciar el protocolo de vacunacion, algunos
autores concuerdan en que ademas de la edad, la inmunidad materna adquirida a
través del calostro también es determinante en la falla de la vacunacion, ya que a esta
los anticuerpos capturan las particulas virales vacunales y no se estimula lo
suficientemente adecuado para establecer inmunidad especifica (Decaro and

Buonavoglia, 2012b).

Como ya se menciond anteriormente, en este estudio se tomaron solo muestras de
animales con problemas gastrointestinales sugerentes de parvovirosis, por lo que el
99% (103/104) de las muestras fueron positivas a parvovirus canino por PCR y PCR
anidado, aqui se amplificé un segmento de 1779 pb que incluian un segmento de 1703
pb de la proteina VP2. En la mayoria de estas la secrecion de virones en heces fue
suficiente para detectarla al PCR, mientras que en un 4% se necesitd realizar PCR
anidado. Esto corrobora lo descrito por otros autores que establecen que después de
los 7 dias la infeccion, la secrecion del virus en heces es abundante y que puede ser
detectada por multiples pruebas, entre ellas la PCR que es altamente sensible (Decaro

etal., 2013).
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Ademas del diagnéstico especifico realizado mediante PCR y en colaboracion con el
Dr. Pedroza Roldan se realiz6 el protocolo modificado de Buonavoglia (Buonavoglia et
al., 2001) con la finalidad de diferenciar las cepas CPV2c de los subtipos CPV2, CPV2a
y CPV2b mediante PCR-RFLP, utilizando la enzima de restriccion Mbo II. Esta enzima
corta en un sitio de restriccion en el nucle6tido 1328 del segmento de 1779 pb
amplificada en el protocolo de este estudio y en la base 690 correspondiente al
segmento de 1042 pb amplificada en el estudio de Pedroza y colaboradores y que
corresponde al cambio de aminoacido Da42sE especifica del subtipo CPV2c (Pedroza-
Roldan et al., 2015). Con este protocolo de PCR-RFLP modificado, se lograron
caracterizar 77/93 muestras como del subtipo CPV2c, mientras que solo 1 presento la
banda correspondiente al subtipo (CPV2, CPV2a y CPV2b) y asi como las vacunas
utilizadas como control de CPV2. Interesantemente, las cepas establecidas como
CPV2c presentaron ademas del sitio de restriccion caracteristico para el CPV2c, otros
sitios de restriccion, dando un patron de polimorfismo de 3,4 y 5 bandas, donde la
banda de 451pb se presentd en todas las cepas de CPV2c y fue caracteristico de
estas, mientras que para el subtipo CPV2 se presentaron 3 bandas y para el CPV2b
se presentaron 4 bandas donde la banda de 507pb fue distintiva para estas cepas
(Tabla10 y Fig. 8-12). Esta metodologia se ha usado para realizar un tamizaje previo
a la secuenciacion en estudios epidemioldgicos de CPV2 obteniendo siempre la
diferenciacion del subtipo CPV2c de los demas subtipos (Duque-Garcia et al., 2017;

Saei and Dastmalchi, 2017; Pérez et al., 2007; Pintos et al., 2011).
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A través de este método no se pudo realizar la diferenciacion entre los subtipos CPV2,
CPV2a o CPV2b y al igual que en otras investigaciones la diferenciacion se establecio
a través de la secuenciacion y analisis genéticos (Decaro et al., 2006; Miranda et al.,

2016).

En este estudio se eligieron 27 muestras con distintos patrones de polimorfismo, asi
como con mayor cantidad de producto de PCR amplificado, de las cuales se pudieron
obtener en 14 de ellas un fragmento de 1703 pb del gen de la proteina VP2, siendo
una secuencia parcial (1703/1748 pb) de esta proteina ubicada en la region 5°de la
secuencia de nucledtidos; por otro lado, en 11 solo se obtuvieron secuencias parciales
donde se pudo identificar el subtipo CPV2c y en 2 de ellas no se pudo caracterizar el
subtipo presente en la muestra por la calidad de la secuencia. Por este método se
logré corroborar los resultados establecidos mediante PCR-RFLP para las cepas del
subtipo CPV2c y establecer que la cepa con patrén de los subtipos (CPV2, CPV2ay
CPV2b) pertenecia al subtipo CPV2b, mientras que las vacunas fueron caracterizadas

como del tipo CPV2.

Al realizar los analisis genéticos, comparando las cepas secuenciadas con cepas
depositadas en el GenBank y provenientes de distintos paises del mundo (Tab.6)
(cepas publicadas en el GenBank solamente). Se utilizaron 2 cepas de Parvovirus
felino que se pueden observar como un grupo separado de las cepas de Parvovirus
caninos. Las cepas secuenciadas en este estudio se distribuyeron en 5 filogrupos. La

vacuna monovalente de la marca comercial Virbac, cepa 780926 (MX-VACVBC/17
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(KY921606)) y la vacuna monovalente Novibac, , cepa C154 de la marca comercial
Lapisa (MX-VACNBVC/ 17, (KY921607)) se agruparon con otras vacunas
pertenecientes al subtipo CPV2 descritas en estudios previos por Hingonekar y
colaboradores en la India en 2018, Hiroyama y colaboradores en el 2005 y Juo y Lin

en 2008.

Por otro lado, Las cepas MX-DCR41 y MX-DCR7 se agruparon con cepas europeas
de Espafia, Bélgica, Italia y Alemania (Decaro et al., 2009). Mientras que las cepas
MX-DCR4, MX-DCR3 MX-DCR118 fueron segregadas en un grupo separado del
CPV2c. En tanto las cepas MX-DCR22 se agrupo con cepas mexicanas de Querétaro,
Nayarit, Hidalgo y Edo. de México (Faz et al., 2018). Por otro lado, las cepas MX-
DCR6, MX-DCR1, MX-DCR2 y MX-DCR56 se agruparon con una cepa originaria de
USA (Cepa 110/07/27) (Decaro et al., 2009). En tanto el resto de las cepas mexicanas
analizadas por Faz (2018) se agruparon en 3 clusteres separados como se observa
en la figura 13. Esto demuestra que las cepas que circulan en el area Metropolitana de
Nuevo Ledn son genéticamente diferentes a las presentes en el resto de la Republica
Mexicana y su procedencia podria ser de distintos origenes (Estados Unidos, Europa
y del mismo México) y que han evolucionado en forma separada, cuando las
comparamos con las presentes en el resto de la Republica Mexicana (Faz et al., 2018;

Pedroza-Roldan et al., 2015)

Interesantemente, la cepa MX-DCR59 cuya secuencia fue generada en este trabajo y

la cepa MX-BCN9 (Faz et al., 2018) en el analisis genético basado en 1703 pb del gen
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de la proteina VP2 se agrupan con cepas de la variante CPV2c, y cuando se analiza
el cambio en el aminoacido que genera el aminoacido en la posicion 426 presentan el
aminoacido D correspondiente al subtipo CPV2b. Por otro lado, al igual que en los
estudios realizados por otros investigadores en México (Faz et al., 2018; Pedroza-
Roldan et al., 2015), en este estudio no se encontré ninguna cepa caracterizada como

CPV2 o CPV2a.

Para establecer si la diferencias en los nucleotidos se reflejaban en los aminoacidos
de la proteina se infirié la secuencia de aminoacidos (567 aa) de la proteina VP2 y en
base a esta se realiz6 un arbol filogenético, en el cual, no se encontré variacion la
agrupacion de las cepas anteriormente descritas en base a nucleotidos (datos no

mostrados).

Por otro lado, se analizaron los cambios de aminoacidos en las cepas secuenciadas
en este trabajo y las reportadas por otros autores en cepas de FPV, CPV2, CPV2a,
CPV2b y CPV2c, encontrandose diferencia en hasta 45 posiciones como se describe
en la seccion de resultados. Con respecto a esto, Thompson y colaboradores
establecen en su articulo del 2016, los cambios que se han observado en los
aminoacidos de la proteina VP2 y que ha generado la aparicion del Parvovirus canino
y sus subtipos CPV2, 22, 2b y 2c a partir del Parvovirus felino (FPV). La evolucion del
FPV al CPV2 representd 6 cambios de aminoacidos; del CPV2 al CPV2a con cambios
en 5 aminoacidos; presentando 2 cambios del CPV2a al CPV2b y por ultimo un solo

cambio del CPV2b al CPV2c (Fig. 1).
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Las cepas vacunales secuenciadas en este estudio se agruparon con cepas
caracterizadas como CPV2 y otras cepas vacunales. La secuencia de aminoacidos
AVP71837-MX-VACVBC/17 (correspondiente a la vacuna Virbac Parvigen
monovalente (Parvovirus Canino vivo cepa atenuada Cornell CVP/780916, 10°-107
DICCso), se agrupo con la secuencia de la cepa reportada como ACM48326- Merial
vaccine con una similaridad del 100% (567 aa), en tanto que la secuencia de
aminoacidos AVP71838-MX-VACNVBC/17 (vacuna PCV viva atenuada, cepa de
C154, 10’DICCso) presentd una similaridad del 100% en su secuencia de 567
aminoacidos con la cepa AC2776-CPV2-388/05 de origen canino y aislada en Italia

(Fig. 13).

Por otro lado, se encontraron en las cepas de campo y en las vacunas de una hasta
siete sustituciones de aminoacidos adicionales a las reportadas para el subtipo CPV2
y 2c. Las cepas MX-DCR-1 y MX-DCR-2 presentaron una sustitucion adicional en la
posicion Ta40A. La cepa MX-DCR-3 presentd un cambio, también en la posicidn NsgD,
este se observo en otras 5 cepas de CPV2c mexicanas analizadas recientemente (Faz
et al.,, 2019). La MX-DCR-4 present6 sustituciones en las posiciones NseD, SesR,
D17gH, l24sN (cambio encontrado también en las cepas mexicanas reportadas
recientemente MX-PUE1, MX-MICH3), G258C y en la posicion Ts22P. La cepa MX-DCR-
6 presentd 4 sustituciones adicionales a las encontradas en el subtipo CPV2c en la
posicion Visel, R274T, P39sR y Ta40A, en donde solo una de las posiciones fue reportada

en el Genbank, la cual fue la 440. Este cambio, en la posicién 440 se encontré en
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CPV2a de Uruguay, asi como las cepas CPV2c mexicanas, MX-TAM7, MX-SON1, MX-
NAY8, MX-MICH3, MX-GTO3, MX-BCN2, MX-AGC4 previamente reportadas (Faz el
al., 2919). Por otro lado, la cepa MX-DCR22 solo presento una substitucion de
aminoacido adicional en la posicion NseD. Ademas, la cepa MX-DCR41 presentd 3
cambios adicionales en los aminoacidos de las posiciones E144Q, D17sH, S179R. Asi
mismo, la cepa MX-DCR56 aislada de un coyote fue la que presentdé mas cambios
adicionales a las CPV2c (7) en los aminoacidos de las posiciones SgsR, E144Q, V148G,
D17gH, S179R, T186P, Ta40A. Por otro lado, la cepa CPV2c MX-DCR118 presento
también cambios en la posicion NsgD, A1s7T. Por ultimo, la cepa MX-DCR59 present6
cambios en los aminoacidos correspondientes a CPV2b ademas de 2 cambios
adicionales en los aminoacidos NseD y N419S, ademas del cambio de Na2sD

caracteristico de este subtipo 2b (Tab.15).

Por otro lado, las secuencias de aminoacidos de las cepas MX-DCR1 (No. acceso
AVP71831) y de MX-DCR2 (No. acceso AVP71832) present6 el 100% (567 aa) de
similaridad con la cepa aislada en Estados Unidos 110/07-27 (No. Acceso ACL27701)
(Decaro et al., 2009) y junto con la cepa MX-DCR6 (No. acceso AVP71835) que
presenta una similaridad del 99.5% (564) en la secuencia de aminoacidos con los
anteriormente mencionados y formando un grupo dentro del subtipo CPV2c (Fig. 13y
Tabla 15). En otro grupo dentro del subtipo CPV2c se encuentran ubicadas cepas de
Europa (219/0-5 de ltalia, 195/08 de Bélgica, 120/08 de Espana, 56/00 de Italia)

(Decaro et al., 2009) y la cepa MX-DCR7 (No. acceso AVP71836) que presentan una
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similaridad del 100% en la secuencia de aminoacidos (Fig. 13 y Tab. 15). En el arbol
filogenético basado en aminoacidos se puede observar, otro grupo dentro del CPV2c
formado las cepas MX-DCR4 (No. acceso AVP71834), MX-DCR41 (No. acceso
QBG05547) y la cepa MX-DCR56 (No. acceso QBG05548) que son las que cuentan
con una mayor divergencia genética o menor similaridad (98.4%-99.3%) entre si, aqui
se incluye la cepa obtenida de un coyote (MX-DCR56) que es la que presenta mayores
cambios de aminoacidos con respecto a las cepas CPV2c (Fig. 13, Tabla 15). Otro
grupo dentro de subtipo CPV2c lo formaron las cepas MX-DCR3 y MX-DCR22 (100%
de similaridad entre ellos) y la cepa MX-DCR118 (99.6%). En este grupo se puede
observar también a la cepa MX-DCRS59, sin embargo, por el tipo de aminoacidos que
presenta segun Thompson se clasificaria como CPV2b (Thompson et al., 2016), el
mismo caso se presenta con la cepa MX-BCN9 recién reportada en otro estudio (Fig.
13) (Faz et al., 2019). Por ultimo, podemos observar un grupo dentro del subtipo
CPV2c que contiene 16 cepas mexicanas reportadas recientemente y que se agrupan

juntas (Faz et al., 2019).

Con estos resultados avalamos lo sugerido por Faz y colaboradores en el 2018, que
sugieren que las cepas mexicanas evolucionaron en distintas regiones generando una
diversidad genética y antigénica en la Republica Mexicana diferente a la existente en
otras regiones del mundo (Faz et al., 2018) y por otro lado, confirmamos que las cepas
que circulan en Monterrey y su area metropolitana pertenecen en al subtipo CPV2c a

excepcion de una cepa que pertenece al subtipo CPV2b y son diferentes a las cepas
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incluidas en las vacunas de mayor frecuencia de uso en las clinicas del area

metropolitana de Monterrey N.L.
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6 CONCLUSIONES

Como resultado de este estudio podemos concluir que el CPV uno de los agentes
etiologicos mas importantes en problemas gastroentéricos que se presentan a consulta

en clinicas veterinarias del area metropolitana de Monterrey.

Para corroborar el diagnéstico de la infeccion por Parvovirus canino los clinicos
cuentan métodos inmunocromatograficos comerciales (snap) para detectar antigeno
del CPV de diferentes marcas. La sensibilidad de estos métodos comparado con PCR
y gPCR es menor, sin embargo, son mas rapidas, accesibles y de facil ejecucién por

parte de los clinicos.

Por otro lado, los caninos que presentaron cuadros de parvovirosis fueron en su
mayoria animales no vacunados, menores de 5 meses, lo que corrobora lo descrito
por otros investigadores que sefalan que las vacunas protegen generalmente contra
las distintas variantes de Parvovirus canino y que la edad mas frecuente para la
infeccion con este virus son los primeros 4 meses de vida, donde no se ha logrado una

adecuada inmunidad por vacunacion.

Ademas, podemos concluir que el PCR y PCR anidado que se establecié en este
estudio es especifico y muestra una mayor sensibilidad comparada con las pruebas
inmunocromatograficas comerciales que se utilizan con mayor frecuencia en el area

metropolitana de Monterrey N.L.; por lo que su uso puede ser aplicado para mejorar la
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precision diagndstica en casos de gastroenteritis hemorragica y coadyuvar al

tratamiento clinico especifico contra parvovirosis.

Por otro lado, se puede utilizar el PCR-RFLP modificado de Pedroza y colaboradores
(2015) utilizando el fragmento de 1779pb y la enzima Mbo I/ para diferenciar el subtipo
CPV2c de otros subtipos (CPV2, CPV2a, CPV2b), siendo este subtipo el prevalente
en esta area. Asi mismo, sera necesario cuando la cepa presente un patrén diferente
al CPVZ2c realizar la completa caracterizacion a través de secuenciacion y analisis
geneticos. Este protocolo puede diferenciar las cepas vacunales del subtipo CPV2c
por lo que seria muy util en caso de que se requiera conocer si CPV causal pertenece
a cepas de campo o vacunales o para valorar la eficacia clinica de las vacunas ante la

presencia o no de sintomatologia sugerente de parvovirosis canina.

El subtipo predominante de CPV en los problemas gastroentéricos de caninos que se
presentan a consulta y diagnosticados como parvovirosis en el area metropolitana de

Monterrey N.L. es el CPV2c y en una muy baja proporcion el CPV2b.

Algunas cepas del CPV son similares genética a cepas europeas, de Estados Unidos
y de México. Sin embargo, algunas de ellas se segregan en grupos separados que
sugieren un proceso evolutivo distinto en la zona estudiada y que probablemente sea
diferente a los ocurrido en otras areas de la Republica Mexicana, Latinoamérica y el

mundo.
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Acorde a lo observado, se acepta la hipbtesis que afirma que los subtipos de CPV
identificados en Monterrey y su area metropolitana (CPV2c, CPV2b), tanto por patron
de PCR-RFLP y secuencia de nucleotidos, son distintos a los que contienen las

vacunas mas usadas en esta zona (CPV2).
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8 ANEXOS

8.1

ANEXO 1. CUESTIONARIO EPIDEMIOLOGICO

Marque con una X en donde corresponda y conteste lo que se le pide.

