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RESUMEN

La gastroenteritis hemorragica aguda o sindrome de diarrea hemorragica aguda es
uno de los cuadros clinicos de mayor gravedad y letalidad que se presenta en
caninos. La etiologia infecciosa es multifactorial asociandose la presencia de
Parvovirus canino, Coronavirus canino, Rotavirus canino, Clostridium perfringens
tipo A y C. difficile. Recientemente, se ha descrito la co-actividad de Circovirus
canino (CCV) y Bocavirus canino (CBoV) en el sindrome. A la fecha no existen
reportes de estos ultimos virus en nuestro pais, por lo que el objetivo general de
este estudio fue determinar la presencia de Circovirus canino (CCV) y Bocavirus
canino (CBoV) y conocer su relacion con la presencia de SDHA en perros con o sin
gastroenteritis hemorragica aguda de la zona metropolitana de Monterrey, N.L. Para
ello fueron analizadas 150 muestras de heces de animales sanos y con
gastroenteritis hemorragica, realizando la deteccion de CCV y CBoV a través de
PCR y PCR semianidado, amplificando un fragmento de 393 pb de la proteina de la
capside para CCV, un fragmento de la proteina NP1 de 253 pb para CBoV-1y para
CBoV-2 un fragmento de 215 pb de la proteina NP1. En el presente estudio se
detecto la presencia de CCV en el 6.66 % (10/150) de las muestras, en el 14.66 %
(22/150) CBoV-1 y en el 10 % (15/150) CBoV-2. Se encontraron ademas co-
infecciones en el 21.33 % (32/150) de las muestras, asociandose los virus objetivo
de este estudio con la presencia de CPV-2. Estadisticamente se pudo establecer
una correlacién significativa entre la presencia de co-infecciones y la presencia de
diarrea hemorragica (P= 0.0007), también entre la presencia de co-infecciones y la
letalidad de la enfermedad (P= 0.0002) en animales que presentaron gastroenteritis
hemorragica. Por lo que podemos concluir en este proyecto de investigacion que
CCV y CBoV se encuentran circulando en el area metropolitana de Monterrey, N.L.,
y en co-infecciones con CPV-2 se vieron asociados estadisticamente con la
presencia de diarrea hemorragica y con la muerte de algunos caninos.

PALABRAS CLAVE: Circovirus canino (CCV); Bocavirus canino tipo 1 (CBoV-1);
Bocavirus canino tipo 2 (CBoV-2); Sindrome de Diarrea Hemorragica (SDHA).
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ABSTRACT

Acute hemorrhagic gastroenteritis or acute hemorrhagic diarrhea syndrome is one
of the most serious and lethal diseases that occurs in canines. The etiology is
multifactorial, associating the presence of Canine Parvovirus, Canine Coronavirus,
Canine Rotavirus, Clostridium perfringens type A and C. difficile. Recently, the co-
activity of Canine circovirus (CCV) and Canine bocavirus (CBoV) has been
described in the syndrome. To date, there are no reports of these latest viruses in
our country, so the general objective of this study was to determine the presence of
Canine circovirus (CCV) and Canine bocavirus (CBoV) and its relationship with the
presence of SDHA in dogs with or without acute hemorrhagic gastroenteritis in the
metropolitan area of Monterrey. For this, 150 samples from healthy and with
hemorrhagic gastroenteritis dogs were analyzed, detecting CCV and CBoV through
PCR and semi-nested PCR, amplifying a 393 bp fragment of the capsid protein gen
for CCV, a fragment of the 253 bp of NP1 protein gen for CBoV-1 and for CBoV-2 a
215 bp fragment of NP1 protein gen. In the present study, the presence of the CCV
was detected in 6.6 % (10/150) samples, in 14.6 % (22/150) CBoV-1 and in 10%
(15/150) CBoV-2. Coinfections were also found in 21.33% (32/150) of the samples,
associating the viruses of this study with the presence of CPV-2. Statistically, a
significant correlation could be established between the presence of co-infections
and the presence of hemorrhagic diarrhea (P = 0.0007), also between the presence
of co-infections and the lethality of the disease (P = 0.0002) in animals that presented
hemorrhagic gastroenteritis. Therefore, we can conclude in this research project that
CCV and CBoV are circulating in the metropolitan area of Monterrey, N.L., and in co-
infections with CPV, they were statistically associated with the presence of
hemorrhagic diarrhea and the death of some canines.

KEY WORDS: Canine circovirus (CCV), Canine bocavirus type 1 (CBoV-1), Canine
bocavirus type 2 (CboV-2), Acute Hemorrhagic Diarrhea Syndrome (AHDS).
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1. INTRODUCCION

Las enfermedades entéricas en caninos son uno de los principales motivos de
consulta a veterinarios, los agentes etiolégicos mas importantes que generan este
problema son de tipo parasitario, bacterianos y virales. Estos agentes pueden por
si solos generar la sintomatologia, pero generalmente se presentan como co-
infecciones, lo que genera cuadros entéricos que pueden ocasionar la muerte del
canino. La gastroenteritis hemorragica aguda o sindrome hemorragico entérico es
uno de los cuadros mas graves que se presenta en caninos, con un alto porcentaje
de letalidad. Se ha descrito a Clostridium perfringens tipo A, C. difficile, Parvovirus
canino y recientemente se han detectado co-infecciones de Parvovirus canino con
Coronavirus canino, Circovirus canino y Bocavirus canino en estos casos. En la
actualidad hay una gran cantidad de virus emergentes en caninos donde la
prevalencia, incidencia y patogenicidad no es conocida. Tal es el caso del Circovirus
canino y Bocavirus canino, que por estudios realizados en los ultimos afos se les
ha relacionado junto con otros agentes en los casos de gastroenteritis hemorragica

aguda.

El Circovirus canino es un virus descrito hace poco tiempo, investigaciones
recientes han relacionado este virus con problemas digestivos en caninos, como
diarrea, vomitos, enteritis hemorragica o hasta la muerte del animal. Este virus
pertenece a la familia Circoviridae del género Circovirus y de la especie Circovirus
canino. Son viriones desnudos de tamano entre 15-20 nm, su genoma es una

cadena sencilla circular de acido desoxirribonucleico (ssADN) de cerca de 2 kb.

1



Junto con los miembros de la familia Parvoviridae, son los virus de ADN mas

pequefios conocidos en vertebrados.