Nombre del dueiio:

Nombre perro:
Edad:
Teléfono clinica:

Sexo:
Clinica de procedencia:

Raza:

Municipio de origen:

Sl
Diarrea
Voémito
Deshidratacion
Pérdida de consciencia
Muerte
Otros
Comentarios

INMUNIZACION

Si

Tiene vacunas

Comentarios

Si

DESPARASITACIONES
Comentarios

NO TIPO

NO Tipo de vacuna utilizada y marca
comercial

NO Marca comercial de desparasitante

DIAGNOSTICO Y TRATAMIENTOS

Si NO

Diagnéstico
presuntivo

Se utiliz6 snap
para CPV y otros
virus
Comentarios

Diagnéstico presuntivo

Marca de prueba y Resultado

DIAS CON SINTOMA

Dosis aplicadas, intervalo de aplicacion,
edad inicio calendario

Dosis aplicadas, intervalo de aplicacion,
edad inicio

Pruebas de laboratorio realizadas y
resultados sobresalientes de las pruebas

TIPO DE MUESTRA TOMADA, MEDIO DE TRANSPORTE Y CONSERVACION

SCR | NUMERO DE ENCUESTA:
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CORRESPONDE A MUESTRA NO.



ANEXO 2

DATOS EPIDEMIOLOGICOS OBTENIDOS CON LAS MUESTRAS DE CANINOS
CON DIAGNOSTICO DE PARVOVIRUS



8.2 ANEXO 2. DATOS EPIDEMIOLOGICOS OBTENIDOS CON LAS MUESTRAS DE CANINOS CON DIAGNOSTICO
DE PARVOVIRUS

NUMERO DE MUESTRA

DATOS
1 2 3 4 5 6 7 8 9 12
Nombre Chicharito Matilda TOM Rocky Mufeca Bruno Dangy Nano S/N Grace
Sexo Macho Hembra Macho Macho Hembra Macho Hembra Macho Macho Hembra
Raza Beagle Labrador Pastor Criollo | American bully Criollo Pitbull Dashound Shihtzu Mastin
Ingles Napolitano
Edad 5m 5m 2 .5m 2m 3m 3m 3m 1afio 5m 6m 4m
Procedencia San pedro San Pedro | Monterrey | San Pedro Apodaca Salinas Victoria|Salinas Victoria| San Nicolas |Salinas Victoria| San Pedro
Signos Vémito Vémito Vémito Vémito VVémito Vémito Vémito Vémito Vémito VVémito
Diarrea Si si no si si si si si si si
tipo Diarrea Hematoquecia |Hematoquecia | No aplica Mucoide Hematoquecia |Hematoquecia | Hematoquecia | Hematoquecia | Hematoquecia| Verdosa
Protocolo vacunacion . . .
si si no no no no no no no si
completo
TX Interferéon/ . Virbagen Virbagen
q - no no no Desconocido No no no no
inmunoestimulante omega omega
Muerte no si no Desconocido| Desconocido no no no no no
Coinfeccion
S no no no no no no no no no no
parasitaria
Realiz6 SNAP si si si no no si si si si si
Marca SNAP IDEXX IDEXX Anigen | No aplica No aplica ApetCare ApetCare Anigen Anigen /:‘SE;’;‘(’
CPV positivo a SNAP si si si No aplica No aplica si si si si si/no*
PCR positivo si si si si si si si si si no
Tipo de CPV por CPV2c CPV2c CPV2c CPV2c CPV2c CPV2c CPV2c CPV2c CPV2c .
PCR-RFLP No aplica
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Patrén de bandeo por
PCR-RFLP

1035 E

451 pb
— =

K23 BP

oy

1
21Spb
-_—

78/56pb

7S]

1

215pb
-

78/56pb

1035 B

451 pb
— -

293 p

634pb

~ sepb

634pb.

~ s6pb

Se realizé, sin

Se realizé, sin

Se realizo, sin

Secuencial/tipo CPV CPV2c CPV2c CPV2c CPV2c resultados CPV2c CPV2c resultados resultados No aplica
S NUMERO DE MUESTRA

13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
Nombre Nena Gorda Jerry Bombén Milo Rusa Cordobés Lituania Cachorro Dipci
Sexo Hembra hembra Macho Macho Macho Hembra Macho Hembra Macho Hembra
Raza Boston Terrier pitbull Chihuahua Pitbull Cocker Spaniel | Gran Danés | Gran Danés Gran Danés | Blue Heeler Pitbull
Edad 5m 3.5m 3.5m 3m 5m 6m 6m 6m 2m 2.5m
Procedencia Escobedo Escobedo | Salinas Victoria [Salinas Victoria|Salinas Victoria HVPE, HVPE, HVPE, Salinas VictoriaSalinas Victoria

Escobedo Escobedo Escobedo

Signos Vomito Vomito Vomito Vomito Vomito Vomito Vomito Vomito Vomito Vomito
Diarrea si Si no si no si si si si si
tipo Diarrea Hematoquecia | Hematoquecia No aplica Hematoquecia| Noaplica | Hematoquecia | Hematoquecia | Hematoquecia Amarilla Amarilla
Protocolo vacunacion .
- no no no no no si no no no no
;xn:::‘e:)rzz;::{‘ e o o Virbagen omega Véﬁzgzn \Virbagen omega Zilexis Zilexis Zilexis Vérrtr)]aegzn Vgﬁzgzn
Muerte no Desconocido no si no no no no Si no
Coinfeccion parasitaria no no no no no no no no no no
Realiz6 SNAP no si si si si si si si si si
Marca SNAP No aplica Anigen ApetCare ApetCare ApetCare Anigen Anigen Anigen Norvet ApetCare
CPV positivo a SNAP No aplica si si si si si si si si si
PCR positivo Si PCR anidado Si si si Si si si si si si
TR'F”L‘:,de CPVipor PCR- | \o aplica CPV2c CPV2e CPV2e CPV2c CPV2e CPV2e CPV2c CPV2c CPV2e
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1035 B 41035 B 1035 B
No se realizd S
’ S 1
Patrén de bandeo por | porque fue <l | e <l | ﬁ
PCR-RFLP positivo a PCR | 29300 [N 205 o6
anidado 56 pb 56 pb s6 pb
Secuencia/ tipo CPV Noserealizd | Noserealizd | Noserealizd | No se realizd CPV2c No serealiz6 | Noserealizd | Noserealizd | No se realizd CPV2c
NUMERO DE MUESTRA

DATOS

23 24 25 26 27 28 29 30 33 34
Nombre Choco Oso Bombodn Satan Rayo Puchi Coqueta Cachorro SIN Doker
Sexo Macho Macho Macho Macho Macho Macho Hembra Macho Macho Macho
Raza Cocker spaniel Criollo Chihuahua Pitbull Pastor belga Pitbull Pitbull Pitubull Dash hound Schnauzer
Edad 2m 3m 6m 5m 3m 3m 2.5m 3m 3m 3m
Procedencia Salinas Victoria | Salinas Victoria | Salinas Victoria [Salinas Victoria|Salinas Victoria |Salinas Victoria \S/f:;ltlggz Salinas Victoria | Salinas Victoria |Salinas Victoria
Signos no Vémito Vémito Vémito no no Vomito Voémito Vomito Vémito
Diarrea si si si no si si si si no si
Tipo Diarrea Café Café Hematoquecia No aplica Hematoquecia Amarilla Café Hematoquecia No aplica Hematoquecia
Protocolo  vacunacion

no no no no no no no no no no
completo
X Interferén/ |Virbagen omega|Virbagen omega|Virbagen omega| Virbagen Virbagen Virbagen no no Virbagen omega| Virbagen
inmunoestimulante omega omega omega omega
Muerte no no si no Si si si Si no no
Coinfecciones -

M Coccidias no no no no no no no no no

parasitarias
Realiz6 SNAP si si si si si si si si si si
Marca SNAP ApetCare Apetcare Norvet Norvet Norvet Anigen Anigen Anigen ApetCare Norvet
CPV positivo a SNAP si si si si si si si si si si
PCR positivo si si si si Si si si Si si si
ngpde GRA/REE s CPV2c CPV2c CPV2c CPV2c CPV2c CPV2c CPV2c CPV2c CPV2c
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Patron de bandeo por
PCR-RFLP

690pb

No se observo
patron de
polimorfismo

634pb

Eocem

634pb

m ’.

5 1
ﬁSDb
-

7
PR

78/56pb

Secuencialtipo CPV

CPV2c

No se realiz6

No se realizo

No se realiz6 | No se realizé

No se realizo

No se realiz6

No se realiz6

No se realiz6

Se realizo sin

resultados
DATOS NUMERO DE MUESTRA
35 36 37 38 39 40 41 42 43 44
Nombre Kira Fonky Tita Luna Princesa Gorda Beethoven Pelusa Nikita Lipanto
Sexo Hembra Macho Hembra Hembra Hembra Hembra Macho Hembra Hembra Macho
Raza Husky Poodle Criollo Pitbull Criolla Criolla Criollo | Pastor Belga Criolla Doberman
Edad 5m 3m 4m 4m 3m 4.5m 4m 3m 3m 9m
Procedencia Salinas Salinas Salinas Salinas Salinas Salinas Salinas Salinas Salinas Salinas
Victoria Victoria Victoria Victoria Victoria Victoria Victoria Victoria Victoria Victoria
Signos no Vémito Vomito Vomito Vémito Vomito no Vémito Vémito Vémito
Diarrea Si Si si no no Si Si Si Si si
Tipo Diarrea Hema;oquem Hemataoquem Café No aplica No aplica Hemataoquem Café Verde Mostaza Hemataoquem
Protocolo
vacunacion no no no no no no no no no no
completo
TX Interferon/ | Virbagen Virbagen Virbagen Virbagen Virbagen Virbagen no Virbagen Virbagen Virbagen
inmunoestimulante omega omega omega omega omega omega omega omega omega
Muerte Si Si no no no no no no no no
Coinft_acc!én no no no no no no no no no no
parasitaria
Realiz6 SNAP Si Si si Si Si Si si si si si
Marca SNAP ApetCare Anigen Anigen Norvet Norvet ApetCare | ApetCare | ApetCare Norvet Anigen
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CPV positivo a

SNAP Sl Sl Sl Sl Sl Sl Sl Sl Sl Sl
PCR positivo si Si si Si Si si si si si Si
;'(':";_Rﬁip CPV por | cpvac CPV2c CPV2c CPV2c | CPV2c | CPV2c | CPV2c | CPV2c Noaplica | CPV2c
aO03S pb 1035 pb
L 57550 § ELET-EN
e desspuy
ﬁ 451 pb No se realizo
Patron de bandeo 215 po e porque fue |
por PCR-RFLP positivoa PCR | 0NN
anidado | e

Secuencialtipo CPV_ |No se realizd|No se realizd|No se realiz6|No se realiz§] CPV2c |No se realiz6] CPV2c |No se realiz6 |No se realizé|No se realizd
DATOS NUMERO DE MUESTRA

45 46 47 48 49 50 51 52 53 54
Nombre Penqui Yanqui Ruffo Bolo Negro Momo Greasy Lobo Chuly Coyote1
Sexo Macho Macho Macho Macho Macho Macho Hembra Macho Hembra Hembra
Raza Chihuahua Criollo Husky chihuahua [Pastor aleman Criollo Pitbull Criollo Chihuahua No aplica
Edad 2.5m 3m 4m 5m 3m 6m 3m 3m 2m 4m
Procedencia Salinas Victoria| Salinas Victoria [Salinas Victoria| San Pedro | San Pedro Escobedo Escobedo Escobedo San Pedro Apodaca
Signos no Vomito Vémito Vémito Vémito Vémito Vémito no Vomito no
Diarrea si si no si si si si si si si
Tipo Diarrea Hematoquecia Amarilla No aplica Amarilla |Hematoquecia| Amarilla Café Café Hematoquecia |Hematoquecia
Protocolo vacunacion .
completo no no si no no no no no no no
TX Interferon / Virbagen Virbagen omega Virbagen I
inmunoestimulante omega omega no no Zilexis no no Inmunest no
Muerte si no si no si si no si no si
Coinfeccion parasitaria no no no no no no no no no no
Realiz6 SNAP si si si si si si si si no si
Marca SNAP Anigen ApetCare ApetCare IDEXX IDEXX Norvet IDEXX Norvet No aplica Anigen
CPV positivo a SNAP si si si si si si si si No aplica no
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Si PCR

PCR positivo si si anidado si si si si si ISi PCR anidado si
pipode CPVpor PCR- | cpyge | Sepgf’rzi”’o el No aplica CPV2c CPV2c CPV2c No aplica CPV2c
{ 570 50 §
e No se realizo B No se realizo ﬁ
Patréon de bandeo por 451 pb No se observé el| porque fue s 451 pb S S porque fue
PCR-RFLP _— patron positivo a PCR| [RES=E _— == === positivo a PCR
anidado 293 pb anidado 25 P8

223 pb

78/56pb

78/56pb

78/56pb

o No se realiz6 | No serealizd | No se realizé Nose [Se realizé sin No se realizd| No se realizé | No se realizé |Se realizé, sin
Secuencial/tipo CPV A CPV2c
realizd  fesultados resultados
DATOS NUMERO DE MUESTRA
55 56 59 62 63 64 65 66 67 68
Nombre Coyote2 Coyote3 Chalino Rony Luna Bruno Tyson Spike Taco Drako
Sexo Macho Macho Macho Macho Hembra Macho Macho Macho Macho Macho
Raza No aplica No aplica Chihuahua |Pastor aleman Shitzu Poodle Pitbull Chihuahua Criollo Criollo
Edad 4m 4m 10m 2m 2m 6m 2m 3m 3m 4m
Procedencia Apodaca Apodaca San Pedro Escobedo Escobedo San Pedro San Pedro |[Salinas Victoria S?"”?S S.alma}s
Victoria Victoria
Signos VVémito Vémito Vémito vomito vomito no vomito no vomito vomito
Diarrea no no si si si si si si si si
Tipo Diarrea No aplica No aplica |Hematoquecia | Hematoquecia Oscura Hematoquecia |Hematoquecia amarrilla amarilla  |Hematoquecia
Protocolo vacunacion
no no no no no no no no no no
completo
TX Interferén / Virbagen Virbagen Virbagen
. . no no no no no no no
inmunoestimulante omega omega omega
Muerte no no no Desconocido | Desconocido no no si no no
Coinfeccion parasitaria no no no no no no Gardia no no no
Realiz6 SNAP si si si si si si si si si si
Marca SNAP Anigen Anigen IDEXX Anigen Anigen IDEXX IDEXX ApetCare ApetCare ApetCare
CPV positivo a SNAP si si si si si si si si si si
PCR positivo si si si Si PCR si si si si si si
anidado
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pipode CPVpor PCR- | cpyac CPV2e CPV2b No aplica CPV2e CPV2e CPV2e CPV2e CPV2e
L 570 oo J035 pb 1035 pb
ﬁ No se realiz6
Patrén de bandeo por porque fue golinb 451 pb
PCR-RFLP positivo a PCR
i anidado &3 pb 293 pb
Se realizé,
Secuencial/tipo CPV sin CPV2c CPV2b No se realiz6 | No se realizd CPV2c No se realizé CPV2c No se realizé| No se realizdé
resultados
DATOS NUMERO DE MUESTRA
69 70 71 72 73 74 75 78 80 81
Nombre Dolly Rocko Estrella Akira Manotas Julieta Frodo Chuchis S/IN S/IN
Sexo Hembra Macho Hembra Hembra Macho Hembra Macho Hembra Hembra Hembra
Raza Pug Pastor Belga | Bull terrier Pitbull Pastor Aleman| Pomerania | Pomerania Criollo Blue Heeler | Blue Heeler
Edad 4m 4m 5m 4m 10m 3m 3 afios 3m 6m 6m
- . S . T Salinas Salinas s s s i
Procedencia Salinas Victoria|Salinas Victoria N N Escobedo | San Nicolas | San Nicolas Escobedo San Nicolas | San Nicolas
Victoria Victoria
Signos Vémito no no Vémito Vémito no no Vémito no no
Diarrea si si si no si si no si no no
Tipo Diarrea Hematoquecia | Hematoquecia Café No aplica |Hematoquecia| mucoide No aplica Hematoquecia No aplica No aplica
Protocolo vacunacion .
no no no no no no si no no no
completo
TX Interferon / Virbagen Virbagen Virbagen Virbagen .
q - no no no Zilexis no no
inmunoestimulante omega omega omega omega
Muerte Desconocido no no no Desconocido no no no si si
Coinfeccion parasitaria no no Giardia no no no no no no no
Realiz6 SNAP si si si si si si no si no no
Marca SNAP ApetCare ApetCare ApetCare ApetCare Anigen Anigen No aplica Anigen No aplica No aplica
CPV positivo a SNAP Si si si si si no No aplica si No aplica No aplica
- . . . . . Si PCR Si PCR . . .
PCR positivo Si si si si si anidado anidado si si si
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Tipo de CPV por PCR-

RFLP

CPV2c

CPV2c

CPV2c

CPV2c

CPV2c

No aplica

No aplica

CPV2c

CPV2c

CPV2c

Patréon de bandeo por

PCR-RFLP

1035 B

451 pb
—_— -

293pb

2
ZaiSpb
—

7a/sSepb

1035 B

451 pb

293P0

No se realizd
porque fue
positivo a

PCR anidado

No se realizd

PCR anidado

porque fue
positivo a

1035 B

451 pb
— .

223p0

1035 E

451 pb
— -

293 pb

Secuencialtipo CPV No se realiz6 No se realizd |No se realizé|No se realizd CPV2c No se realiz6|No se realizo No se realizo CPV2c No se realizé
DATOS NUMERO DE MUESTRA

82 84 85 87 88 89 90 91 92 93
Nombre S/IN LILO Maya Aikman Kimbo Antharon Antar Cuchufleta Dino Roko
Sexo Hembra Hembra Hembra Macho Macho Macho Macho Hembra Macho Macho
Raza Blue Heeler | 841999 Criollo Rottweiler | Pitbull |Pastor Suizo| Pomerana Criollo Criollo | Pug/Bulidog
Edad 6m 5m 8m m 9m 3.5m 2m 4m 4m 3m
Procedencia San Nicolas Santiago Escobedo Escobedo Escobedo | Monterrey | Salinas Victoria | Salinas Victoria S?"”?S S.alma}s

Victoria Victoria
Signos no Vémito no no Vémito si no no si si
Diarrea no si si si si si si si si no
- . . " . . . Hematoqueci ) ) . .

Tipo Diarrea No aplica |Hematoquecia mucoide Hematoquecia Café a Mucosa, amarilla| Verde, amarilla | Amarillenta No aplica
Protocolo  vacunacién . .

no si no no si no no no no no
completo
TX Interferén / . . Virbagen Virbagen
. . no no no no no no Virbagen omega | Virbagen omega
inmunoestimulante omega omega
Muerte si no no no no no no no no no
Coinfeccion parasitaria no no no no no no no no no no
Realiz6 SNAP no si si si si si si si si si
Marca SNAP No aplica Anigen Anigen Anigen Anigen Anigen Apet Care Apet Care Apet Care Apet Care
CPV positivo a SNAP No aplica no si no si si si si si si
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PCR positivo si Si PCR si SiPCR | SiPCR si si si si si
anidado anidado anidado
Tipo de CPV por PCR- . . . No se No se observo el |No se observo el No se No se observé
No aplica No aplica No aplica | observé el ! ! observo el !
RFLP R patréon patréon R el patrén
patron patron
No se
No se realizé No se realizdé realizé No se No se
Patron de bandeo por porque fue porque fue |porque fue X No se observo el |No se observé el X No se observo
o o - observo el i i observo el .
PCR-RFLP positivo a PCR positivo a PCR | positivo a atron patréon patréon atron el patrén
anidado anidado PCR P P
anidado
No se realiz6| No se realiz6é | Se realizd, sin | No se realizé No se Se realizo, No se realizé No se realizd [No se realizd| No se realizd
Secuencial/tipo CPV resultados realizé sin
resultados
DATOS NUMERO DE MUESTRA
94 95 96 97 98 99 100 101 102 103
Nombre Hanny Luna Yuky Talia Lucas Roy Ojitos Tribi Belcam Toti
Sexo Hembra Hembra Macho Hembra Macho Macho Macho Macho Macho Macho
Raza Pug Pitbull Criollo Pastor Belga | Chihuahua Labrador Pug Pastor Belga Husky Pitbull
Edad 4m 3m 6m 2m 2m 3m 3m 3m 2m 3m
Procedencia Sglmqs Salinas Victoria Sgllnqs Salinas Victoria S."""”?S Salinas Victoria [Salinas Victoria[Salinas Victoria|Salinas Victoria Sgllnqs
Victoria Victoria Victoria Victoria
Signos no Voémito Vomito no no Voémito Vomito Voémito Vomito Voémito
Diarrea no si si Si si si si si si no
Tipo Diarrea No aplica |Hematoquecia |[No especifica| Hematoquecia | Blanquecina | Hematoquecia Amarillenta | Hematoquecia [Hematoquecia| No aplica
Protocolo vacunaciéon .
no no Desconocido no no no no no no no
completo
TX Interferén / Virbagen no Virbagen Virbagen Virbagen |Virbagen omega Virbagen Virbagen Virbagen Virbagen
inmunoestimulante omega omega omega omega omega omega omega omega
Muerte no Desconocido No No No No No No No Desconocido
Coinfeccidn parasitaria no no no no no no no no no no
Realiz6 SNAP si si si si si si si si si si
Marca SNAP Apet Care Apet Care Apet Care Apet Care Apet Care Apet Care Apet Care Apet Care Apet Care Apet Care
CPV positivo a SNAP si si si si si si si si si si
PCR positivo si si si si si si si si si si
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Tipo de CPV por PCR-

No se

No se observod

CPV2c

RFLP obser\{o el el patron
patron

Patréon de bandeo por ob':gr\?g ol No se observo

PCR-RFLP . el patron
patron

1035 B

451 pb
— =

£23 b

CPV2c

1035 B

451 pb
— =

293pb

CPV2c CPV2c

aozs po, [l Goss pey

451 pb
— =

451 pb
— =

2ezpe |l 2o e

CPV2c

No se observo
el patron

No se observo
el patron

CPV2c

1035 B

451 pb
— =

£23Pb

No se observo
el patron

No se observo
el patron

1035 B

451 pb
— =

293pb

Secuencial/tipo CPV

No se realizd

No se realizé

No se realizé

No se realizé

No se realizd

No se realizé

No se realizé

No se realizé

No se realizd

No se realizd

DATOS NUMERO DE MUESTRA
104 118 10 1 31 32 57 58 60 62

Nombre Pam Hans
Sexo Hembra Macho
R Doberman

aza . .

Pomerania sepia

Edad 2m 3m
Procedencia Salinas Victoria| San Nicolas
Si Depresion e

'gnos no inapetencia
Diarrea no no
Tipo Diarrea No aplica No aplica Sin datos Sin datos Sin datos Sin datos Sin datos Sin datos Sin datos Sin datos
Protocolo vacunacién no
completo no
TX Interferon / no
inmunoestimulante no
Muerte no no
Coinfeccion parasitaria no no
Realiz6 SNAP si si

Dato

LRI Apet Care desconocido
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CPV positivo a SNAP no si
PCR positivo si si si si si si si si si si
. . . CPV2c No se
Tipo de CPV por PCR- | No se observo | No se observé | ooy CPV2c CPV2c CPV2c CPV2c observé el | No aplica
RFLP el patron el patron .
patron
w035 pby -—i2 Pl
T . No se No se realizd
Patron de bandeo por No se observd|No se observo AS1pb e | observé el porque fue
PCR-RFLP el patréon el patron P b atron positivo a
223 pb 42220 I PCR anidado
Secuencialtipo CPV No se realizé CPV2c rl;l;;% No se realizé No se realiz6| No se realizé6 | No se realizé No se realizé |No se realiz6 [No se realizd

DATOS

NUMERO DE MUESTRA

76

77

79 83

86

Nombre

Sexo

Raza

Edad

Procedencia

Signos

Diarrea

Tipo Diarrea

Sin datos

Protocolo vacunacion
completo

TX Interferén /
inmunoestimulante

Muerte

Coinfeccion parasitaria

Realiz6 SNAP

Sin datos

Sin datos Sin datos

Sin datos
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Marca SNAP

CPV positivo a SNAP
PCR positivo si si si Si
Ti PV PCR- 5

pode CPVipor PCR-| coype | cPvac | CPvzc  [NOSEODSENO| ppyse
RFLP el patron

1035 B 1035 B 1035 B

Patron de bandeo por | [eadiian —— aadilist®™ \ 0 se observo
PCR-RFLP 293 pb__ 293 pb 293 pb el patrc')n
Secuencia/tipo CPV No se realizd| No se realizd | No se realizé | No se realizo No se realizd
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8.3 ANEXO 3. DESCRIPCI()N DE PRUEBAS DE INMUNOCROMATOGRAFIA PARA
LA DETECCION DE ANTIGENO DE PARVOVIRUS CANINO UTILIZADAS EN
MONTERREY Y SU AREA METROPOLITANA.

SNAP Canine Parvovirus Antigen Test Kit (IDEXX Laboratories, Inc.)’

This page contains information on SNAP Canine Parvovirus Antigen Test Kit for veterinary use.

The information provided typically includes the following:

SNAP Canine Parvovirus Antigen Test Kit Indications

Warnings and cautions for SNAP Canine Parvovirus Antigen Test Kit

Direction and dosage information for SNAP Canine Parvovirus Antigen Test Kit

SNAP Canine Parvovirus Antigen Test Kit

This treatment applies to the following species

Dogs

Company: Idexx Labs.

Canine Parvovirus Antigen Test Kit

For veterinary use only.

SNAP* Parvo

The SNAP Canine Parvovirus Antigen Test Kit is a rapid enzyme immunoassay for the detection of canine parvovirus (CPV) antigen
in canine feces. This test detects a surface protein antigen of CPV (including intact virus particles) shed in the feces of CPV-infected
dogs.

Kit components
Item Reagents Quantity

1 Swabs with anti-parvovirus: HRPO conjugate 5
(Preserved with gentamicin and ProClin™ 150)

2 SNAP devices 5
Reagents contained in each device:
Wash solution (preserved with ProClin™ 150) 0.4 mL

Substrate solution 0.6 mL

Storage

e Store at 2-25°C until the expiration date.

e All components must be at room temperature (18-25°C) before running the test. Do not heat. This will take at least 30 minutes
depending upon the temperature of your laboratory.

Precautions and Warnings

e Do not mix components from kits with different lot numbers.

e Properly dispose of contaminated materials and disinfect work areas.

e Do not use a SNAP device that has been activated prior to the addition of sample.
e The sampling swab is not designed to be used rectally.

! Informacion obtenida del folleto incluida en el “SNAP Canine Parvovirus Antigen Test Kit”
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e Lubricants may reduce test sensitivity by reducing the volume of feces tested.
o WARNING: Conjugate - H316/P332+P313/EUH208. Causes mild skin irritation. If skin irritation occurs: Get medical
advice/attention. Contains ProClin™ 150. May produce an allergic reaction.

Sample Information

e Samples must be at room temperature (18-25°C) before beginning the test procedure.

e Canine fecal matter is required for this test. Swabs are provided for sampling.

e Fecal samples can be stored at 2-8°C for 24 hours. If longer storage is required, samples should be frozen.

Invalid Results

@ Negative control (safeguard against false-positives) - If color in the negative control spot is equal to or darker than the color in the
sample spot, the result is invalid, and the sample should be retested.

® No color development - If the positive control does not develop color, repeat the test.

@ Background - If the sample is allowed to flow past the activation circle, background color may result. Some background color is
normal. However, if colored background obscures the test result, repeat the test.

Sensitivity and specificity

Sample size
Kit/reference

Relative sensitivity and

+/+ - +/- -/- Total Sample specificity Kappa
Comparison test 1+ type 95% confidence limit statistic
Hemagglutination 48 0 0 25 73 Feces Sen., 100% (95% CL 94%-100%) 1.0

Spec., 100% (95% CL 89%-100%)

Probe 126 | 0 | 2 | 103 | 231 Feces Sen., 100% (95% CL 98%-100%) 0.98
Spec., 98% (95% CL 93%-99.8%)

CL = Confidence limit

The shed window for CPV is typically highest day 4 to day 7 post-infection and usually correlates with the onset of clinical signs. In
puppies with moderate maternal antibody levels, viral shedding may be delayed by 1-2 days relative to the onset of clinical signs.
Virus shedding begins to wane by day 8-10 (post infection). It is important, therefore, to collect feces for viral detection at the onset
of clinical illness and if negative for CPV, retest in 1-2 days.'

Parvo vaccine cross-reactivity-In a study of 64 dogs vaccinated with six different modified live CPV-2 vaccines, the SNAP Parvovirus
Antigen Test Kit did not detect CPV-2 in their feces.

A population of 64 beagles with low or no antibody to canine parvovirus-2 (CPV-2) were vaccinated with one of five different
combination vaccines (Duramune® Max 5, Ft. Dodge Animal Health; Progard® 5, Intervet; Vanguard® Plus 5L, Pfizer Animal Health;
Recombitek® C4, Merial; Galaxy® DA 2PPv, Schering-Plough Animal Health) or one monovalent product (NeoPar® NEOTECH LLC)
containing modified live CPV-2 vaccine. Fecal samples were collected on day 0 and on one or more of the following days: 3, 4, 5, 6
and 7 post-vaccination. All samples were tested for CPV-2 using the SNAP Parvovirus Antigen Test Kit. No cross-reactivity was
detected.

IDEXX Technical Support

USA/Canada: 1 800 248 2483 - idexx.com

Australia: 1300 44 33 99 - idexx.com.au

Europe: idexx.eu

References

DeCaro, N. et al. "Maternally-derived antibodies in pups and protection from canine parvovirus infection.” Biologicals. 2005; (33): 261-
267.

U.S. Vet. License No. 313

Product Code 5024.03

*SNAP is a trademark or registered trademark of IDEXX Laboratories, Inc. or its affiliates in the United States and/or other countries.
Patent information: idexx.com/patents.

© 2018 IDEXX Laboratories, Inc. All rights reserved.

IDEXX, One IDEXX Drive, Westbrook, Maine 04092 USA

idexx.com

06-03913-16

CPN: 1116047.13
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Anigen Rapid CPV Ag Test Kit de BioNote Inc.2

B Principio

El kit de prueba rapido Anigen para CPV Ag es un inmunoensayo cromatografico para la deteccién cualitativa de antigeno de
Parvovirus canino en heces caninas. El kit de prueba rapido Anigen para CPV Ag es presenta la palabra “T” y “C” como linea del test
y linea de control, en la superficie del dispositivo. Ambas, la linea de prueba y la linea de control no son visibles en la ventana de
resultados antes de aplicar las muestras. La linea de control es utilizada para procedimientos de control. En la ventana de resultados
aparecera una linea de color purpura si existe suficiente antigeno Parvovirus en la muestra La linea de control debe aparecer siempre
si el procedimiento es realizado apropiadamente y los reactivos de la prueba la prueba es realizada correctamente y los reactivos
del control de la prueba estan funcionando bien. En la ventana de resultados aparecera una linea de la prueba de color purpura si
existe suficiente antigeno de Parvovirus en la muestra. En la banda de la prueba, se utilizan anticuerpos de Parvovirus Canino
especialmente seleccionados como materiales de captura y como material de deteccion. Ello permite al kit de test rapido Anigen
Rapid CPV Ag identificar antigenos de Parvovirus canina en heces caninas con un alto grado de exactitud.

B Materiales provistos (10 testslkit)

1) Diez (10) kit de test rapido Anigen CPV Ag

2) Diez (10) tubos para muestras que contienen buffer diluyente de la prueba
3) Diez (10) hisopos de recoleccion de muestra

4) Diez (10) goteros desechables

5) Una (1) hoja de instrucciones de uso

M Precauciones

1) Exclusivo para uso de diagnostico veterinario.

2) Para mejores resultados, se requiere seguir estrictamente las instrucciones

) Todas las muestras deben manipularse como material potencialmente infeccioso

) No abra ni extraiga el kit de test de sus bolsas individuales selladas herméticamente hasta inmediatamente antes de usarlas.
) No use el kit si la bolsa esta dafiada o el sello hermético esta roto.

) No reutilice el kit.

) Todos los reactivos deben estar a temperatura ambiente antes de efectuar la prueba.

) No usar los reactivos después de la fecha de vencimiento descrita en la etiqueta.

) Los componentes en este kit han sido sometidos a prueba de control de calidad como unidad de lote estandar.
10) No mezcle componentes de3 diferentes numeros de lote.

3
4
5
6
7
8
9

H Almacenamiento y Estabilidad
El kit puede almacenarse a temperatura ambiente (2-30° C) o refrigerado. El kit es estable hasta la fecha de vencimiento que aparece
marcada en la etiqueta del empaque. NO CONGELE EL KIT. No se debe almacenar bajo la luz solar directa.

B Recoleccion y Preparaciéon de muestras
1) Para este test, deben usarse muestra de heces caninas.
2) Las muestras deben ser evaluadas inmediatamente como sean tomadas.

B Procedimiento del test

1) Recolecte las muestras de heces caninas usando un hisopo.

2) Inserte el hisopo en el tubo para muestras que contiene 1 mL de diluyente de la prueba.
3) Mezcle la muestra del hisopo con el diluyente de la prueba en el pozo de extraccion.

4) Remueva el dispositivo de prueba de las bolsas de papel aluminio y coléquelo en una superficie plana y seca.

5) Usando el gotero desechable provisto, recoja las muestras del tubo de muestra donde se extrajeron y se mezclaron.