El Bocavirus canino es un virus desnudo con genoma de cadena sencilla de ADN
de cerca de 5 Kb, pertenece al género Bocavirus de la familia Parvoviridae. Estos
virus han sido relacionados con enfermedades respiratorias e intestinales de
animales y humanos. Hasta la fecha han sido 3 especies las que se han detectado

en perros con diferentes manifestaciones clinicas (CBoV 1-3).

Recientemente se ha detectado la presencia de Circovirus canino en regiones de
Italia, USA, Croacia y Tailandia, mientras que el Bocavirus canino ha sido
encontrado en China, Portugal, Alemania y Corea en casos de gastroenteritis
hemorragica aguda en caninos. Sin embargo, no existen reportes de estos virus en

nuestro pais.

Es importante determinar los agentes etiolégicos que se encuentran presentes en
la presentacién aguda de gastroenteritis hemorragica en caninos, ya que en gran
manera de ello depende el tratamiento y las medidas de control y prevencién que
se realicen. Es por eso por lo que el objetivo general de este proyecto de tesis es
determinar la presencia de Circovirus canino y Bocavirus canino en perros con
gastroenteritis hemorragica aguda en la zona metropolitana de Monterrey. Para ello,
se tomaran muestras de heces de mascotas con signos clinicos de gastroenteritis
hemorragica aguda, asi como de animales aparentemente sanos de clinicas
veterinarias de la zona metropolitana de Monterrey. Las muestras se procesaran y

se realizara PCR para la deteccién molecular de los virus mencionados. Se estima



que los virus estén presentes en las muestras provenientes de mascotas con
gastroenteritis hemorragica aguda, como unicos patdégenos causantes de la

enfermedad o en co-infecciones con otros patdégenos.

1.1. OBJETIVOS DEL ESTUDIO

1.1.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar la presencia de Circovirus canino y Bocavirus canino y su relacién con
la presencia de SDHA en perros sanos y con gastroenteritis hemorragica aguda en

la zona metropolitana de Monterrey.

1.1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a. Estandarizar la técnica de PCR para la deteccién de Circovirus canino y

Bocavirus canino.

b. Determinar el porcentaje de positividad para el Circovirus canino de muestras
clinicas a partir de caninos con gastroenteritis aguda y sanos del area

metropolitana de Monterrey N.L.

c. Determinar el porcentaje de positividad para el Bocavirus canino a partir de
muestras clinicas de caninos con gastroenteritis aguda y sanos del area

metropolitana de Monterrey N.L.



d. Establecer si existe una correlacion entre la presencia de los virus estudiados

y la presentacion clinica, la sintomatologia y la letalidad de la enfermedad.

1.2. HIPOTESIS

El Circovirus canino y Bocavirus canino se encuentran presentes en la poblacién
canina del area metropolitana de Monterrey, N.L., y en co-infecciones con CPV

estan asociados con la presentacién de gastroenteritis hemorragica aguda.



2. LITERATURA REVISADA

2.1. CIRCOVIRUS CANINO

2.1.1. ORIGEN Y DISTRIBUCION DEL CIRCOVIRUS CANINO

La primera vez que se identificé el Circovirus canino fue en 2012, en muestras de
suero de caninos en USA, denominado Circovirus canino tipo 1. Usando analisis
filogenéticos se determiné que era el primer Circovirus reportado en caninos y
estaba relacionado genéticamente con el Circovirus porcino tipo 2 (Kapoor et al.,
2012). Un afio después se relaciond la presencia de Circovirus canino con la
presencia de enfermedad, el virus fue detectado en un canino que presentaba
gastroenteritis hemorragica severa, vasculitis y linfadenitis granulomatosa (McGraw,

et al., 2013).

En 2014 en ltalia fue identificada la presencia de Circovirus canino en un cachorro
que muridé a causa de una enteritis, donde las pruebas de laboratorio no mostraban
evidencia de la presencia de algun otro patégeno (Decaro et al., 2014). Otros
estudios investigaron la presencia del virus en canes domésticos, zorros y tejones,

dando positivo en algunas muestras (Zaccaria et al., 2016).

Asi también, en Taiwan se encontrd que el Circovirus canino estaba presente en la
poblacion de caninos domésticos, donde la tasa mas alta de deteccion del virus fue
en muestras provenientes de mascotas con signologia de gastroenteritis (Hsu et al.,

2016).



Mas recientemente, estudios demostraron que podrian aparecer nuevas cepas de
Circovirus canino por la evidencia de recombinacion genética de varios linajes del
virus (Piewbang, Jo, Puff, Van Der Vries, et al., 2018). En China se realizaron
estudios donde se demostrd que existe una mayor variacion de nucleétidos en el
ORF2 entre las secuencias estudiadas, dando a conocer un segundo genotipo de

Circovirus canino (Yi et al., 2018).

También en Sudameérica han sido reportadas secuencias de Circovirus canino que
presentan sustituciones de aminoacidos en la regién que codifica para la proteina
de la capside (Kotsias et al.,, 2019). También han sido reportadas en menor
frecuencia sustituciones de aminoacidos en la region que codifica para la proteina

Replicasa (Kotsias et al., 2019; L. Niu et al., 2020).

Otros estudios mostraron que en la mayoria de los casos el Circovirus canino se
presenta como co-infeccidén con otro patégeno, siendo el Parvovirus canino tipo 2 el
mas frecuente, junto con el Coronavirus canino y el Distemper canino (Li, McGraw,

et al., 2013; Thaiwong, Wise, Maes, Mullaney, & Kiupel, 2016; Zaccaria et al., 2016).

Estudios recientes han analizado la relacion que tiene la infeccion de Circovirus
canino con la presencia del Sindrome de Diarrea Hemorragica Aguda (AHDS por
sus siglas en inglés). Se encontrd que el Circovirus canino puede no ser el primer
causante de la enfermedad, pero puede que tenga un rol como cofactor negativo en
las infecciones de Parvovirus canino tipo 2 (Anderson et al., 2017; Dowgier et al.,

2017).



La distribucion y presencia o prevalencia de CCV es variable, existen pocos reportes
de este virus a nivel mundial, sin embargo, ya se ha reportado en algunos paises

de Europa, Asia y América. La tabla 1 muestra un resumen de la informacion que

se ha publicado sobre este virus.