6) Agregue cuatro (4) gotas en el orificio de la muestra usando el gotero desechable. El diluyente mezclado de la prueba debe
agregarse con exactitud, de manera suave, gota a gota.

2 Informacion obtenida del folleto incluida en el “Anigen Rapid CPV Ag Test Kit”
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7) Al inicio de la prueba, se apreciara un color purpura que se desplaza por la ventana de resultados en el centro del dispositivo de
la prueba. Si la migraciéon no aparece después de 1 minuto, agregue una gota mas del diluyente mezclado de la prueba en el pozo
de muestra.

8) Para mejores resultados. Realice el test en 5 muestras de heces diarreicas en el criadero.

9) Interprete los resultados del test en 5 ~ 10 minutos. No los interprete después de 20 minutos.

B Interpretacion del test

En la seccion izquierda de la ventana de resultados aparecera una banda de color para indicar que el test estd funcionando
correctamente; es la banda es la banda de control. La seccion derecha de la ventana de resultados indica los resultados del test. Si
aparece una banda de color diferente en la seccién derecha de la ventana de resultados, es la banda del test.

1) Resultado Negativo La presencia de solo una banda en la ventana de resultados indica un resultado negativo.

2) Resultado Positivo La presencia de dos bandas de color (“T”y “C”) en la ventana de resultados, sin importar cual aparezca primero,
indica un resultado positivo.

3) Resultado Invalido Si la banda purpura no aparece en la ventana de resultados después de haber realizado el test, el resultado
es considerado invalido.

Es posible que no se hayan seguido las instrucciones correctamente o el test pudo haberse deteriorado. Se recomienda volver a
realizar el test para dicha muestra.

B Limitaciones del test

Aunque el test rapido Anigen para CPV Ag es muy seguro, puede ocurrir una baja incidencia de resultados falsos. Si se obtienen
resultados cuestionables, se deben realizar otras pruebas clinicamente disponibles. Como sucede con todos los test diagndsticos,
un diagnostico clinico definitivo no debe basarse en los resultados de un solo test, sino que debe decidirlo un veterinario después de
haber evaluado todos los hallazgos clinicos y de laboratorio. El limite de deteccion de este test es aproximadamente 10 4°
TCIDs0/0.1ml.

Doc. No. : 11101-3E
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Uranotest Parvo-corona (UranoVet) y comercializada en México por Norvet 3

Purpose:
Simultaneous detection of the parvovirus (CPV) and canine coronavirus (CCV) antigen
Sample: Faeces

Technical basis

The URANOTEST PARVO-CORONA diagnostic kit is based on the immunochromatographic technique and is designed for the
qualitative detection of Canine Parvovirus (CPV) and Canine Coronavirus (CCV) in faeces. The test has a double structure; it contains
two single tests: a strip for CPV antigen detection and a strip for CCV antigen detection. Each test consists of several overlapped
membranes. On one of the membranes, there are a test line (T line) and control line (C line). The lines are not visible before applying
the sample. After applying the sample in the appropriate sample well, migration begins by capillarity action through the membrane. If
the result is negative, one purple colour band appears in the C area. This line, called control line, always appears, as it is a control
line indicating that the test has successfully performed. If the test result is positive, in addition to the control line, a second line will
form in the test area (Test line).

Materials supplied

1 - Double test devices individually packaged in aluminium pouch.
2 - Tubes with buffer solution for sample dilution.

3 - Swabs for sample collection.

4 - Disposable pipettes.

5 - Instructions for use.

Precautions

1 - For veterinary use only.

2 - Wear disposable gloves when handling the samples. All samples should be treated as potentially infectious. Wash and disinfect
hands after handling. Avoid aerosol formation when dispensing the sample.

3 - To obtain good results, it is important to add the correct sample volume.

4 - Open the device just before use.

5 - All reagents must be at room temperature before performing the test.

6 - Do not use the test if the envelope is damaged or broken.

7 - Do not re-use.

8 - Do not use reagents after the expiry date.

9 - The quality of each component of the kit has been individually assessed for each batch. Do not mix components or reagents from
kits with different batch numbers.

Preservation and stability

The kit must be stored at a temperature between 2 and 30°C. Under these conditions, we can guarantee the stability until the expiry
date printed on the box and on the individual pouch.

The kit has been developed to be stored at room temperature. Although it also can be stored in the refrigerator, we recommend store
it at room temperature to avoid the need to wait for reagents to reach the room temperature. DO NOT FREEZE. Do not exposure to
direct sunlight.

Taking samples

The sample may be collected directly from the rectus using the provided swab. The sufficient amount of sample to carry out properly
the test is shown in the picture. Introduce the swab into the tube containing the diluent and press it against the tube walls in order to
release the sample that could contain the virus. Shake the tube in order to ensure a good homogenisation.

Interpreting results
1 - Negative result There is one single line (control line) in the C-zone in the result window, both in the Parvovirus determination zone
and in the Coronavirus determination zone.

3 Informacién obtenida del folleto incluida en el “Uranotest Parvo-corona (UranoVet) y comerzializada en México

por Norvet”
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2 - Positive result for Parvovirus and Coronavirus simultaneously Two lines appear on both result windows. The test is positive to
Parvovirus when two lines appear on the result window (T and C line) of the test device. In the same way, the test is positive to
Coronavirus when two lines appear on the result window of the test device. Whichever line appears first, the result is considered
positive.

3 - Positive result for Parvovirus Two lines appear on the result window of the Parvovirus test device (T and C lines), but only a single
line appear on the result window of Coronavirus test device (C line).

4 - Positive result for Coronavirus Two lines appear on the result window of the Coronavirus test device (T and C lines), but only a
single line appear on the result window of Parvovirus test device (C line).

5 - Invalid result The test is invalid if not coloured line appears at the Control area (C) even if a coloured line appears in the Test area
(T). The reason may be due to incorrect handling or using a damaged test.

Limitations of the technique
Even though the URANOTEST Parvo-Corona diagnostic kit shows high sensitivity and specificity, cannot be excluded a low incidence
of false positive or negative results. As any other laboratory procedure, the definitive clinical diagnosis cannot be based only on the
test result. It must be based on an ensemble of clinical and laboratory procedures. If there is any doubt, repeat the test and/or contrast
with other diagnostic methods.

Sensitivity. Parvovirus 100% versus hemagglutination. Coronavirus 94 % versus RT-PCR.
Specificity: Parvovirus 99% versus hemagglutination. Coronavirus 97 % versus RT-PCR.
Reading time: 5 - 10 minutes.

Presentation: Individual boxes with 1 test/ 5-test boxes.

Features: Early detection of virus in faeces, even before the appearance of symptomatology. Detects the new CPV2c strain.
Does not detect antigens of vaccination origin.

No crossed reactions with distemper virus, infectious hepatitis, parainfluenza and intestinal parasites.

High sensitivity: detection limits at 10%° TCIDso /ml of parvovirus antigen and 10%° TCIDso /ml of coronavirus antigen.

Last revision: August 2016
TXT-4010EN-02
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Rapid Canine Parvovirus Ag CPV Test de marca ApetCare TM4

Detalles rapidos

Lugar del origen: Hubei, China

Marca: APETCARE

Numero de Modelo: CPV-AG001
Propiedades: Diagnosis e inyeccion

Nombre del producto: El parvovirus ag prueba
El uso de: Deteccion de

Caracteristica: Dispositivo Animal

De almacenamiento de: 4-30

Espécimen: Las heces

Prueba:
El kit es un inmunoensayo cromatografico de fase soélida con método sandwich directo. Un anticuerpo monoclonal es para captura.

KIT de Composicion:

1. 10 bolsas cada una que contiene un paso + cassette CPV Ag con ventosa y desecante
2. 10 tubos con tampdn de extraccion de muestra

3. 10 bastoncillos de un solo paquete

4. Una Instruccion para usar.

Almacenamiento y vida util:
Almacenado a temperatura ambiente (2-30 °C). No congelar La vida util es de 2 afios. No guardes bajo la luz solar directa.

Procedimiento de ensayo:

1. Recoger heces del suelo con hisopo o simplemente sacar heces directamente del recto.

2. inserta el hisopo en el tubo diluido y agita lo suficiente.

3. coloca el casete de prueba en un escritorio o en el suelo y deja caer 3 gotas del espécimen diluido en la ventana de prueba “S”.
La solucién purpura fluira lateralmente al lado contrario.

4. lee el resultado de la prueba después de unos 5-10 minutos. El resultado no es valido si se lee después de 10 minutos.

Interpretacion de los resultados:

La presencia de una sola banda dentro de la ventana de resultados indica un resultado negativo. La presencia de dos bandas de
color (“T"y “C”) dentro de la ventana de resultados, no importa qué banda aparezca primero indica un resultado positivo. Si la banda
de control no es visible dentro de la ventana de resultado, el resultado se considera no valido.

Nota especial:
1. dirigete al distribuidor para cambiar si el kit esta fuera de la vida util o esta roto.
2. Este kit es para uso de pantalla rapida en el sitio, el resultado es solo para referencia, no para diagnostico.

4 Informacion obtenida del folleto incluida en el “Rapid Canine Parvovirus Ag CPV Test de marca ApetCare™”
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8.4 ANEXO 5. ALINEAMIENTO MULTIPLE DE SECUENCIAS DE AMINOACIDOS DE LA PROTEINA VP2 DE LOS

VIRUS FPV Y CPV

Majority

FPV KC473946.seq

FPV-1 JX048608.1.seq
FJ222824-CPV2-388-05-3.seq
EU914139 vaccine Pfizer.seq
JN625220 vac2.seq

JN625221 vac3.seq

JN625222 vac4d.seq

JN625223 vacbh.seq

JN625224 vacé6.seq
FJ011097 merial vaccine.seq
vaccine-vbc.seqg
vaccine-nbvc.seq
AB128923-CPV2a-shonna.seq
FJ005259-CPV2a-100-08.seq
FJ005252-CPV2a-96-08.seq
CPV2a recuy364.seq

CPV2a uy245.seq
FJ005261-CPV2b-G162-97.seq
FJ005260-CPV2b-G82-97.seq
FJ222822-CPV2b-SAH.seq
FJ222823-CPV2b-29-97.seq
FJ005236-CPV2c-1100727.seq
MX-DCR1.seq

MX-DCR2.seq

FJ005196 CPV2c-G797.seq
FJ005249-CPV2c-219-085.seq
FJ005247-CP2c-195-08.seq
FJ005246-CPV2c-128-08.seq
FJ222821-CPV2c-56.seq
MX-DCR7.seq

MSDGAVQPDGGQPAVRNERATGSGNGSGGGGGGGSGGVGISTGTEFNNQTEFKFLENGWVEITANSSRLVHLNMPESENYR

————————— T At et S
10 20 30 40 50 60 70 80
————————— T At et S s

MSDGAVQPDGGQPAVRNERATGSGNGSGGGGGGGSGGVGISTGTEFNNQTEFKFLENGWVEITANSSRLVHLNMPESENYK
MSDGAVQPDGGQPAVRNERATGSGNGSGGGGGGGSGGVGISTGTEFNNQTEFKFLENGWVEITANSSRLVHLNMPESENYK
MSDGAVQPDGGQPAVRNERATGSGNGSGGGGGGGSGGVGISTGTEFNNQTEFKFLENGWVEITANSSRLVHLNMPESENYR
MSDGAVQPDGGQPAVRNERATGSGNGSGGGGGGGSGGVGISTGAFNNQTEFKFLENGWVEITANSSRLVHLNMPESENYR
MSDGAVQPDGGQPAVRNERATGSGNGSGGGGGGGSGGVGISTGTEFNNQTEFKFLENGWVEITANSSRLVHLNMPESENYR
MSDGAVQPDGGQPAVRNERATGSGNGSGGGGGGGSGGVGISTGAFNNQTEFKFLENGWVEITANSSRLVHLNMPESENYR
MSDGAVQPDGGQPAVRNERATGSGNGSGGGGGGGSGGVGISTGAFNNQTEFKFLENGWVEITANSSRLVHLNMPESENYR
MSDGAVQPDGGQPAVRNERATGSGNGSGGGGGGGSGGVGISTGTEFNNQTEFKFLENGWVEITANSSRLVHLNMPESENYR
MSDGAVQPDGGQPAVRNERATGSGNGSGGGGGGGSGGVGISTGAFNNQTEFKFLENGWVEITANSSRLVHLNMPESENYR
MSDGAVQPDGGQPAVRNERATGSGNGSGGGGGGGSGGVGISTGAFNNQTEFKFLENGWVEITANSSRLVHLNMPESENYR
MSDGAVQPDGGQPAVRNERATGSGNGSGGGGGGGSGGVGISTGAFNNQTEFKFLENGWVEITANSSRLVHLNMPESENYR
MSDGAVQPDGGQPAVRNERATGSGNGSGGGGGGGSGGVGISTGTEFNNQTEFKFLENGWVEITANSSRLVHLNMPESENYR
MSDGAVQPDGGQPAVRNERATGSGNGSGGGGGGGSGGVGISTGTEFNNQTEFKFLENGWVEITANSSRLVHLNMPESENYR
MSDGAVQPDGGQPAVRNERATGSGNGSGGGGGGGSGGVGISTGTEFNNQTEFKFLENGWVEITANSSRLVHLNMPESENYR
MSDGAVQPDGGQPAVRNERATGSGNGSGGGGGGGSGGVGISTGTEFNNQTEFKFLENGWVEITANSSRLVHLNMPESENYR
MSDGAVQPDGGQPAVRNERATGSGNGSGGGGGGGSGGVGISTGTEFNNQTEFKFLENGWVEITANSSRLVHLNMPESENYR
MSDGAVQPDGGQPAVRNERATGSGNGSGGGGGGGSGGVGISTGTEFNNQTEFKFLENGWVEITANSSRLVHLNMPESENYR
MSDGAVQPDGGQPAVRNERATGSGNGSGGGGGGGSGGVGISTGTEFNNQTEFKFLENGWVEITANSSRLVHLNMPESENYR
MSDGAVQPDGGQPAVRNERATGSGNGSGGGGGGGSGGVGISTGTEFNNQTEFKFLENGWVEITANSSRLVHLNMPESENYR
MSDGAVQPDGGQPAVRNERATGSGNGSGGGGGGGSGGVGISTGTEFNNQTEFKFLENGWVEITANSSRLVHLNMPESENYR
MSDGAVQPDGGQPAVRNERATGEFGNGSGGGGGGGSGGVGISTGTEFNNQTEFKFLENGWVEITANSSRLVHLNMPESENYR
MSDGAVQPDGGQPAVRNERATGSGNGSGGGGGGGSGGVGISTGTENNQTEFKFLENGWVEITANSSRLVHLNMPESENYR
MSDGAVQPDGGQPAVRNERATGSGNGSGGGGGGGSGGVGISTGTEFNNQTEFKFLENGWVEITANSSRLVHLNMPESENYR
MSDGAVQPDGGQPAVRNERATGSGNGSGGGGGGGSGGVGISTGTEFNNQTEFKFLENGWVEITANSSRLVHLNMPESENYR
MSDGAVQPDGGQPAVRNERATGSGNGSGGGGGGGSGGVGISTGTEFNNQTEFKFLENGWVEITANSSRLVHLNMPESENYR
MSDGAVQPDGGQPAVRNERATGSGNGSGGGGGGGSGGVGISTGTEFNNQTEFKFLENGWVEITANSSRLVHLNMPESENYR
MSDGAVQPDGGQPAVRNERATGSGNGSGGGGGGGSGGVGISTGTEFNNQTEFKFLENGWVEITANSSRLVHLNMPESENYR
MSDGAVQPDGGQPAVRNERATGSGNGSGGGGGGGSGGVGISTGTEFNNQTEFKFLENGWVEITANSSRLVHLNMPESENYR
MSDGAVQPDGGQPAVRNERATGSGNGSGGGGGGGSGGVGISTGTEFNNQTEFKFLENGWVEITANSSRLVHLNMPESENYR
MSDGAVQPDGGQPAVRNERATGSGNGSGGGGGGGSGGVGISTGTEFNNQTEFKFLENGWVEITANSSRLVHLNMPESENYR
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MX-TAM7 KY818894.1.seq
MX-YUC1 KY818895.1 .seq
MX-TAM1 KY818890.1.seq
MX SON 1 KY818889.1.seq
MX-QR6 OKY818887.1.seq
MX-PUE1KY818884.1.seq
MX-NAY8 KY818883.1.seq
MX-NAY4 KY818880.1l.seq
MX-MOR6 KY818878.1.seq
MX-MOR2 KY818874.1.seq
MX-MICH3 KY818871.1.seq
MX-HGO6 KY818865.1.seq
MX-GTO3 KY818861.1.seq
MX-MEX82 KY818857.1.seq
MX-BCN9 KY818853.1.seq
MX-BCN2 KY818850.1 .seq
MX-AGC4 KY818849.1.seq
59.seq