Tabla 1. Reportes que se han realizado sobre la distribucion y presencia de

CCV.
Pais de Virus MITEED G Porcfe_nfaje 22 Fuente de
muestras positividad o . .
reporte | reportado " - informacioén
utilizadas conclusiones
8.8 % Positividad de CCV .
EUA Ccv ;82 gDHA 68 % Co-infeccién con otros LIZ%t,]%l"
anos patégenos
, CCV asociado con la Decaro et
Italia cev 1 SDHA presencia de enteritis al., 2014
20 % Positividad de CCV
Correlacién positiva entre la
Taiwan Ccv ?gg gDHA presencia de CCV y la HSlZJOitGal"
anos presencia de diarrea a (P=
0.0002)
Co-infecciones de CPV2y
CCV pueden ocasionar un | Thaiwong et
EUA cev 3 SDHA cuadro mas severo de al., 2016
enteritis
55 SDHA 6.8 % Positividad de CCV
Alemania CCvVv 66 Sanos Alta letalidad en co- An<|jer235>1n7et
54 CPV + infecciones con CPV al.,
31 % Positividad de CCV
Correlacion positiva entre .
Italia Ccv 2617988DHA co-infecciones de CCV con DC;W%ISI; t
anos otro patdgeno y la presencia al.,
de gastroenteritis
CPV2 en co-infeccion con .
Argentina CCV 3 SDHA CCV podria estar asociado Kc;tsgg 1 g t
con una enteritis fatal al.,
Presencia de CCV en .
EUA Ccv 1 SDHA células de intestino y en Ktru:nlr;%?g
macrofagos etal,
12.8 % Positividad de CCV .
China Ccv SDH,1°\‘/181 100 % Co-infeccién con ngoezt(?l.,
anos | cpv en muestras diarreicas




2.1.2. TAXONOMIA DE cCcV

El Circovirus canino es un virus perteneciente a la familia Circoviridae, esta familia
incluye al género Circovirus, que agrupa diferentes especies, entre ellas el
Circovirus canino. Especies del género Circovirus se han identificado en mamiferos,
aves y peces (ICTV, International Committee on Taxonomy of Viruses).
Recientemente en China se realizaron andlisis filogenéticos de las secuencias que
codifican para la proteina de la capside y se revel6 que las secuencias se dividian
en dos diferentes grupos, dando asi dos genotipos diferentes de Circovirus canino
(Circovirus canino tipo 1y Circovirus canino tipo 2) (Yi et al., 2018), sin embargo

esta ultima clasificacion aun no esta oficialmente determinada por el ICTV.

2.1.3. ESTRUCTURA DEL VIRION DE CCV

El Circovirus canino es un virus pequefio, su tamafo oscila entre 15 y 20nm, no
tiene envoltura lipidica y la forma de la capside es esférica. Poseen como genoma
una cadena sencilla de ADN circular (Decaro et al., 2014) protegido por una capside
de proteinas. Se asume que la capside esta compuesta de 60 subunidades de la
proteina estructural (Cap) por estudios realizados con virus del mismo género como
el Circovirus porcino tipo 2y el Virus de la Enfermedad del Pico y las Plumas, que
presentan una estructura muy similar (Figura 1) (Crowther, Berriman, Curran, Allan,

& Todd, 2003).



Figura 1. Representacion esquematica y micrografias electrénicas de
viriones de Circovirus. (1zq.) Reconstrucciéon en 3D de PCV-2 por microscopia
crioelectrénica. Se ha propuesto un modelo estructural que comprende 60
subunidades (T = 1) dispuestas en 12 unidades morfolégicas pentaméricas
(Crowther et al., 2003). (Der.) Micrografia electronica de transmision con tincion
negativa de PCV-2 (Carolina Rodriguez-Carifio; Joaquim Segalés, CReSA,
Espafna). Barra de escala = 20 nm.

2.1.4. GENOMA Y PROTEINAS CODIFICADAS DEL CCV

El genoma del Circovirus canino esta compuesto por una cadena sencilla de acido
desoxirribonucleico circular (ssADN) de aproximadamente 2kb. EI genoma esta
compuesto por dos marcos de lectura (Open Reading Frame por sus siglas en inglés
ORF) que codifican para la proteina replicasa (Rep) y la proteina de la capside (Cap)
(A. Kapoor et al., 2012), la organizacién del genoma se observa en la figura 2. El
Circovirus canino, al igual que otros miembros de este género, posee dos regiones
intergénicas no codificantes entre los ORF’s, la region intregénica 5’ contiene una

region en forma de tallo-bucle termodinamicamente estable para la iniciacion de la



replicacion (Origin of replication, Ori) y una secuencia de 9 nucledtidos caracteristica
(TAGTATTAC) donde pueden acoplarse las proteinas de replicacion de la célula
huésped (A. Kapoor et al., 2012; Li, McGraw, et al., 2013). Se ha descrito un tercer
marco de lectura localizado en los nucleotidos 470-889 en antisentido del marco de
lectura 1, se cree estar relacionado con la replicacion viral y la patogenicidad por
estudios realizados con Circovirus porcino tipo 2 (PCV-2) (Piewbang, Jo, Puff, Van

Der Vries, et al., 2018).

Gen Cap Gen Rep

Figura 2. Organizaciéon del genoma de Circovirus canino. CCV, Circovirus
canino; Cap, gen de la proteina de la capside; Rep, gen de la proteina replicasa;
ORF3, marco de lectura 3 (Modificado de Li, McGraw, et al., 2013)

La proteina Rep esta compuesta de 303 aminoacidos y esta codificada en el ORF1
(A. Kapoor et al., 2012), es una proteina multifuncional que regula la replicacion viral,

entre sus diferentes funciones esta el reconocimiento del Ori, represion de la
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transcripcion, iniciar y terminar la sintesis de ADN, e inducir la acumulacion de

factores de replicacion en la célula infectada (Cheung, 2015).

La proteina Cap estad compuesta por 270 aminoacidos y esta codificada en el ORF2
(A. Kapoor et al., 2012). Esta proteina es la Unica proteina estructural que tienen los
Circovirus, forman la capside del virus y le dan estabilidad al genoma viral. Estudios
realizados con Circovirus porcino tipo 2 (PCV2), han determinado que la proteina
Cap es el componente con mas propiedades inmunogénicas del virus (Fort et al.,

2010).

2.1.5. MECANISMOS DE INFECCION Y REPLICACION DEL CCV

La via de transmision del virus mas comun es la fecal-oral, aunque estudios han
demostrado que la transmision vertical es posible en Circovirus porcino (Rose,
Opriessnig, Grasland, & Jestin, 2012). Se ha demostrado que los virus del género
Circovirus pueden resistir pH bajos que lo hace resistente a la acidez del estbmago

y poder llegar hasta intestino, su 6rgano destino (Allan & Ellis, 2000).

Uno de los pasos primordiales para la infeccion viral es la entrada del virus a la
célula, mediada por receptores de membrana, para el Circovirus canino no se ha
descrito todavia que tipo de receptor utiliza, sin embargo, se demostré que PCV2
utiliza glucosaminoglicanos (GAG), heparan sulfato (HS) y sulfato de condroitina
(CS-B) para el acoplamiento viral a la célula (Misinzo, Delputte, Meerts, Lefebvre, &

Nauwynck, 2006).
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Una vez adheridos a la célula, el Circovirus ingresa por endocitosis mediada por
receptor y con proteinas de recubrimiento (clatrinas), una proteina libre en
citoplasma que se adhiere a la membrana para formar vesiculas y permitir la

endocitosis en la célula (Nauwynck, 2005).

Después de la infeccion, se ha demostrado que virus como el PCV2 utilizan los
microtubulos y las dineinas para facilitar su transporte hacia el nucleo, una vez que
el virus se libera del endosoma tardio/lisosoma, la subunidad de la proteina Cap se
une directamente a la subunidad IC1 de la dineina para viajar de forma retrégrada

hacia el nucleo (Cao et al., 2015).

Los Circovirus se replican via replicacion en circulo rodante (rolling circle replication
(RCR)), que es llevado a cabo por enzimas expresadas durante la fase S del ciclo

celular (Cheung, 2012).

Estudios recientes han demostrado que la proteina de la capside de PCV2 tiene la
habilidad de interactuar con las diferentes sefiales de muerte celular, ocasionando

asi el dafo en los tejidos infectados (Walia, Dardari, Chaiyakul, & Czub, 2014).

2.1.6. FORMAS DE PRESENTACION DE LA ENFERMEDAD CAUSADA
POR CCV

Con la informacion recabada en lo que concierne al Circovirus canino, se cree que
pueda causar una infeccion sistémica, aunque hay que tener en cuenta que la
informacion sobre la patogenia del virus en animales domésticos es limitada y
requiere futuros estudios.
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En 2013 se encontrd Circovirus canino en el higado de un canino que presentaba
gastroenteritis hemorragica severa, vasculitis y linfadenitis granulomatosa (Li,
McGraw, et al., 2013). También se ha demostrado que el Circovirus canino puede

causar hepatitis y enteritis hemorragica (Decaro et al., 2014).

Mas comunmente se ha encontrado la presencia del Circovirus canino en conjunto
con otros patdégenos causando gastroenteritis en caninos (Anderson et al., 2017;

Dowgier et al., 2017; Thaiwong et al., 2016; Zaccaria et al., 2016).

2.1.7. DIAGNOSTICO DE LAS INFECCIONES POR CCV

Las infecciones por Circovirus canino no son diagnosticadas frecuentemente en la
practica clinica, esto se debe a que el virus ha sido reconocido recientemente como
un causante de gastroenteritis en caninos, al igual que otros patégenos ya
conocidos como Parvovirus canino, Coronavirus canino, Distemper canino,
Rotavirus canino, entre otros (Caddy, 2018). Estos ultimos pueden ser
diagnosticados rapidamente en la practica clinica por medio de ELISAS o

inmunocromatografia (Oh et al., 2006).

Sin embargo, a la fecha no existen pruebas rapidas para la deteccion de Circovirus
canino, siendo las pruebas moleculares el método de diagndstico mas usado para
detectarlo (Caddy, 2018). La Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) amplifica
regiones especificas del genoma viral. Para la deteccidon molecular de Circovirus

canino, investigadores han logrado disefiar oligonucleétidos que permite la
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amplificacion del gen que codifica para la proteina replicasa y también de la proteina

de la capside (Anderson et al., 2017; Li, McGraw, et al., 2013).

Otro método de diagndstico para la deteccion del virus es el aislamiento viral, con
una alta sensibilidad y especificidad, sin embargo, el proceso requiere de mayor
tiempo, de equipo especializado y de personal técnico capacitado para realizar

aislamiento y deteccién del virus en cultivo de células (Sykes, 2014).

2.2. BOCAVIRUS CANINO

2.2.1. ORIGEN Y DISTRIBUCION DE BOCAVIRUS CANINO

En 1967 se identificé el Minute virus canino (Canine Minute Virus (CMV)) en
Alemania, denominado inicialmente como Parvovirus canino tipo 1 (Decaro,
Carmichael, & Buonavoglia, 2012). Fue en EUA donde se reporté la patogenicidad
en caninos, causando enfermedades respiratorias en cachorros recién nacidos e
infertilidad en adultos (Manteufel & Truyen, 2008). Sin embargo, también existen
estudios en Japén donde demuestran que el virus afecta a caninos adultos

(Ohshima, Kawakami, Abe, & Mochizuki, 2010).

La segunda especie, el Bocavirus canino tipo 2 (CBoV-2), fue identificado por
primera vez en 2012 en muestras respiratorias de caninos sanos y fallecidos en el
estado de Nueva York, EUA (Amit Kapoor et al., 2012). A la fecha, CBoV-2 ha sido

detectado en diferentes paises ocasionando problemas respiratorios y
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gastroentéricos en cachorros (Bodewes et al., 2014; Choi et al., 2015; Piewbang,

Jo, Puff, Ludlow, et al., 2018).

Por ultimo, se ha identificado una tercera especie de Bocavirus canino tipo 3 (CBoV-
3) en California, EUA, en muestras de higado de un canino con gastroenteritis
hemorragica severa que difiere genéticamente de los ya conocidos bocavirus en
caninos (Li, Pesavento, et al., 2013). En la tabla 2 se muestra un resumen de la

informacion que ha sido publicada sobre CBoV.

2.2.2. TAXONOMIA DE CBoV

Recientemente se reorganizo la clasificacion de la familia Parvoviridae, dividiéndose
en tres subfamilias, los virus de la subfamilia Densovirinae, que afectan
principalmente a invertebrados, los de la reciente subfamilia Hamaparvovirinae, y la
subfamilia Parvovirinae, que a su vez se divide en diez géneros: Amdoparvovirus,
Artiparvovirus, Aveparvovirus, Bocaparvovirus, Copiparvovirus, Dependoparvovirus,
Erythroparvovirus, Loriparvovirus, Protoparvovirus y Tetraparvovirus. Al género
Bocaparvovirus pertenecen las tres especies identificadas que afectan a caninos

(CBoV 1-3) (Manteufel & Truyen, 2008; Pénzes et al., 2020).