118.seq

MX-DCR6.seq

MX-DCR3.seq

MX-DCR4.seq

MX DCR56 MH480648.1 .seq

MX-DCR41 MH480647.1.seq
MX-DCR22 MH480646.1.seq

Majority

FPV KC473946.seq
FPV-1 JX048608.1.seq

FJ222824-CPV2-388-05-3.seq
EU914139 vaccine Pfizer.seq

JN625220 vac2.seq
JN625221 vac3.seq
JN625222 vac4d.seq
JN625223 vacbh.seq
JN625224 vacé6.seq

———————————————————— TGSGNGSGGGGGGGSGGVGISTGTENNQTEFKFLENGWVEITANSSRLVHLNMPESENYR
———————————————————— TGSGNGSGGGGGGGSGGVGISTGTENNQTEFKFLENGWVEITANSSRLVHLNMPESENYR
———————————————————— TGSGNGSGGGGGGGSGGVGISTGTENNQTEFKFLENGWVEITANSSRLVHLNMPESENYR
———————————————————— TGSGNGSGGGGGGGSGGVGISTGTENNQTEFKFLENGWVEITANSSRLVHLNMPESENYR
———————————————————— TGSGNGSGGGGGGGSGGVGISTGTENNQTEFKFLEDGWVEITANSSRLVHLNMPESENYR
———————————————————— TGSGNGSGGGGGGGSGGVGISTGTENNQTEFKFLENGWVEITANSSRLVHLNMPESENYR
———————————————————— TGSGNGSGGGGGGGSGGVGISTGTENNQTEFKFLENGWVEITANSSRLVHLNMPESENYR
———————————————————— TGSGNGSGGGGGGGSGGVGISTGTENNQTEFKFLEDGWVEITANSSRLVHLNMPESENYR
———————————————————— TGSGNGSGGGGGGGSGGVGISTGTENNQTEFKFLENGWVEITANSSRLVHLNMPESENYR
———————————————————— TGSGNGSGGGGGGGSGGVGISTGTENNQTEFKFLENGWVEITANSSRLVHLNMPESENYR
———————————————————— TGSGNGSGGGGGGGSGGVGISTGTENNQTEFKFLENGWVEITANSSRLVHLNMPESENYR
———————————————————— TGSGNGSGGGGGGGSGGVGISTGTENNQTEFKFLEDGWVEITANSSRLVHLNMPESENYR
———————————————————— TGSGNGSGGGGGGGSGGVGISTGTENNQTEFKFLENGWVEITANSSRLVHLNMPESENYR
———————————————————— TGSGNGSGGGGGGGSGGVGISTGTENNQTEFKFLEDGWVEITANSSRLVHLNMPESENYR
———————————————————— TGSGNGSGGGGGGGSGGVGISTGTENNQTEFKFLENGWVEITANSSRLVHLNMPESENYR
———————————————————— TGSGNGSGGGGGGGSGGVGISTGTENNQTEFKFLEDGWVEITANSSRLVHLNMPESENYR
———————————————————— TGSGNGSGGGGGGGSGGVGISTGTENNQTEFKFLENGWVEITANSSRLVHLNMPESENYR
MSDGAVQPDGGQPAVRNERATGSGNGSGGGGGGGSGGVGISTGTEFNNQTEFKFLEDGWVEITANSSRLVHLNMPESENYR
MSDGAVQPDGGQPAVRNERATGSGNGSGGGGGGGSGGVGISTGTEFNNQTEFKFLEDGWVEITANSSRLVHLNMPESENYR
MSDGAVQPDGGQPAVRNERATGSGNGSGGGGGGGSGGVGISTGTEFNNQTEFKFLENGWVEITANSSRLVHLNMPESENYR
MSDGAVQPDGGQPAVRNERATGSGNGSGGGGGGGSGGVGISTGTEFNNQTEFKFLEDGWVEITANSSRLVHLNMPESENYR
MSDGAVQPDGGQPAVRNERATGSGNGSGGGGGGGSGGVGISTGTEFNNQTEFKFLEDGWVEITANSRRLVHLNMPESENYR
MSDGAVQPDGGQPAVRNERATGSGNGSGGGGGGGSGGVGISTGTEFNNQTEFKFLENGWVEITANSRRLVHLNMPESENYR
MSDGAVQPDGGQPAVRNERATGSGNGSGGGGGGGSGGVGISTGTEFNNQTEFKFLENGWVEITANSSRLVHLNMPESENYR
MSDGAVQPDGGQPAVRNERATGSGNGSGGGGGGGSGGVGISTGTEFNNQTEFKFLEDGWVEITANSSRLVHLNMPESENYR

RVVVNNLDKTAVNGNMALDDTHAQIVTPWSLVDANAWGVWENPGDWQLIVNTMSELHLVSFEQEIFNVVLKTVSESATQP

————————— et
90 100 110 120 130 140 150 160
————————— e e et e e e e

RVVVNNMDKTAVKGNMALDDTHVQIVTPWSLVDANAWGVWENPGDWQLIVNTMSELHLVSFEQEIFNVVLKTVSESATQP
RVVVNNMDKTAVKGNMALDDTHVQIVTPWSLVDANAWGVWENPGDWQLIVNTMSELHLVSFEQEIFNVVLKTVSESATQP
RVVVNNMDKTAVNGNMALDDIHAQIVTPWSLVDANAWGVWENPGDWQLIVNTMSELHLVSFEQEIFNVVLKTVSESATQP
RVVVNNMDKTAVNGNMALDDIHAQIVTPWSLVDANAWGVWENPGDWQLIVNTMSELHLVSFEQEIFNVVLKTVSESATQP
RVVVNNMDKTAVNGNMALDDIHAQIVTPWSLVDANAWGVWENPGDWQLIVNTMSELHLVSFEQEIFNVVLKTVSESATQP
RVVVNNMDKTAVNGNMALDDIHAQIVTPWSLVDANAWGVWENPGDWQLIVNTMSELHLVSFEQEIFNVVLKTVSESATQP
RVVVNNMDKTAVNGNMALDDIHAQIVTPWSLVDANAWGVWENPGDWQLIVNTMSELHLVSFEQEIFNVVLKTVSESATQP
RVVVNNLDKTAVNGNMALDDTHAQTVTPWSLVDANAWGVWENPGDWQLIVNTMSELHLVSFEQEIFNVVLKTVSESATQP
RVVVNNMDKTAVNGNMALDDIHAQIVTPWSLVDANAWGVWENPGDWQLIVNTMSELHLVSFEQEIFNVVLKTVSESATQP
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FJ011097 merial vaccine.seqg RVVVNNMDKTAVNGNMALDDIHAQIVTPWSLVDANAWGVWENPGDWQLIVNTMSELHLVSFEQEIFNVVLKTVSESATQP 478

vaccine-vbc.seq RVVVNNMDKTAVNGNMALDDIHAQIVTPWSLVDANAWGVWENPGDWQLIVNTMSELHLVSFEQEIFNVVLKTVSESATQP 478
vaccine-nbvc.seq RVVVNNMDKTAVNGNMALDDIHAQIVTPWSLVDANAWGVWENPGDWQLIVNTMSELHLVSFEQEIFNVVLKTVSESATQP 478
AB128923-CPV2a-shonna.seq RVVVNNLDKTAVNGNMALDDTHAQIVTPWSLVDANAWGVWENPGDWQLIVNTMSELHLVSFEQEIFNVVLKTVSESATQP 478
FJ005259-CPV2a-100-08.seqg RVVVNNLDKTAVNGNMALDDTHAQIVTPWSLVDANAWGVWENPGDWQLIVNTMSELHLVSFEQEIFNVVLKTVSESATQP 478
FJ005252-CPV2a-96-08.seq RVVVNNLDKTAVNGNMALDDTHAQIVTPWSLVDANAWGVWENPGDWQLIVNTMSELHLVSFEQEIFNVVLKTVSESATQP 478
CPV2a recuy364.seq RVVVNNLDKTAVNGNMALDDTHAQIVTPWSLVDANAWGVWENPGDWQLIVNTMSELHLVSFEQEIFNVVLKTVSESATQP 478
CPV2a uy245.seq RVVVNNLDKTAVNGNMALDDTHAQIVTPWSLVDANAWGVWENPGDWQLIVNTMSELHLVSFEQEIFNVVLKTVSESATQP 478
FJ005261-CPV2b-G162-97.seq RVVVNNLDKTAVNGNMALDDTHAQIVTPWSLVDANAWGVWENPGDWQLIVNTMSELHLVSFEQEIFNVVLKTVSESATQP 478
FJ005260-CPV2b-G82-97.seq RVVVNNLDKTAVNGNMALDDTHAQIVTPWSLVDANAWGVWENPGDWQLIVNTMSELHLVSFEQEIFNVVLKTVSESATQP 478
FJ222822-CPV2b-SAH.seq RVVVNNLDKTAVNGNMALDDTHAQIVTPWSLVDANAWGVWENPGDWQLIVNTMSELHLVSFEQEIFNVVLKTVSESATQP 478
FJ222823-CPV2b-29-97.seq RVVVNNLDKTAVNGNMALDDTHAQIVTPWSLVDANAWGVWENPGDWQLIVNTMSELHLVSFEQEIFNVVLKTVSESATQP 478
FJ005236-CPV2c-1100727.seq RVVVNNLDKTAVNGNMALDDTHAQIVTPWSLVDANAWGVWENPGDWQLIVNTMSELHLVSFEQEIFNVVLKTVSESATQP 478
MX-DCR1.seq RVVVNNLDKTAVNGNMALDDTHAQIVTPWSLVDANAWGVWENPGDWQLIVNTMSELHLVSFEQEIFNVVLKTVSESATQP 478
MX-DCR2.seq RVVVNNLDKTAVNGNMALDDTHAQIVTPWSLVDANAWGVWENPGDWQLIVNTMSELHLVSFEQEIFNVVLKTVSESATQP 480
FJ005196 CPV2c-G797.seq RVVVNNLDKTAVNGNMALDDTHAQIVTPWSLVDANAWGVWENPGDWQLIVNTMSELHLVSFEQEIFNVVLKTVSESATQP 478
FJ005249-CPV2c-219-085.seq RVVVNNLDKTAVNGNMALDDTHAQIVTPWSLVDANAWGVWENPGDWQLIVNTMSELHLVSFEQEIFNVVLKTVSESATQP 478
FJ005247-CP2c-195-08.seq RVVVNNLDKTAVNGNMALDDTHAQIVTPWSLVDANAWGVWENPGDWQLIVNTMSELHLVSFEQEIFNVVLKTVSESATQP 478
FJ005246-CPV2c-128-08.seq RVVVNNLDKTAVNGNMALDDTHAQIVTPWSLVDANAWGVWENPGDWQLIVNTMSELHLVSFEQEIFNVVLKTVSESATQP 478
FJ222821-CPV2c-56.seq RVVVNNLDKTAVNGNMALDDTHAQIVTPWSLVDANAWGVWENPGDWQLIVNTMSELHLVSFEQEIFNVVLKTVSESATQP 478
MX-DCR7.seq RVVVNNLDKTAVNGNMALDDTHAQIVTPWSLVDANAWGVWENPGDWQLIVNTMSELHLVSFEQEIFNVVLKTVSESATQP 478
MX-TAM7 KY818894.1.seq RVVVNNLDKTAVNGNMALDDTHAQIVTPWSLVDANAWGVWENPGDWQLIVNTMSELHLVSFEQEIFNVVLKTVSESATQP 418
MX-YUC1 KY818895.1 .seq RVVVNNLDKTAVNGNMALDDTHAQIVTPWSLVDANAWGVWENPGDWQLIVNTMSELHLVSFEQEIFNVVLKTVSESATQP 418
MX-TAM1 KY818890.1.seq RVVVNNLDKTAVNGNMALDDTHAQIVTPWSLVDANAWGVWENPGDWQLIVNTMSELHLVSFEQEIFNVVLKTVSESATQP 418
MX SON 1 KY818889.1.seq RVVVNNLDKTAVNGNMALDDTHAQIVTPWSLVDANAWGVWENPGDWQLIVNTMSELHLVSFEQEIFNVVLKTVSESATQP 418
MX-QR6 OKY818887.1.seq RVVVNNLDKTAVNGNMALDDTHAQIVTPWSLVDANAWGVWENPGDWQLIVNTMSELHLVSFEQEIFNVVLKTVSESATQP 418
MX-PUE1KY818884.1.seq RVVVNNLDKTAVNGNMALDDTHAQIVTPWSLVDANAWGVWENPGDWQLIVNTMSELHLVSFEQEIFNVVLKTVSESATQP 418
MX-NAY8 KY818883.1.seq RVVVNNLDKTAVNGNMALDDTHAQIVTPWSLVDANAWGVWENPGDWQLIVNTMSELHLVSFEQEIFNVVLKTVSESATQP 418
MX-NAY4 KY818880.1.seq RVVVNNLDKTAVNGNMALDDTHAQIVTPWSLVDANAWGVWENPGDWQLIVNTMSELHLVSFEQEIFNVVLKTVSESATQP 418
MX-MOR6 KY818878.1.seq RVVVNNLDKTAVNGNMALDDTHAQIVTPWSLVDANAWGVWENPGDWQLIVNTMSELHLVSFEQEIFNVVLKTVSESATQP 418
MX-MOR2 KY818874.1.seq RVVVNNLDKTAVNGNMALDDTHAQIVTPWSLVDANAWGVWENPGDWQLIVNTMSELHLVSFEQEIFNVVLKTVSESATQP 418
MX-MICH3 KY818871.1.seq RVVVNNLDKTAVNGNMALDDTHAQIVTPWSLVDANAWGVWENPGDWQLIVNTMSELHLVSFEQEIFNVVLKTVSESATQP 418
MX-HGO6 KY818865.1.seq RVVVNNLDKTAVNGNMALDDTHAQIVTPWSLVDANAWGVWENPGDWQLIVNTMSELHLVSFEQEIFNVVLKTVSESATQP 418
MX-GTO3 KY818861.1.seq RVVVNNLDKTAVNGNMALDDTHAQIVTPWSLVDANAWGVWENPGDWQLIVNTMSELHLVSFEQEIFNVVLKTVSESATQP 418
MX-MEX82 KY818857.1.seq RVVVNNLDKTAVNGNMALDDTHAQIVTPWSLVDANAWGVWENPGDWQLIVNTMSELHLVSFEQEIFNVVLKTVSESATQP 418
MX-BCN9 KY818853.1.seq RVVVNNLDKTAVNGNMALDDTHAQIVTPWSLVDANAWGVWENPGDWQLIVNTMSELHLVSFEQEIFNVVLKTVSESATQP 418
MX-BCN2 KY818850.1 .seq RVVVNNLDKTAVNGNMALDDTHAQIVTPWSLVDANAWGVWENPGDWQLIVNTMSELHLVSFEQEIFNVVLKTVSESATQP 418
MX-AGC4 KY818849.1.seqg RVVVNNLDKTAVNGNMALDDTHAQIVTPWSLVDANAWGVWENPGDWQLIVNTMSELHLVSFEQEIFNVVLKTVSESATQP 418
59.seq RVVVNNLDKTAVNGNMALDDTHAQIVTPWSLVDANAWGVWENPGDWQLIVNTMSELHLVSFEQEIFNVVLKTVSESATQP 478
118.seq RVVVNNLDKTAVNGNMALDDTHAQIVTPWSLVDANAWGVWENPGDWQLIVNTMSELHLVSFEQEIFNVVLKTVSESTTQP 478
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MX-DCR6.seq
MX-DCR3.seq
MX-DCR4.seq
MX DCR56 MH480648.1 .seq
MX-DCR41 MH480647.1.seq
MX-DCR22 MH480646.1.seq

Majority

FPV KC473946.seq

FPV-1 JX048608.1.seq
FJ222824-CPV2-388-05-3.seq
EU914139 vaccine Pfizer.seq
JN625220 vac2.seq

JN625221 vac3.seq

JN625222 vac4d.seq

JN625223 vacbh.seq

JN625224 vacé6.seq
FJ011097 merial vaccine.seq
vaccine-vbc.seqg
vaccine-nbvc.seq
AB128923-CPV2a-shonna.seq
FJ005259-CPV2a-100-08.seq
FJ005252-CPV2a-96-08.seq
CPV2a recuy364.seq

CPV2a uy245.seq
FJ005261-CPV2b-G162-97.seq
FJ005260-CPV2b-G82-97.seq
FJ222822-CPV2b-SAH. seq
FJ222823-CPV2b-29-97.seq
FJ005236-CPV2c-1100727.seq
MX-DCR1.seq

MX-DCR2.seq

FJ005196 CPV2c-G797.seq
FJ005249-CPV2c-219-085.seq
FJ005247-CP2c-195-08.seq
FJ005246-CPV2c-128-08.seq
FJ222821-CPV2c-56.seq

RVVVNNLDKTAVNGNMALDDTHAQIVTPWSLVDANAWGVWENPGDWQLIVNTMSELHLISFEQEIFNVVLKTVSESATQP
RVVVNNLDKTAVNGNMALDDTHAQIVTPWSLVDANAWGVWENPGDWQLIVNTMSELHLVSFEQEIFNVVLKTVSESATQP
RVVVNNLDKTAVNGNMALDDTHAQIVTPWSLVDANAWGVWENPGDWQLIVNTMSELHLVSFEQEIFNVVLKTVSESATQP
RVVVNNLDKTAVNGNMALDDTHAQIVTPWSLVDANAWGVWENPGDWQLIVNTMSELHLVSFEQQIFNGVLKTVSESATQP
RVVVNNLDKTAVNGNMALDDTHAQIVTPWSLVDANAWGVWENPGDWQLIVNTMSELHLVSFEQQIFNVVLKTVSESATQP
RVVVNNLDKTAVNGNMALDDTHAQIVTPWSLVDANAWGVWENPGDWQLIVNTMSELHLVSFEQEIFNVVLKTVSESATQP