El CBoV-1 inicialmente se conocia como Minute virus canino (CMV), cuando se
identificaron las nuevas especies de bocavirus en caninos, se propuso cambiarle el

nombre a Bocavirus canino tipo 1 (Piewbang, Jo, Puff, Ludlow, et al., 2018).

El CBoV-2 fue identificado afios después, tomando en cuenta que la similitud entre

las proteinas codificadas NS, NP y VP era de menos de 60% comparadas con las
15



del CBoV-1 (Amit Kapoor et al., 2012). Igualmente sucedié con el CBoV-3, que

compartia menos del 50% de similitud con las dos especies de bocavirus antes

descubiertos (Li, Pesavento, et al., 2013; Piewbang, Jo, Puff, Ludlow, et al., 2018).

Tabla 2. Reportes que se han realizado sobre la distribuciéon y presencia de

CBoV.
Pais de Virus Numero de | Porcentaje de positividad | Fuente de
reporte | reportado | muestras o conclusiones informacién
utilizadas
EUA CBoV-1 13 SDHA CBoV-1 puede considerarse Harrison et
patdgeno para cachorros al., 1992
EUA CBoV1 23 CBoV-1 puede ocasionar Carmichael et
(inoculados enfermedad inaparente o al., 1994
con CBoV-1) severa a neonatos
Japoén CBoV-1 3 SDHA CBoV-1 asociado con Ohshima et
gastroenteritis en caninos al., 2010
adultos
Italia CBoV-1 3 Enf. CBoV-1 asociado con la Decaro et al.,
sistémica muerte de neonatos 2012
EUA CBoV-2 158 Descubrimiento de la especie | Kapoor et al.,
CBoV-2 en caninos con 2012
problemas respiratorios
EUA CBoV-3 1 SDHA Descubrimiento de la especie | Lietal., 2013
CBoV-3 en higado de canino
con SDHA
Alemania CBoV-2 3 SDHA CBoV-2 puede considerarse Bodewes et
como causa de enteritis en al., 2014
cachorros
China CBoV-2 351 SDHA/ 4.6 % Positividad de CBoV-2 Lau et al.,
Sanos 2012
China CBoV-2 201 SDHA 7.5 % Positividad de CBoV-2 Guo et al.,
Alta tasa de co-infeccion con 2016
CPV
Korea CBoV-2 83 SDHA 9.6 % Positividad de CBoV-2 Choi et al.,
2015
Tailandia CBoV-2 3 Disnea y Presencia de CBoV-2 en Piewbang et
hemoptisis tejido intestinal al., 2018
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2.2.3. ESTRUCTURA DEL VIRION DE CBoV

El Bocavirus canino es un virus pequefio sin envoltura lipidica, su capside tiene
forma icosaédrica. Posee un genoma linear de cadena sencilla de ADN de 5.5 kb
(Manteufel & Truyen, 2008). EI material genético de los bocavirus esta protegido por
una capside de forma icosaédrica compuesta de 60 copias de una combinacion de
proteinas estructurales (VP’s), la familia Parvoviridae puede codificar 6 diferentes
proteinas estructurales (VP1 — VP6), el género Bocavirus codifica para las proteinas
VP1y VP2, en donde VP2 predomina en la estructura de la capside (Fig. 3) (Gurda

et al., 2010).

Figura 3. Representacion grafica y micrografia electrénica de la estructura
de un Bocavirus. (1zq.) Reconstruccion en 3D por microscopia crioelectrénica de
Bocavirus. (Der.) Micrografia electronica de particulas similar a virus de
Parvovirus bovino tefiidas negativamente con un aumento de x 97,000 (Kailasan
et al., 2015).

2.2.4. GENOMA Y PROTEINAS CODIFICADAS DEL CBoV

El genoma de Bocavirus canino consiste en una cadena sencilla de acido

desoxirribonucleico lineal (ssADN) de aproximadamente 5.2 kb (Zhai et al., 2017).
17



Los virus del género Bocavirus se caracterizan por tener tres marcos de lectura
abiertos, ORF1, ORF2 y ORF3, que codifican para las proteinas NS1, VP1/2 y NP1
respectivamente (Amit Kapoor et al., 2012). Recientemente se ha descrito un cuarto
marco de lectura (ORF4), que codifica para una proteina desconocida de 144 aa

(Fig. 4) (J. Niu et al., 2019; Piewbang, Jo, Puff, Ludlow, et al., 2018).

5 CBoV TH-2016 ¥
— 0060607 ey

— 226-2137 =—]
2212 2607
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e 2013505 ]
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VP2

3357-5060

Figura 4. Organizacion del genoma de Bocavirus canino. Esquema del
genoma de la cepa CBoV-2 TH-2016. Se muestra la localizacion de los genes
NS1/2, NP1, ORF4, VP1 / 2 (Modificado de: (Piewbang, Jo, Puff, Ludlow, et al.,
2018)).
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La proteina NS1 posee varios dominios con diferentes funciones, la region N-
terminal de la proteina tiene funcion de acoplamiento y endonucleasa, la region C-
terminal de la proteina actia como promotor de la transcripcion y la regién media
funciona como ATPasa y helicasa (Guido et al., 2016). La proteina NS1 es necesaria
para la replicacion de ADN viral y su expresion (Vanacker et al., 1996). Articulos
recientes describen que el Minute virus canino genera hasta cinco proteinas NS,
formadas por diferentes ARN mensajeros que se generan de la regidon que codifica

la proteina NS (Fasina, Stupps, Figueroa-Cuilan, & Pintel, 2017).

La proteina NP1 es codificada solamente por el género Bocavirus (Amit Kapoor et
al., 2012). Esta proteina no estructural regula el procesamiento de ARN suprimiendo
la senal interna de poliadenilacion localizada a la mitad del genoma, también se ha
demostrado que juega un rol importante en la expresion de las proteinas virales de
la capside y esta involucrada en la replicacion de ADN viral (Fasina et al., 2017;

Guido et al., 2016).

Las proteinas estructurales VP1 y VP2 comparten una regién C-terminal y VP1
posee una region N-terminal diferente, que contiene un dominio conservado de
fosfolipasa A2 (Schwartz, Green, Carmichael, & Parrish, 2002), este tipo de enzimas
hidroliza fosfolipidos, generando acidos grasos libres, se cree que este dominio de
la proteina VP1 es esencial para la transferencia del genoma viral del

endosomallisosoma hacia el nucleo para iniciar la replicacion (Qu et al., 2008).
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La proteina VP2 es la que mas abunda en la conformacion de la capside,
proporcionando la forma tridimensional del virus y la estabilidad al genoma viral

(Gurda et al., 2010).

2.2.5. MECANISMOS DE INFECCION Y REPLICACION DE CBoV

Las vias de entrada del virus son por el tracto respiratorio hacia torrente sanguineo

o por ingestién directa llegando a tracto gastrointestinal (Berns & Parrish, 2013).

La familia Parvoviridae, ha evolucionado al punto de secuestrar la funcionalidad de
interaccion de glucanos para introducirse a la célula durante la infeccion. El
acoplamiento del virus mediado por receptor es de los pasos esenciales para la
infeccion (Huang, Halder, & Agbandje-McKenna, 2015). Estudios con Parvovirus
bovino (BPV), han demostrado que la capside de BPV interactia con una
glucoproteina transmembrana de eritrocitos, la glicoforina A (Blackburn, Cline,
Hemming, & Johnson, 2005). También se ha reportado que el BPV utiliza el acido
sialico en la superficie de las células para adherirse a la membrana plasmatica
(Johnson, Fenn, Owens, Faucheux, & Blackburn, 2004). Después de la unién al
acido sialico, el virus entra a la célula por endocitosis mediada por clatrinas. El
complejo actina-miosina V es responsable del transporte vesicular. La transicién de
endosoma temprano a tardio es acompafnada por una protonacion que activa la
fosfolipasa A2, hidrolizando los fosfolipidos del endosoma tardio para liberar el virion

al citoplasma. El viridn se traslada al nucleo por medio de microtubulos/dineina y
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penetra la envoltura nuclear alterando su composicion (Dudleenamiil, 2009; Porwal

et al., 2013).

Bocavirus canino, al igual que BPV, utiliza el modelo de replicacion “rolling-hairpin”,
donde se generan concatenaros del genoma (Schildgen, Qiu, & Sdéderlund-

Venermo, 2012).

La infeccién por parvovirus induce la muerte celular mediada por apoptosis o
necrosis, ocasionando la pérdida del tejido donde se replica el virus y signos clinicos

de la enfermedad (Yun Chen & Qiu, 2011).

2.2.6. FORMAS DE PRESENTACION DE LA ENFERMEDAD CAUSADA
POR CBoV

Las diferentes especies de Bocavirus canino pueden llegar a desarrollar patologias
diversas, sin embargo, comunmente se relacionan con enfermedades respiratorias

y/o digestivos (J. Niu et al., 2019).

El Minute virus canino (CBoV-1) puede ocasionar una infeccion subclinica, aunque
la infeccidbn es comunmente asociada con problemas respiratorios, intestinales y
reproductivos (Piewbang, Jo, Puff, Ludlow, et al., 2018). Estudios donde se
inocularon cachorros con CBoV-1 demostraron que el virus causaba lesiones como
bronquitis, neumonia intersticial, necrosis moderada en las vellosidades intestinales

y en algunos casos también miocarditis (Carmichael, Schlafer, & Hashimoto, 1994).
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Recientemente se ha demostrado que CBoV-1 podria también estar asociado con

la presencia de hepatitis degenerativa (Choi, Jung, Lee, Lee, & Oem, 2016).

La infeccion de Bocavirus canino tipo 2 puede presentarse en forma de enteritis,
similar a la presentada por CPV-2 y puede acompafiarse de atrofia de tejido linfoide
(Bodewes et al., 2014). Por otro lado, se ha demostrado la presencia de CBoV-2 en
tejido pulmonar de caninos, presentdndose una neumonia intersticial, hiperemia

pulmonar y degeneracion alveolar (Choi et al., 2015).

El Bocavirus canino tipo 3 fue identificado en el higado de un perro que presentaba
vomitos y gastroenteritis hemorragica, en este estudio se reconocié la presencia de
Circovirus canino co-infectando al animal junto con CBoV-3, en la necropsia se
vieron lesiones como vasculitis necrotizante y linfadenitis granulomatosa (Li,

Pesavento, et al., 2013).

2.2.7. DIAGNOSTICO DE LAS INFECCIONES POR CBoV

Las infecciones por bocavirus normalmente se diagnostican por pruebas
moleculares. La prueba Reacciéon en Cadena de la Polimerasa (PCR) puede
detectar fragmentos del genoma viral de biopsias bronco-alveolares, muestras de
heces, orina o sangre, amplificando las regiones especificas del virus que codifican
para las proteinas NS1, NP1y VP1/2. La region que codifica para las proteinas NS1
y NP1 son las mas usadas para la deteccién del virus ya que éstas son las zonas

mejor conservadas del virus (Guido et al., 2016).
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También se ha utilizado pruebas seroldgicas en la deteccidén de Bocavirus humano,
detectando anticuerpos especificos del virus en suero, sin embargo, estos métodos
son menos sensibles que el PCR y no estan disponibles en pruebas comerciales

para CBoV (Guido et al., 2016).

Otro método de diagnéstico es el aislamiento viral, se ha reportado en
investigaciones anteriores que Bocavirus canino puede ser aislado estrictamente en
la linea celular “Walter Reed Canine” (WRC), donde se observd que ocasionaba
placas citopaticas en las células infectadas (Carmichael et al., 1994). Oshima y
colaboradores sugieren también que CBoV puede ser aislado en la linea celular
“‘Madin-Darby Canine Kidney’ (MDCK) y que forma cuerpos de inclusion

intranucleares en las células infectadas (Ohshima et al., 2010).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1.

3.1.1.

MATERIALES

EQUIPOS

Campana de flujo laminar clase Il Thermo Sientific 1300 SERIES A2

Cabina para PCR, UVP UV2 Sterilizing PCR cabinet

Centrifuga refrigerada y rotor para tubos de 15ml y de 2 ml Labnet HERMLE
Z300K

Bascula digital, Denver Instrument APX-200

Termociclador, Axygen Maxygene

Refrigerador 2 - 4°C, Torrey

Ultra congelador de -20 °C, Torrey

Bloque térmico, Labnet International

Camara de electroforesis Labnet International, Inc. Enduro Electrophoresis
System

Fluorémetro, Quantus™ Fluorometer, Promega

Micropipetas (1000/100 pl); (200/20 pl); (100/10 pl); (10/0.5 pl).
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3.1.2. REACTIVOS, ESTUCHES COMERCIALES Y SOLUCIONES
UTILIZADAS

Los estuches comerciales que fueron utilizados en este trabajo son los siguientes:

El estuche comercial E.Z.N.A.® Tissue DNA Kit (OMEGA bio-tek). Los consumibles

y reactivos del estuche se enlistan en la tabla 3.