PTKVYNNDLTASLMVALDSNNTMPFTPAAMRSETLGEYPWKPTIPTPWRYYFQWDRTLIPSHTGTSGTPTNIYHGTDPDD

————————— it e et
170 180 190 200 210 220 230 240
————————— e it e et T e S e

PTKVYNNDLTASLMVALDSNNTMPFTPAAMRSETLGEYPWKPTIPTPWRYYFQWDRTLIPSHTGTSGTPTNVYHGTDPDD
PTKVYNNDLTASLMVALDSNNTMPFTPAAMRSETLGEYPWKPTIPTPWRYYFQWDRTLIPSHTGTSGTPTNVYHGTDPDD
PTKVYNNDLTASLMVALDSNNTMPFTPAAMRSETLGEYPWKPTIPTPWRYYFQWDRTLVPSHTGTSGTPTNIYHGTDPDD
PTKVYNNDLTASLMVALDSNNTMPFTPAAMRSETLGEYPWKPTIPTPWRYYFQWDRTLKPSHTGTSGTPTNIYHGTDPDD
PTKVYNNDLTASLMVALDSNNTMPFTPAAMRSETLGEYPWKPTIPTPWRYYFQWDRTLIPSHTGTSGTPTNIYHGTDPDD
PTKVYNNDLTASLMVALDSNNTMPFTPAAMRSETLGEYPWKPTIPTPWRYYFQWDRTLIPSHTGTSGTPTNIYHGTDPDD
PTKVYNNDLTASLMVALDSNNTMPFTPAAMRSETLGEYPWKPTIPTPWRYYFQWDRTLVPSHTGTSGTPTNIYHGTDPDD
PTKVYNNDLTASLMVALDSNNTMPFTPAAMRSETLGEYPWKPTIPTPWRYYFQWDRTLIPSHTGTSGTPTNIYHGTDPDD
PTKVYNNDLTASLMVALDSNNTMPFTPAAMRSETLGEYPWKPTIPTPWRYYFQWDRTLIPSHTGTSGTPTNIYHGTDPDD
PTKVYNNDLTASLMVALDSNNTMPFTPAAMRSETLGEYPWKPTIPTPWRYYFQWDRTLIPSHTGTSGTPTNIYHGTDPDD
PTKVYNNDLTASLMVALDSNNTMPFTPAAMRSETLGEYPWKPTIPTPWRYYFQWDRTLIPSHTGTSGTPTNIYHGTDPDD
PTKVYNNDLTASLMVALDSNNTMPFTPAAMRSETLGEYPWKPTIPTPWRYYFQWDRTLVPSHTGTSGTPTNIYHGTDPDD
PTKVYNNDLTASLMVALDSNNTMPFTPAAMRSETLGEYPWKPTIPTPWRYYFQWDRTLIPSHTGTSGTPTNIYHGTDPDD
PTKVYNNDLTASLMVALDSNNTMPFTPAAMRSETLGEYPWKPTIPTPWRYYFQWDRTLIPSHTGTSGTPTNIYHGTDPDD
PTKVYNNDLTASLMVALDSNNTMPFTPAAMRSETLGEYPWKPTIPTPWRYYFQWDRTLIPSHTGTSGTPTNIYHGTDPDD
PTKVYNNDLTASLMVALDSNNTMPFTPAAMRSETLGEYPWKPTIPTPWRYYFQWDRTLIPSHTGTSGTPTNIYHGTDPDD
PTKVYNNDLTASLMVALDSNNTMPFTPAAMRSETLGEYPWKPTIPTPWRYYFQWDRTLIPSHTGTSGTPTNIYHGTDPDD
PTKVYNNDLTASLMVALDSNNTMPFTPAAMRSETLGEYPWKPTIPTPWRYYFQWDRTLIPSHTGTSGTPTNIYHGTDPDD
PTKVYNNDLTASLMVALDSNNTMPFTPAAMRSETLGEYPWKPTIPTPWRYYFQWDRTLIPSHTGTSGTPTNIYHGTDPDD
PTKVYNNDLTASLMVALDSNNTMPFTPAAMRSETLGEYPWKPTIPTPWRYYFQWDRTLIPSHTGTSGTPTNIYHGTDPDD
PTKVYNNDLTASLMVALDSNNTMPFTPAAMRSETLGEYPWKPTIPTPWRYYFQWDRTLIPSHTGTSGTPTNIYHGTDPDD
PTKVYNNDLTASLMVALDSNNTMPFTPAAMRSETLGEYPWKPTIPTPWRYYFQWDRTLIPSHTGTSGTPTNIYHGTDPDD
PTKVYNNDLTASLMVALDSNNTMPFTPAAMRSETLGEYPWKPTIPTPWRYYFQWDRTLIPSHTGTSGTPTNIYHGTDPDD
PTKVYNNDLTASLMVALDSNNTMPFTPAAMRSETLGEYPWKPTIPTPWRYYFQWDRTLIPSHTGTSGTPTNIYHGTDPDD
PTKVYNNDLTASLMVALDSNNTMPFTPAAMRSETLGEYPWKPTIPTPWRYYFQWDRTLIPSHTGTSGTPTNIYHGTDPDD
PTKVYNNDLTASLMVALDSNNTMPFTPAAMRSETLGEYPWKPTIPTPWRYYFQWDRTLIPSHTGTSGTPTNIYHGTDPDD
PTKVYNNDLTASLMVALDSNNTMPFTPAAMRSETLGEYPWKPTIPTPWRYYFQWDRTLIPSHTGTSGTPTNIYHGTDPDD
PTKVYNNDLTASLMVALDSNNTMPFTPAAMRSETLGEYPWKPTIPTPWRYYFQWDRTLIPSHTGTSGTPTNIYHGTDPDD
PTKVYNNDLTASLMVALDSNNTMPFTPAAMRSETLGEYPWKPTIPTPWRYYFQWDRTLIPSHTGTSGTPTNIYHGTDPDD
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MX-DCR7.seq

MX-TAM7 KY818894.1.seq
MX-YUC1 KY818895.1 .seq
MX-TAM1 KY818890.1.seq
MX SON 1 KY818889.1l.seq
MX-QR6 OKY818887.1.seq
MX-PUE1KY818884.1.seq
MX-NAY8 KY818883.1.seq
MX-NAY4 KY818880.1.seq
MX-MOR6 KY818878.1.seq
MX-MOR2 KY818874.1.seq
MX-MICH3 KY818871.1.seq
MX-HGO6 KY818865.1.seq
MX-GTO3 KY818861.1l.seq
MX-MEX82 KY818857.1.seq
MX-BCN9 KY818853.1.seq
MX-BCN2 KY818850.1 .seq
MX-AGC4 KY818849.1l.seq
59.seq

118.seq

MX-DCR6.seq
MX-DCR3.seq
MX-DCR4.seq

MX DCR56 MH480648.1 .seq

MX-DCR41 MH480647.1.seq
MX-DCR22 MH480646.1.seq

Majority

FPV KC473946.seq
FPV-1 JX048608.1.seq

FJ222824-CPV2-388-05-3.seq
EU914139 vaccine Pfizer.seq

JN625220 vac2.seq
JN625221 vac3.seq
JN625222 vac4d.seq
JN625223 vacbh.seq
JN625224 vacé6.seq

PTKVYNNDLTASLMVALDSNNTMPFTPAAMRSETLGEYPWKPTIPTPWRYYFQWDRTLIPSHTGTSGTPTNIYHGTDPDD
PTKVYNNDLTASLMVALDSNNTMPFTPAAMRSETLGEYPWKPTIPTPWRYYFQWDRTLIPSHTGTSGTPTNIYHGTDPDD
PTKVYNNDLTASLMVALDSNNTMPFTPAAMRSETLGEYPWKPTIPTPWRYYFQWDRTLIPSHTGTSGTPTNIYHGTDPDD
PTKVYNNDLTASLMVALDSNNTMPFTPAAMRSETLGEYPWKPTIPTPWRYYFQWDRTLIPSHTGTSGTPTNIYHGTDPDD
PTKVYNNDLTASLMVALDSNNTMPFTPAAMRSETLGEYPWKPTIPTPWRYYFQWDRTLIPSHTGTSGTPTNIYHGTDPDD
PTKVYNNDLTASLMVALDSNNTMPFTPAAMRSETLGEYPWKPTIPTPWRYYFQWDRTLIPSHTGTSGTPTNIYHGTDPDD
PTKVYNNDLTASLMVALDSNNTMPFTPAAMRSETLGEYPWKPTIPTPWRYYFQWDRTLIPSHTGTSGTPTNIYHGTDPDD
PTKVYNNDLTASLMVALDSNNTMPFTPAAMRSETLGEYPWKPTIPTPWRYYFQWDRTLIPSHTGTSGTPTNIYHGTDPDD
PTKVYNNDLTASLMVALDSNNTMPFTPAAMRSETLGEYPWKPTIPTPWRYYFQWDRTLIPSHTGTSGTPTNIYHGTDPDD
PTKVYNNDLTASLMVALDSNNTMPFTPAAMRSETLGEYPWKPTIPTPWRYYFQWDRTLIPSHTGTSGTPTNIYHGTDPDD
PTKVYNNDLTASLMVALDSNNTMPFTPAAMRSETLGEYPWKPTIPTPWRYYFQWDRTLIPSHTGTSGTPTNIYHGTDPDD
PTKVYNNDLTASLMVALDSNNTMPFTPAAMRSETLGEYPWKPTIPTPWRYYFQWDRTLIPSHTGTSGTPTNIYHGTDPDD
PTKVYNNDLTASLMVALDSNNTMPFTPAAMRSETLGEYPWKPTIPTPWRYYFQWDRTLIPSHTGTSGTPTNIYHGTDPDD
PTKVYNNDLTASLMVALDSNNTMPFTPAAMRSETLGEYPWKPTIPTPWRYYFQWDRTLIPSHTGTSGTPTNIYHGTDPDD
PTKVYNNDLTASLMVALDSNNTMPFTPAAMRSETLGEYPWKPTIPTPWRYYFQWDRTLIPSHTGTSGTPTNIYHGTDPDD
PTKVYNNDLTASLMVALDSNNTMPFTPAAMRSETLGEYPWKPTIPTPWRYYFQWDRTLIPSHTGTSGTPTNIYHGTDPDD
PTKVYNNDLTASLMVALDSNNTMPFTPAAMRSETLGEYPWKPTIPTPWRYYFQWDRTLIPSHTGTSGTPTNIYHGTDPDD
PTKVYNNDLTASLMVALDSNNTMPFTPAAMRSETLGEYPWKPTIPTPWRYYFQWDRTLIPSHTGTSGTPTNIYHGTDPDD
PTKVYNNDLTASLMVALDSNNTMPFTPAAMRSETLGEYPWKPTIPTPWRYYFQWDRTLIPSHTGTSGTPTNIYHGTDPDD
PTKVYNNDLTASLMVALDSNNTMPFTPAAMRSETLGEYPWKPTIPTPWRYYFQWDRTLIPSHTGTSGTPTNIYHGTDPDD
PTKVYNNDLTASLMVALDSNNTMPFTPAAMRSETLGEYPWKPTIPTPWRYYFQWDRTLIPSHTGTSGTPTNIYHGTDPDD
PTKVYNNDLTASLMVALDSNNTMPFTPAAMRSETLGEYPWKPTIPTPWRYYFQWDRTLIPSHTGTSGTPTNIYHGTDPDD
PTKVYNNDLTASLMVALHSNNTMPFTPAAMRSETLGEYPWKPTIPTPWRYYFQWDRTLIPSHTGTSGTPTNIYHGTDPDD
PTKVYNNDLTASLMVALHRNNTMPFPPAAMRSETLGEYPWKPTIPTPWRYYFQWDRTLIPSHTGTSGTPTNIYHGTDPDD
PTKVYNNDLTASLMVALHRNNTMPFTPAAMRSETLGEYPWKPTIPTPWRYYFQWDRTLIPSHTGTSGTPTNIYHGTDPDD
PTKVYNNDLTASLMVALDSNNTMPFTPAAMRSETLGEYPWKPTIPTPWRYYFQWDRTLIPSHTGTSGTPTNIYHGTDPDD

VOQEYTIENSVPVHLLRTGDEFATGTFFFDCKPCRLTHTWQTNRALGLPPFLNSLPQAEGGTNEFGY IGVQODKRRGVTOMG

————————— e et et R
250 260 270 280 290 300 310 320
————————— e et

VOQEFYTIENSVPVHLLRTGDEFATGTFFFDCKPCRLTHTWQTNRALGLPPFLNSLPQSEGATNEGDIGVQQODKRRGVTOMG
VOQEFYTIENSVPVHLLRTGDEFATGTFFFDCKPCRLTHTWQTNRALGLPPFLNSLPQSEGATNEFGDIGVQODKRRGVTOMG
VOQEFYTIENSVPVHLLRTGDEFATGTFFFDCKPCRLTHTWQTNRALGLPPFLNSLPQSEGATNEFGDIGVQQODKRRGVTOMG
VOQEFYTIENSVPVHLLRTGDEFATGTFFFDVKPCRLTHTWQTNRALGLPPFLNSLPQSEGATNEFGDIGVQODKRRGVTOMG
VOQEFYTIENSVPVHLLRTGDEFATGTFFFDCRPCRLTHTWQTNRALGLPPFLNSLPQSEGATNEFGDIGVQODKRRGITOMG
VOQEFYTIENSVPVHLLRTGDEFATGTFFFDCKPCRLTHTWQTNRALGLPPFLNSLPQSEGATNEFGDIGVQQODKRRGVTOMG
VOQEFYTIENSVPVHLLRTGDEFATGTFFFDCKPCRLTHTWQTNRALGLPPFLNSLPQSEGATNEFGDIGVQQODKRRGVTOMG
VOQEFYTIENSVPVHLLRTGDEFATGTFFFDCKPCRLTHTWQTNRALGLPPFLNSLPQAEGGTNEFGY IGVQODKRRGVTOMG
VOQEFYTIENSVPVHLLRTGDEFATGTFFFDCRPCRLTHTWQTNRALGLPPFLNSLPQSEGDINFGDIGVQODKRRGITOMG
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FJ011097 merial vaccine.seq VQFYTIENSVPVHLLRTGDEFATGTFFFDCRPCRLTHTWQTNRALGLPPFLNSLPQSEGATNFGDIGVQQODKRRGITQOMG

vaccine-vbc.seqg
vaccine-nbvc.seq

AB128923-CPV2a-shonna.seq
FJ005259-CPV2a-100-08.seq
FJ005252-CPV2a-96-08.seq

CPV2a recuy364.seq
CPV2a uy245.seq

FJ005261-CPV2b-G162-97.seq
FJ005260-CPV2b-G82-97.seq

FJ222822-CPV2b-SAH.seq

FJ222823-CPV2b-29-97.seq
FJ005236-CPV2c-1100727.seq

MX-DCR1.seq
MX-DCR2.seq
FJ005196 CPV2c-G797.seq

FJ005249-CPV2c-219-085.seq
FJ005247-CP2c-195-08.seq
FJ005246-CPV2c-128-08.seq

FJ222821-CPV2c-56.seq
MX-DCR7.seq

MX-TAM7 KY818894.1.seq
MX-YUC1 KY818895.1 .seq
MX-TAM1 KY818890.1l.seq
MX SON 1 KY818889.1l.seq
MX-QR6 OKY818887.1.seq
MX-PUE1KY818884.1.seq
MX-NAY8 KY818883.1l.seq
MX-NAY4 KY818880.1l.seq
MX-MOR6 KY818878.1.seq
MX-MOR2 KY818874.1.seq
MX-MICH3 KY818871.1.seq
MX-HGO6 KY818865.1.seq
MX-GTO3 KY818861.1.seq
MX-MEX82 KY818857.1.seq
MX-BCN9 KY818853.1.seq
MX-BCN2 KY818850.1 .seq
MX-AGC4 KY818849.1.seq
59.seq