Tabla 3. Consumibles y reactivos del estuche “E.Z.N.A. ® Tissue DNA Kit

NOMBRE DEL CONTENIDO 4
REACTIVO O PARA 50 R AR g A A
CONSUMIBLE REACCIONES
Mini Columnas de ADN 50 piezas Ninguna
HiBind®
Tubos de recolecciéon de 2 100 piezas Ninguna
mi
Buffer BL 20 ml Ninguna
Buffer TL 20 ml Ninguna
Buffer HBC 25 ml Agregar 10 ml de
isopropanol al 100 %
Buffer de lavado 15 ml Agregar 60 ml de etanol al
100 %
Buffer de elucién 30 ml Ninguna
Solucién de Proteasa OB 1.5 ml Ninguna
Instructivo 1 manual -
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Para la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) se utilizé el estuche comercial
Platinum® PCR SuperMix (Invitrogen). Los reactivos del SuperMix se enlistan en la

tabla 4.

Tabla 4. Contenido del estuche Platinum® PCR SuperMix

NOMBRE DEL REACTIVO CONTENIDO
Contiene 4 viales de 1.125 ml cada uno de 1.1 X Platinum® PCR SuperMix

Tag ADN Polimerasa con Ac Platinum® Taq 22 U/ml
Tris-HCL (pH 8.4) 22 mM
KCI 55 mM
MgCl, 1.65 mM
dGTP 220 uM
dATP 220 uM
dTTP 220 uM
dCTP 220 uM
Estabilizadores Sin especificar

La purificacion de los fragmentos de ADN a partir de geles de agarosa se realizé
con el estuche comercial OMEGA bio-tek E.Z.N.A. ® Gel Extraction Kit. Los
consumibles y reactivos se enlistan en la tabla 5. Kit. Los consumibles y reactivos

se enlistan en la tabla 5.
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Tabla 5. Consumibles y reactivos del estuche E.Z.N.A. ® Gel Extraction

Kit.
NOMBRE DEL REACTIVO | CQNTENIDO | pREPARACION PREVIA A
O CONSUMIBLE REACCIONES SU USO
Mini Columnas de ADN 50 Ninguna
HiBind®
Tubos de recoleccién de 2 100 Ninguna
ml
Buffer de unién XP2 40 ml Ninguna
Buffer de lavado SPW 25 ml Agregar 100 ml de 100%
de etanol
Buffer de elucion 30 ml Ninguna
Instructivo 1 manual -

La cuantificacién total de ADN de los purificados fue obtenida con la ayuda del

estuche comercial QuantiFluor® dsDNA System (Promega). El contenido del

estuche se describe en la tabla 6.

Tabla 6. Contenido del estuche QuantiFluor® dsDNA System

NOMBRE DEL REACTIVO CONTENIDO
20X Buffer TE (pH 7.5) 25 ml
QuantiFluor® dsDNA Dye 1 mi
Lambda DNA Standard (100 pg/ml) 100 g
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Las siguientes soluciones fueron preparadas para llevar a cabo la metodologia de

este trabajo:

Solucién 1X SB (0.225% de acido bérico, 0.04% de NaOH). En 1 litro de
agua destilada fueron diluidos 2.25 gramos de acido bdrico (Jalmek) y 0.4
gramos de NaOH (Jalmek). Puede prepararse la solucién a 20X y después

diluirse al 1X para su uso.

Gel de Agarosa al 1.5% (Agarose LE-500, Axygen). En una bascula digital
se pesaron 1.5 gramos de agarosa de grado molecular, se aforan a 100 m|
con buffer 1X SB, para solubilizar la agarosa se debe calentar la solucion con
un agitador magnético, también puede utilizarse un microondas para calentar

la solucion.

Soluciéon 6X azul de bromofenol. En 3 ml de glicerol (Glycerol, No. Cat.
G5516-100ML, Sigma-Aldrich) agregar 25 mg de azul de bromofenol
(Bromophenol Blue, No. Cat. 115-39-9, 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 (Biotium). Se diluyé a 1:3,

300 en 0.1 M NaCl previamente.

28



3.2. METODOLOGIA

3.2.1. LUGAR DE PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

Las muestras de esta investigacion se analizaron en los laboratorios de Virologia y
Genética de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad

Auténoma de Nuevo Ledn.

3.2.2. AREA DE MUESTREO

El muestreo se realiz6 en la poblacion canina que presentaron problemas digestivos
y fueron a consulta en las distintas clinicas de Monterrey y su area metropolitana

durante el periodo de junio 2016 a noviembre 2019 (Fig. 5).

NUEVO LEON

COAHUILA

Figura 5. Area de muestreo. Se muestran en color los municipios que
participaron en la coleccion de muestras para este trabajo (Salinas Victoria,

Escobedo, Apodaca, San Nicolas de los Garza, Monterrey, San Pedro Garza
Garcia y Santiago).
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Las muestras fueron proporcionadas por clinicas veterinarias que desearon
participar en el estudio ubicadas en el area metropolitana de Monterrey y fueron

transportadas inmediatamente a la FMVZ para su procesamiento.

A los clinicos se les proporciond una encuesta donde se describen los datos de la

mascota, asi como su historial clinico y su calendario de vacunacion (Anexo 1).

3.2.3. TIPO Y PROCESAMIENTO INICIAL DE LA MUESTRA

El tipo de muestra que se recolectd fueron heces e hisopados rectales a partir de
pacientes que presentaron el cuadro de gastroenteritis aguda y de animales
aparentemente sanos, asi como también muestras de tejidos de animales fallecidos.
Las muestras se almacenaron en tubos cénicos de 15 ml y fueron refrigeradas por
los clinicos, éstas se transportaron dentro de las siguientes 12 a 24 horas al
laboratorio para extraer los acidos nucleicos. Las muestras de tejidos se
conservaron en formalina bufferada al 10%, ademas se tomd una muestra para
prueba de biologia molecular. Las muestras de tejido para prueba de biologia
molecular fueron recogidas en menos de 2 horas y si fueron congeladas se
recolectaron en no mas de 24 horas, cuidando que no se descongelaran durante el

transporte, transportandolas en COs..