118.seq

VOQEFYTIENSVPVHLLRTGDEFATGTFFFDCRPCRLTHTWQTNRALGLPPFLNSLPQSEGATNEFGDIGVQODKRRGITOMG
VOQEFYTIENSVPVHLLRTGDEFATGTFFFDCKPCRLTHTWQTNRALGLPPFLNSLPQSEGATNEGDIGVQQODKRRGVTOMG
VOEFYTIENSVPVHLLRTGDEFATGTFFFDCKPCRLTHTWQTNRALGLPPFLNSLPQAEGGTNEFGY IGVQODKRRGVTOMG
VOEFYTIENSVPVHLLRTGDEFATGTFFFDCKPCRLTHTWQTNRALGLPPFLNSLPQAEGGTNEFGY IGVQODKRRGVTOMG
VOQEFYTIENSVPVHLLRTGDEFATGTFFFDCKPCRLTHTWQTNRALGLPPFLNSLPQAEGGTNEFGY IGVQODKRRGVTOMG
VOQEFYTIENSVPVHLLRTGDEFATGTFYFDCKPCRLTHTWQTNRALGLPPFLNSLPQAEGGTNEFGY IGVQODKRRGVTOMG
VOQEFYTIENSVPVHLLRTGDEFATGTFYFDCKPCRLTHTWQTNRALGLPPFLNSLPQAEGGTNEFGY IGVQODKRRGVTOMG
VOEFYTIENSVPVHLLRTGDEFATGTFFFDCKPCRLTHTWQTNRALGLPPFLNSLPQSEGGTNEFGY IGVQODKRRGVTOMG
VOQEFYTIENSVPVHLLRTGDEFATGTFFFDCKPCRLTHTWQTNRALGLPPFLNSLPQAEGGTNEFGY IGVQODKRRGVTOMG
VOQEYTIENSVPVHLLRTGDEFATGTFFFDCKPCRLTHTWQTNRALGLPPFLNSLPQAEGGTNEFGY IGVQODKRRGVTOMG
VOQEYTIENSVPVHLLRTGDEFATGTFFFDCKPCRLTHTWQTNRALGLPPFLNSLPQAEGGTNEFGY IGVQODKRRGVTOMG
VOQEFYTIENSVPVHLLRTGDEFATGTFFFDCKPCRLTHTWQTNRALGLPPFLNSLPQAEGGTNEFGY IGVQODKRRGVTOMG
VOQEFYTIENSVPVHLLRTGDEFATGTFFFDCKPCRLTHTWQTNRALGLPPFLNSLPQAEGGTNEFGY IGVQODKRRGVTOMG
VOQEFYTIENSVPVHLLRTGDEFATGTFFFDCKPCRLTHTWQTNRALGLPPFLNSLPQAEGGTNEFGY IGVQODKRRGVTOMG
VOQEFYTIENSVPVHLLRTGDEFATGTFFFDCKPCRLTHTWQTNRALGLPPFLNSLPQAEGGTNEFGY IGVQODKRRGVTOMG
VOEFYTIENSVPVHLLRTGDEFATGTFFFDCKPCRLTHTWQTNRALGLPPFLNSLPQAEGGTNEFGY IGVQODKRRGVTOMG
VOQEFYTIENSVPVHLLRTGDEFATGTFFFDCKPCRLTHTWQTNRALGLPPFLNSLPQAEGGTNEFGY IGVQODKRRGVTOMG
VOQEFYTIENSVPVHLLRTGDEFATGTFFFDCKPCRLTHTWQTNRALGLPPFLNSLPQAEGGTNEFGY IGVQODKRRGVTOMG
VOQEFYTIENSVPVHLLRTGDEFATGTFFFDCKPCRLTHTWQTNRALGLPPFLNSLPQAEGGTNEFGY IGVQODKRRGVTOMG
VOQEFYTIENSVPVHLLRTGDEFATGTFFFDCKPCRLTHTWQTNRALGLPPFLNSLPQAEGGTNEFGY IGVQODKRRGVTOMG
VOQEFYTIENSVPVHLLRTGDEFATGTFFFDCKPCRLTHTWQTNRALGLPPFLNSLPQAEGGTNEFGY IGVQODKRRGVTOMG
VOEFYTIENSVPVHLLRTGDEFATGTFFFDCKPCRLTHTWQTNRALGLPPFLNSLPQAEGGTNEFGY IGVQODKRRGVTOMG
VOQEFYTIENSVPVHLLRTGDEFATGTFFFDCKPCRLTHTWQTNRALGLPPEFLNSLPQAEGGTNEFGY IGVQODKRRGVTOMG
VOQEFYTIENSVPVHLLRTGDEFATGTFFFDCKPCRLTHTWQTNRALGLPPFLNSLPQAEGGTNEFGY IGVQODKRRGVTOMG
VOEYTIENSVPVHLLRTGDEFATGTFFFDCKPCRLTHTWQTNRALGLPPFLNSLPQAEGGTNEFGY IGVQODKRRGVTOMG
VOEFYTNENSVPVHLLRTGDEFATGTFFFDCKPCRLTHTWQTNRALGLPPEFLNSLPQAEGGTNEFGY IGVQODKRRGVTOMG
VOQEFYTIENSVPVHLLRTGDEFATGTFFFDCKPCRLTHTWQTNRALGLPPFLNSLPQAEGGTNEFGY IGVQODKRRGVTOMG
VOQEFYTIENSVPVHLLRTGDEFATGTFFFDCKPCRLTHTWQTNRALGLPPFLNSLPQAEGGTNEFGY IGVQODKRRGVTOMG
VOQEFYTIENSVPVHLLRTGDEFATGTFFFDCKPCRLTHTWQTNRALGLPPFLNSLPQAEGGTNEFGY IGVQODKRRGVTOMG
VOEFYTIENSVPVHLLRTGDEFATGTFFFDCKPCRLTHTWQTNRALGLPPFLNSLPQAEGGTNEFGY IGVQODKRRGVTOMG
VOEFYTFENSVPVHLLRTGDEFATGTFFFDCKPCRLTHTWQTNRALGLPPFLNSLPQAEGGTNEFGY IGVQODKRRGVTOMG
VOEFYTIENSVPVHLLRTGDEFATGTFFFDCKPCRLTHTWQTNRALGLPPFLNSLPQAEGGTNEFGY IGVQODKRRGVTOMG
VOEFYTIENSVPVHLLRTGDEFATGTFFFDCKPCRLTHTWQTNRALGLPPFLNSLPQAEGGTNEFGY IGVQODKRRGVTOMG
VOEFYTIENSVPVHLLRTGDEFATGTFFFDCKPCRLTHTWQTNRALGLPPFLNSLPQAEGGTNEFGY IGVQODKRRGVTOMG
VOEFYTIENSVPVHLLRTGDEFATGTFFFDCKPCRLTHTWQTNRALGLPPFLNSLPQAEGGTNEFGY IGVQODKRRGVTOMG
VOEFYTIENSVPVHLLRTGDEFATGTFFFDCKPCRLTHTWQTNRALGLPPFLNSLPQAEGGTNEFGY IGVQODKRRGVTOMG
VOQEFYTIENSVPVHLLRTGDEFATGTFFFDCKPCRLTHTWQTNRALGLPPFLNSLPQAEGGTNEFGY IGVQODKRRGVTOMG
VOQEFYTIENSVPVHLLRTGDEFATGTFFFDCKPCRLTHTWQTNRALGLPPFLNSLPQAEGGTNEFGY IGVQODKRRGVTOMG
VOQEFYTIENSVPVHLLRTGDEFATGTFFFDCKPCRLTHTWQTNRALGLPPFLNSLPQAEGGTNEFGY IGVQODKRRGVTOMG
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MX-DCR6.seq
MX-DCR3.seq
MX-DCR4.seq
MX DCR56 MH480648.1 .seq
MX-DCR41 MH480647.1.seq
MX-DCR22 MH480646.1.seq

Majority

FPV KC473946.seq

FPV-1 JX048608.1.seq
FJ222824-CPV2-388-05-3.seq
EU914139 vaccine Pfizer.seq
JN625220 vac2.seq

JN625221 vac3.seq

JN625222 vacéd.seq

JN625223 vacbh.seq

JN625224 vacé6.seq
FJ011097 merial vaccine.seq
vaccine-vbc.seqg
vaccine-nbvc.seq
AB128923-CPV2a-shonna.seq
FJ005259-CPV2a-100-08.seq
FJ005252-CPV2a-96-08.seq
CPV2a recuy364.seq

CPV2a uy245.seq
FJ005261-CPV2b-G162-97.seq
FJ005260-CPV2b-G82-97.seq
FJ222822-CPV2b-SAH. seq
FJ222823-CPV2b-29-97.seq
FJ005236-CPV2c-1100727.seq
MX-DCR1.seq

MX-DCR2.seq

FJ005196 CPV2c-G797.seq
FJ005249-CPV2c-219-085.seq
FJ005247-CP2c-195-08.seq
FJ005246-CPV2c-128-08.seq
FJ222821-CPV2c-56.seq

VOQEFYTIENSVPVHLLRTGDEFATGTFFFDCKPCTLTHTWQTNRALGLPPFLNSLPQAEGGTNEFGY IGVQODKRRGVTOMG
VOEFYTIENSVPVHLLRTGDEFATGTFFFDCKPCRLTHTWQTNRALGLPPFLNSLPQAEGGTNEFGY IGVQODKRRGVTOMG
VOQEFYTNENSVPVHLLRTCDEFATGTFFFDCKPCRLTHTWQTNRALGLPPEFLNSLPQAEGGTNEFGY IGVQODKRRGVTOMG
VOQEFYTIENSVPVHLLRTGDEFATGTFFFDCKPCRLTHTWQTNRALGLPPFLNSLPQAEGGTNEFGY IGVQODKRRGVTOMG
VOQEFYTIENSVPVHLLRTGDEFATGTFFFDCKPCRLTHTWQTNRALGLPPFLNSLPQAEGGTNEFGY IGVQODKRRGVTOMG
VOQEFYTIENSVPVHLLRTGDEFATGTFFFDCKPCRLTHTWQTNRALGLPPFLNSLPQAEGGTNEGY IGVQODKRRGVTOMG

NTNYITEATIMRPAEVGYSAPYYSFEASTQGPFKTPIAAGRGGAQTDENQAADGDPRYAFGRQHGOKTTTTGETPERETY
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NTNYITEATIMRPAEVGYSAPYYSFEASTQGPFKTPIAAGRGGAQTDENQAADGNPRYAFGRQHGKKTTTTGETPERETY
NTNYITEATIMRPAEVGYSAPYYSFEASTQGPFKTPIAAGRGGAQTDENQAADGDPRYAFGRQHGRKTTTTGETPERETY
NTNYITEATIMRPAEVGYSAPYYSFEASTQGPFKTPIAAGRGGAQTDENQAADGNPRYAFGRQHGOKTTTTGETPERETY
NTNYITEATIMRPAEVGYSAPYYSFEASTQGPFKTPIAAGRGGAQTDENQAADGNPRYAFGRQHGOKTTTTGETPERETY
NTNYITEATIMRPAEVGYSAPYYSFEASTQGPFKTPIAAGRGGAQTDENQAADGNPRYAFGRQHGKKTTTTGETPERETY
KTNYITEATIMRPAEVGYSAPYYSFEASTQGPFKTPIAAGRGGAQTDENQAADGDPRYAFGROQHGOKTTTTGETPERFTY
NTNYITEATIMRPAEVGYSAPYYSFEASTQGPFKTPIAAGRGGAQTDENQAADGNPRYAFGRQHGOKTTTTGETPERETY
NTNYITEATIMRPAEVGYSAPYYSFEASTQGPFKTPIAAGRGGAQTDENQAADGNPRYAFGRQHGOKTTTTGETPERETY
NTNYITEATIMRPAEVGYSAPYYSFEASTQGPFKTPIAAGRGGAQTDENQAADGNPRYAFGRQHGOKTTTTGETPERETY
NTNYITEATIMRPAEVGYSAPYYSFEASTQGPFKTPIAAGRGGAQTDENQAADGNPRYAFGRQHGKKTTTTGETPERETY
NTNYITEATIMRPAEVGYSAPYYSFEASTQGPFKTPIAAGRGGAQTDENQAADGDPRYAFGRQHGOKTTTTGETPERETY
NTNYITEATIMRPAEVGYSAPYYSFEASTQGPFKTPIAAGRGGAQTDENQAADGDPRYAFGRQHGOKTTTTGETPERETY
NTNYITEATIMRPAEVGYSAPYYSFEASTQGPFKTPIAAGRGGAQTDENQAADGDPRYAFGRQHGOKTTTTGETPERETY
NTNIITEATIMRPAEVGYSAPYYSFEASTQGPFKTPIAAGRGGAQTDENQAADGDPRYAFGRQHGOKTTTTGETPERETY
NTNIITEATIMRPAEVGYSAPYYSFEASTQGPFKTPIAAGRGGAQTDENQAADGDPRYAFGRQHGOKTTTTGETPERETY
NTNYITEATIMRPAEVGYSAPYYSFEASTQGPFKTPIAAGRGGAQTDENQAADGDPRYAFGRQHGOKTTTTGETPERETY
NTNYITEATIMRPAEVGYSAPYYSFEASTQGPFKTPIAAGRGGAQTDENQAADGDPRYAFGRQHGOKTTTTGETPERETY
KTNYITEATIMRPAEVGYSAPYYSFEASTQGPFKTPIAAGRGGAQTDENQAADGDPRYAFGROHGOKTTTTGETPERFTY
NTNYITEATIMRPAEVGYSAPYYSFEASTQGPFKTPIAAGRGGAQTDENQAADGDPRYAFGRQHGOKTTTTGETPERETY
NTNYITEATIMRPAEVGYSAPYYSFEASTQGPFKTPIAAGRGGAQTDENQAADGDPRYAFGRQHGOKTTTTGETPERETY
NTNYITEATIMRPAEVGYSAPYYSFEASTQGPFKTPIAAGRGGAQTDENQAADGDPRYAFGRQHGOQKTTTTGETPERETY
NTNYITEATIMRPAEVGYSAPYYSFEASTQGPFKTPIAAGRGGAQTDENQAADGDPRYAFGRQHGOKTTTTGETPERETY
NTNYITEATIMRPAEVGYSAPYYSFEASTQGPFKTPIAAGRGGAQTDENQAADGDPRYAFGRQHGOKTTTTGETPERETY
NTNYITEATIMRPAEVGYSAPYYSFEASTQGPFKTPIAAGRGGAQTDENQAADGDPRYAFGRQHGOKTTTTGETPERETY
NTNYITEATIMRPAEVGYSAPYYSFEASTQGPFKTPIAAGRGGAQTDENQAADGDPRYAFGRQHGOQKTTTTGETPERETY
NTNYITEATIMRPAEVGYSAPYYSFEASTQGPFKTPIAAGRGGAQTDENQAADGDPRYAFGRQHGOKTTTTGETPERETY
NTNYITEATIMRPAEVGYSAPYYSFEASTQGPFKTPIAAGRGGAQTDENQAADGDPRYAFGRQHGOKTTTTGETPERETY
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MX-DCR7.seq

MX-TAM7 KY818894.1.seq
MX-YUC1 KY818895.1 .seq
MX-TAM1 KY818890.1.seq
MX SON 1 KY818889.1l.seq
MX-QR6 OKY818887.1.seq
MX-PUE1KY818884.1.seq
MX-NAY8 KY818883.1.seq
MX-NAY4 KY818880.1.seq
MX-MOR6 KY818878.1.seq
MX-MOR2 KY818874.1.seq
MX-MICH3 KY818871.1.seq
MX-HGO6 KY818865.1.seq
MX-GTO3 KY818861.1l.seq
MX-MEX82 KY818857.1.seq
MX-BCN9 KY818853.1.seq
MX-BCN2 KY818850.1 .seq
MX-AGC4 KY818849.1l.seq
59.seq

118.seq

MX-DCR6.seq

MX-DCR3.seq

MX-DCR4.seq

MX DCR56 MH480648.1 .seq

MX-DCR41 MH480647.1.seq
MX-DCR22 MH480646.1.seq

Majority

FPV KC473946.seq
FPV-1 JX048608.1.seq

FJ222824-CPV2-388-05-3.seq
EU914139 vaccine Pfizer.seq

JN625220 vac2.seq
JN625221 vac3.seq
JN625222 vac4d.seq
JN625223 vacbh.seq
JN625224 vacé6.seq

NTNYITEATIMRPAEVGYSAPYYSFEASTQGPFKTPIAAGRGGAQTDENQAADGDPRYAFGRQHGOKTTTTGETPERETY
NTNYITEATIMRPAEVGYSAPYYSFEASTQGPFKTPIAAGRGGAQTDENQAADGDPRYAFGRQHGOKTTTTGETPERETY
NTNYITEATIMRPAEVGYSAPYYSFEASTQGPFKTPIAAGRGGAQTDENQAADGDPRYAFGRQHGOKTTTTGETPERETY
NTNYITEATIMRPAEVGYSAPYYSFEASTQGPFKTPIAAGRGGAQTDENQAADGDPRYAFGRQHGOKTTTTGETPERETY
NTNYITEATIMRPAEVGYSAPYYSFEASTQGPFKTPIAAGRGGAQTDENQAADGDPRYAFGRQHGOKTTTTGETPERETY
NTNYITEATIMRPAEVGYSAPYYSFEASTQGPFKTPIAAGRGGAQTDENQAADGDPRYAFGRQHGOKTTTTGETPERETY
NTNYITEATIMRPAEVGYSAPYYSFEASTQGPFKTPIAAGRGGAQTDENQAADGDPRYAFGRQHGOKTTTTGETPERETY
NTNYITEATIMRPAEVGYSAPYYSFEASTQGPFKTPIAAGRGGAQTDENQAADGDPRYAFGRQHGOKTTTTGETPERETY
NTNYITEATIMRPAEVGYSAPYYSFEASTQGPFKTPIAAGRGGAQTDENQAADGDPRYAFGRQHGOKTTTTGETPERETY
NTNYITEATIMRPAEVGYSAPYYSFEASTQGPFKTPIAAGRGGAQTDENQAADGDPRYAFGRQHGOKTTTTGETPERETY
NTNYITEATIMRPAEVGYSAPYYSFEASTQGPFKTPIAAGRGGAQTDENQAADGDPRYAFGRQHGOKTTTTGETPERETY
NTNYITEATIMRPAEVGYSAPYYSFEASTQGPFKTPIAAGRGGAQTDENQAADGDPRYAFGRQHGOKTTTTGETPERETY
NTNYITEATIMRPAEVGYSAPYYSFEASTQGPFKTPIAAGRGGAQTDENQAADGDPRYAFGRQHGOKTTTTGETPERETY
NTNYITEATIMRPAEVGYSAPYYSFEASTQGPFKTPIAAGRGGAQTDENQAADGDPRYAFGRQHGOKTTTTGETPERETY
NTNYITEATIMRPAEVGYSAPYYSFEASTQGAFKTPIAAGRGGAQTDENQAADGDPRYAFGRQHGOKTTTTGETPERETY
NSNYITEATIMRPAEVGYSAPYYSFEASTQGPFKTPIAAGRGGAQTDENQAADGDPRYAFGRQHGOKTTTTGETPERETY
NSNYITEATIMRPAEVGYSAPYYSFEASTQGPFKTPIAAGRGGAQTDENQAADGDPRYAFGRQHGOKTTTTGETPERETY
NTNYITEATIMRPAEVGYSAPYYSFEASTQGPFKTPIAAGRGGAQTDENQAADGDPRYAFGRQHGOKTTTTGETPERETY
NTNYITEATIMRPAEVGYSAPYYSFEASTQGPFKTPIAAGRGGAQTDENQAADGDPRYAFGRQHGOKTTTTGETPERETY
NTNYITEATIMRPAEVGYSAPYYSFEASTQGPFKTPIAAGRGGAQTDENQAADGDPRYAFGRQHGOKTTTTGETPERETY
NTNYITEATIMRPAEVGYSAPYYSFEASTQGPFKTPIAAGRGGAQTDENQAADGDPRYAFGRQHGOKTTTTGETRERETY
NTNYITEATIMRPAEVGYSAPYYSFEASTQGPFKTPIAAGRGGAQTDENQAADGDPRYAFGRQHGOKTTTTGETPERETY
NPNYITEATIMRPAEVGYSAPYYSFEASTQGPFKTPIAAGRGGAQTDENQAADGDPRYAFGRQHGOKTTTTGETPERETY
NTNYITEATIMRPAEVGYSAPYYSFEASTQGPFKTPIAAGRGGAQTDENQAADGDPRYAFGRQHGOKTTTTGETPERETY
NTNYITEATIMRPAEVGYSAPYYSFEASTQGPFKTPIAAGRGGAQTDENQAADGDPRYAFGRQHGOKTTTTGETPERETY
NTNYITEATIMRPAEVGYSAPYYSFEASTQGPFKTPIAAGRGGAQTDENQAADGDPRYAFGRQHGOKTTTTGETPERETY

IAHODTGRYPEGDWIQNINEFNLPVTEDNVLLPTDPIGGKTGINYTNIFNTYGPLTALNNVPPVYPNGQIWDKEFDTDLKP
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IAHQODTGRYPEGDWIQNINEFNLPVTNDNVLLPTDPIGGKTGINYTNIFNTYGPLTALNNVPPIYPNGQIWDKEFDTDLKP
IAHQODTGRYPEGDWIQKINEFNLPVTINDNVLLPTDPIGGKTGINYTNIFNTYGPLTALNNVPPVYPNGQIWDKEFDTDLKP
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IAHQODTGRYPEGDWIQNINEFNLPVTDDNVLLPTDPIGGKTGINYTNIFNTYGPLTALNNVPPVYPNGQIWDKEFDTDLKP
IAHQODTGRYPEGDWIQNINEFNLPVTNDNVLLPTDPIGGKTGINYTNIFNTYGPLAALNNVPPVYPNGQIWDKEFDTDLKP
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FJ011097 merial vaccine.seq IAHQDTGRYPEGDWIQNINFNLPVTNDNVLLPTDPIGGKTGINYTNIFNTYGPLTALNNVPPVYPNGQIWDKEFDTDLKP 1438

vaccine-vbc.seq IAHQODTGRYPEGDWIQNINEFNLPVTNDNVLLPTDPIGGKTGINYTNIFNTYGPLTALNNVPPVYPNGQIWDKEFDTDLKP 1438
vaccine-nbvc.seq IAHODTGRYPEGDWIQNINEFNLPVTNDNVLLPTDPIGGKTGINYTNIFNTYGPLTALNNVPPVYPNGQIWDKEFDTDLKP 1438
AB128923-CPV2a-shonna.seq IAHQODTGRYPEGDWIQNINEFNLPVTDDNVLLPTDPIGGKTGINYTNIFNTYGPLTALNNVPPVYPNGQIWDKEFDTDLKP 1438
FJ005259-CPV2a-100-08.seqg IAHQODTGRYPEGDWIQNINEFNLPVTINDNVLLPTDPIGGKTGINYTNIFNTYGPLTALNNVPPVYPNGQIWDKEFDTDLKP 1438
FJ005252-CPV2a-96-08.seq IAHQODTGRYPEGDWIQNINEFNLPVTNDNVLLPTDPIGGKTGINYTNIFNTYGPLTALNNVPPVYPNGQIWDKEFDTDLKP 1438
CPV2a recuy364.seq IAHQODTGRYPEGDWIQNINEFNLPVTNDNVLLPTDPIGGKAGINYTNIFNTYGPLTALNNVPPVYPNGQIWDKEFDTDLKP 1438
CPV2a uy245.seq IAHQODTGRYPEGDWIQNINEFNLPVINDNVLLPTDPIGGKAGINYTNIFNTYGPLTALNNVPPVYPNGQIWDKEFDTDLKP 1438
FJ005261-CPV2b-G162-97.seq IAHQDTGRYPEGDWIQNINENLPVTDDNVLLPTDPIGGKTGINYTNIFNTYGPLTALNNVPPVYPNGQIWDKEFDTDLKP 1438
FJ005260-CPV2b-G82-97.seq IAHQODTGRYPEGDWIQNINEFNLPVTDDNVLLPTDPIGGKTGINYTNIFNTYGPLTALNNVPPVYPNGQIWDKEFDTDLKP 1438
FJ222822-CPV2b-SAH.seq IAHQODTGRYPEGDWIQNINEFNLPVTDDNVLLPTDPIGGKTGINYTNIFNTYGPLTALNNVPPVYPNGQIWDKEFDTDLKP 1438
FJ222823-CPV2b-29-97.seq IAHODTGRYPEGDWIQNINEFNLPVTDDNVLLPTDPIGGKTGINYTNIFNTYGPLTALNNVPPVYPNGQIWDKEFDTDLKP 1438
FJ005236-CPV2c-1100727.seq IAHQDTGRYPEGDWIQNINENLPVTEDNVLLPTDPIGGKAGINYTNIFNTYGPLTALNNVPPVYPNGQIWDKEFDTDLKP 1438
MX-DCR1.seq IAHQODTGRYPEGDWIQNINEFNLPVTEDNVLLPTDPIGGKAGINYTNIFNTYGPLTALNNVPPVYPNGQIWDKEFDTDLKP 1438
MX-DCR2.seq IAHQODTGRYPEGDWIQNINEFNLPVTEDNVLLPTDPIGGKAGINYTNIFNTYGPLTALNNVPPVYPNGQIWDKEFDTDLKP 1440
FJ005196 CPV2c-G797.seq IAHODTGRYPEGDWIQNINEFNLPVTEDNVLLPTDPIGGKTGINYTNIFNTYGPLTALNNVPPVYPNGQIWDKEFDTDLKP 1438
FJ005249-CPV2c-219-085.seq IAHQDTGRYPEGDWIQNINENLPVTEDNVLLPTDPIGGKTGINYTNIFNTYGPLTALNNVPPVYPNGQIWDKEFDTDLKP 1438
FJ005247-CP2c-195-08.seq IAHODTGRYPEGDWIQNINEFNLPVTEDNVLLPTDPIGGKTGINYTNIFNTYGPLTALNNVPPVYPNGQIWDKEFDTDLKP 1438
FJ005246-CPV2c-128-08.seq IAHQODTGRYPEGDWIQNINEFNLPVTEDNVLLPTDPIGGKTGINYTNIFNTYGPLTALNNVPPVYPNGQIWDKEFDTDLKP 1438
FJ222821-CPV2c-56.seq IAHQODTGRYPEGDWIQNINEFNLPVTEDNVLLPTDPIGGKTGINYTNIFNTYGPLTALNNVPPVYPNGQIWDKEFDTDLKP 1438
MX-DCR7.seq IAHODTGRYPEGDWIQNINEFNLPVTEDNVLLPTDPIGGKTGINYTNIFNTYGPLTALNNVPPVYPNGQIWDKEFDTDLKP 1438
MX-TAM7 KY818894.1.seq IAHODTGRYPEGDWIQNINEFNLPVTEDNVLLPTDPIGGKAGINYTNIFNTYGPLTALNNVPPVYPNGQIWDKEFDTDLKP 1378
MX-YUC1 KY818895.1 .seq IAHQODTGRYPEGDWIQNINEFNLPVTEDNVLLPTDPIGGKTGINYTNIFNTYGPLTALNNVPPVYPNGQIWDKEFDTDLKP 1378
MX-TAM1 KY818890.1.seq IAHQODTGRYPEGDWIQNINEFNLPVTEDNVLLPTDPIGGKTGINYTNIFNTYGPLTALNNVPPVYPNGQIWDKEFDTDLKP 1378
MX SON 1 KY818889.1l.seq IAHQODTGRYPEGDWIQNINEFNLPVTEDNVLLPTDPIGGKAGINYTNIFNTYGPLTALNNVPPVYPNGQIWDKEFDTDLKP 1378
MX-QR6 OKY818887.1.seq IAHQODTGRYPEGDWIQNINEFNLPVTEDNVLLPTDPIGGKTGINYTNIFNTYGPLTALNNVPPVYPNGQIWDKEFDTDLKP 1378
MX-PUE1KY818884.1.seq IAHQODTGRYPEGDWIQNINEFNLPVTEDNVLLPTDPIGGKTGINYTNIFNTYGPLTALNNVPPVYPNGQIWDKEFDTDLKP 1378
MX-NAY8 KY818883.1.seq IAHQODTGRYPEGDWIQNINEFNLPVTEDNVLLPTDPIGGKAGINYTNIFNTYGPLTALNNVPPVYPNGQIWDKEFDTDLKP 1378
MX-NAY4 KY818880.1.seq IAHODTGRYPEGDWIQNINEFNLPVTEDNVLLPTDPIGGKTGINYTNIFNTYGPLTALNNVPPVYPNGQIWDKEFDTDLKP 1378
MX-MOR6 KY818878.1.seq IAHQODTGRYPEGDWIQNINEFNLPVTEDNVLLPTDPIGGKTGINYTNIFNTYGPLTALNNVPPVYPNGQIWDKEFDTDLKP 1378
MX-MOR2 KY818874.1.seq IAHQODTGRYPEGDWIQNINEFNLPVTEDNVLLPTDPIGGKTGINYTNIFNTYGPLTALNNVPPVYPNGQIWDKEFDTDLKP 1378
MX-MICH3 KY818871.1l.seq IAHQODTGRYPEGDWIQNINEFNLPVTEDNVLLPTDPIGGKAGINYTNIFNTYGPLTALNNVPPVYPNGQIWDKEFDTDLKP 1378
MX-HGO6 KY818865.1.seq IAHQODTGRYPEGDWIQNINEFNLPVTEDNVLLPTDPIGGKTGINYTNIFNTYGPLTALNNVPPVYPNGQIWDKEFDTDLKP 1378
MX-GTO3 KY818861.1.seq IAHQODTGRYPEGDWIQNINEFNLPVTEDNVLLPTDPIGGKAGINYTNIFNTYGPLTALNNVPPVYPNGQIWDKEFDTDLKP 1378
MX-MEX82 KY818857.1.seq IAHQODTGRYPEGDWIQNINEFNLPVTEDNVLLPTDPIGGKTGINYTNIFNTYGPLTALNNVPPVYPNGQIWDKEFDTDLKP 1378
MX-BCN9 KY818853.1.seq IAHQODTGRYPEGDWIQNINENLPVTDDNVLLPTDPIGGKTGINYTNIFNTYGPLTALNNVPPVYPNGQIWDKEFDTDLKP 1378
MX-BCN2 KY818850.1 .seq IAHQODTGRYPEGDWIQNINEFNLPVTEDNVLLPTDPIGGKAGINYTNIFNTYGPLTALNNVPPVYPNGQIWDKEFDTDLKP 1378
MX-AGC4 KY818849.1.seqg IAHQODTGRYPEGDWIQNINEFNLPVTEDNVLLPTDPIGGKAGINYTNIFNTYGPLTALNNVPPVYPNGQIWDKEFDTDLKP 1378
59.seq IAHQODTGRYPEGDWIQNISENLPVTDDNVLLPTDPIGGKTGINYTNIFNTYGPLTALNNVPPVYPNGQIWDKEFDTDLKP 1438
118.seq IAHQODTGRYPEGDWIQNINEFNLPVTEDNVLLPTDPIGGKTGINYTNIFNTYGPLTALNNVPPVYPNGQIWDKEFDTDLKP 1438
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MX-DCR41 MH480647.1.seq
MX-DCR22 MH480646.1.seq

Majority

FPV KC473946.seq

FPV-1 JX048608.1.seq
FJ222824-CPV2-388-05-3.seq
EU914139 vaccine Pfizer.seq
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CPV2a uy245.seq
FJ005261-CPV2b-G162-97.seq
FJ005260-CPV2b-G82-97.seq
FJ222822-CPV2b-SAH.seq
FJ222823-CPV2b-29-97.seq
FJ005236-CPV2c-1100727.seq
MX-DCR1.seq

MX-DCR2.seq

FJ005196 CPV2c-G797.seq
FJ005249-CPV2c-219-085.seq
FJ005247-CP2c-195-08.seq
FJ005246-CPV2c-128-08.seq
FJ222821-CPV2c-56.seq
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FJ011097 merial vaccine.seq YVPSNIGG 1702

vaccine-vbc.seqg YVPSNIGG 1702
vaccine-nbvc.seq YVPSNIGG 1702
AB128923-CPV2a-shonna.seq YVPSNIGG 1702
FJ005259-CPV2a-100-08.seq YVPSNIGG 1702
FJ005252-CPV2a-96-08.seq YVPSNIGG 1702
CPV2a recuy364.seq YVPSNIGG 1702
CPV2a uy245.seq YVPSNIGG 1702
FJ005261-CPV2b-G162-97.seq YVPSNIGG 1702
FJ005260-CPV2b-G82-97.seq YVPSNIGG 1702
FJ222822-CPV2b-SAH.seq YVPSNIGG 1702
FJ222823-CPV2b-29-97.seq YVPSNIGG 1702
FJ005236-CPV2c-1100727.seq YVPSNIGG 1702
MX-DCR1.seq YVPSNIGG 1702
MX-DCR2.seq YVPSNIG 1701
FJ005196 CPV2c-G797.seq YVPSNIGG 1702
FJ005249-CPV2c-219-085.seq YVPSNIGG 1702
FJ005247-CP2c-195-08.seq YVPSNIGG 1702
FJ005246-CPV2c-128-08.seq YVPSNIGG 1702
FJ222821-CPV2c-56.seq YVPSNIGG 1702
MX-DCR7.seq YVPSNIGG 1702
MX-TAM7 KY818894.1.seq YVPSNI 1636
MX-YUC1 KY818895.1 .seq YVPSNI 1636
MX-TAM1 KY818890.1l.seq YVPSNI 1636
MX SON 1 KY818889.1l.seq YVPSNI 1636
MX-QR6 OKY818887.1.seq YVPSNI 1636
MX-PUE1KY818884.1.seq YVPSNI 1636
MX-NAY8 KY818883.1l.seq YVPSNI 1636
MX-NAY4 KY818880.1l.seq YVPSNI 1636
MX-MOR6 KY818878.1.seq YVPSNI 1636
MX-MOR2 KY818874.1.seq YVPSNI 1636
MX-MICH3 KY818871.1.seq YVPSNI 1636
MX-HGO6 KY818865.1.seq YVPSNI 1636
MX-GTO3 KY818861.1l.seq YVPSNI 1636
MX-MEX82 KY818857.1.seq YVPSNI 1636
MX-BCN9 KY818853.1.seq YVPSNI 1636
MX-BCN2 KY818850.1 .seq YVPSNI 1636
MX-AGC4 KY818849.1.seq YVPSNI 1636
59.seq YVPSNIGGMKN 1711
118.seq YVPSNIGGEKN 1711
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