En el laboratorio, los hisopos fueron agitados vigorosamente con la ayuda de un

vortex por 5 minutos para que todas las células del hisopo quedaran inmersas en la
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solucion salina fisiolégica, después se procedid a hacer la extraccién de acidos

nucleicos o bien fue conservada en congelacion a —20 °C hasta su uso.

3.2.4. EXTRACCION DE ACIDOS NUCLEICOS TOTALES DE LA
MUESTRA

La purificacion del ADN total de la muestra, incluyendo el genoma viral de CCV y
CBoV se llevd acabo utilizando el estuche comercial E.Z.N.A.® Tissue DNA Kit
(OMEGA bio-tek), siguiendo las instrucciones del fabricante. EI ADN viral obtenido

fue conservado a -20°C hasta su uso.

El procedimiento se describe a continuacién: Se colocaron 250 ul de la solucién
obtenida del hisopo o del sobrenadante de la muestra de heces 200 pl de buffer TL
y 25 ul de solucién proteasa OB en un microtubo de 1.5 ml, se homogeniz6 con
ayuda de un agitador vortex y se incubd a 55 °C en un bloque térmico por 3 horas.
Después del periodo de incubacién se centrifugé el microtubo a 10,000 rpm por 5
minutos para llevar el desecho celular al fondo del microtubo. El sobrenadante fue
transferido a un nuevo microtubo estéril de 1.5 ml, al cual se le afladieron 220 ul de
buffer BL y se agitdé con un vortex para después incubar la muestra a 70 °C por 10
minutos. Pasando el tiempo de incubacion, se le afiadieron 220 ul de 100% de
etanol y se agité vigorosamente con un vortex. Después, toda la muestra fue
transferida a una mini columna de ADN HiBind® dentro de un tubo de recoleccion
de 2 ml proporcionado en el estuche y se centrifugd a velocidad maxima (= 13,000

rom) por un minuto. Fue descartado el filtrado y usando el mismo tubo de
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recoleccion, se le afadieron 500 ul de buffer HBC para después centrifugar a
velocidad maxima por 30 segundos. Se desecharon el filtrado y el tubo de
recoleccion. La mini columna de ADN HiBind® fue transferida a un tubo de
recoleccion de 2 ml nuevo, se le anadieron 700 ul de buffer de lavado y se centrifugd
a velocidad maxima por 30 segundos. Se descarto el filtrado y se procedioé a hacer
un segundo lavado en el mismo tubo, desechando el filtrado generado. Se centrifugd
la mini columna de ADN HiBind® vacia por dos minutos a velocidad maxima para
secar la columna (remover todo residuo de etanol). La mini columna de ADN
HiBind® fue transferida a un microtubo estéril de 1.5 ml, se le afadieron de 100 a
200 ul de buffer de elucion previamente calentado a 70 °C y se dejé reposar a
temperatura ambiente por 2 minutos. Pasado el tiempo de reposo, se centrifugé a
velocidad maxima por un minuto y se procedié a realizar una segunda elucién. El
filtrado final contiene el ADN extraido, si no se usa inmediatamente se conserva a -

20 °C.

3.2.5. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)
3.2.5.1. Controles positivo y negativo para CCV

Para obtener el control positivo tanto de CCV como de CBoV se realizé una
busqueda de secuencias completas de las cepas virales publicadas en el GenBank,
con las que se realizd un alineamiento multiple de secuencias usando software

DNASTAR v.15, el programa MegaAlignPro y el algoritmo ClustalW. Para en base
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a este alineamiento buscar las regiones conservadas entre las cepas para el disefio
de la sonda sintética que serviria como control positivo para los virus de estudio.
Para el caso de Circovirus canino la secciéon comprendida entre las bases 1509-
1918 de la secuencia del genoma de la cepa 214 de CCV reportada con numero de
acceso JQ821392 del banco de genes (GenBank) del Centro Nacional de
Informacién en Biotecnologia (NCBI) que se mandd sintetizar artificialmente (sonda

o gBlock), la cual se puede observar en resultados en la en la figura 6.

Como control negativo se utiliz6 agua para PCR libre de nucleasas de la marca

comercial Sigma-Aldrich.

3.2.5.2. Diseno de oligonucleétidos para el PCR de CCV

Para la deteccién de Circovirus canino fueron disefiados oligonucledtidos utilizando
un segmento del genoma que codifica para la proteina de la Capside (Cap),
basandose en un alineamiento multiple de las secuencias publicadas en el banco
de genes (GenBank) del Centro Nacional de Informacion en Biotecnologia (NCBI)
mediante el uso del programa Primer Select/DNSTAR v.15 y el programa
NCBI/Primer-BLAST (Ye et al., 2012). Los oligonucledétidos fueron sintetizados por
la empresa eurofins/Genomics. Los oligonucledtidos disefiados y sus

especificaciones se muestran en resultados en la tabla 9.
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3.2.5.3. Control positivo y negativo para CBoV

De igual forma que para CCV, se realizé una busqueda de secuencias de CBoV tipo
1y 2y se realizd un alineamiento multiple de secuencias, a partir de las cuales se
detectaron las secuencias conservadas del genoma de estos virus que fueron
utilizadas para la sintesis del control positivo. Seleccionado para el Bocavirus canino
tipo 1 una secuencia de nucleétidos que contiene parte del gen de la proteina no
estructural NP1 (de la base 2418 a la base 2688) de la secuencia genética de la
cepa Canine minute virus, con numero de acceso NC 004442 reportada en el banco
de genes (GenBank) del Centro Nacional de Informacion en Biotecnologia (NCBI).

Esta secuencia se muestra en la figura 6 de color rojo.

El control positivo utilizado para la deteccion de Bocavirus canino tipo 2 fue una
secuencia de nucledtidos que contiene parte del gen de la proteina no estructural
NP1 de Bocavirus canino tipo 2 (Fig. 6), comprende de la base 2296 a la base 2530
de la secuencia de CBoV-2, cepa GZHD15 con numero de acceso KY038922
reportada en el banco de genes (GenBank) del Centro Nacional de Informacion en
Biotecnologia (NCBI). Como control negativo se utilizé agua para PCR de la marca

Sigma-Aldrich.

3.2.5.4. Diseno de oligonucleétidos para el PCR de CBoV

Para el disefio de oligonucleétidos del PCR para CBoV-1 se utilizé la secuencia del

gen de la proteina no estructural NP1, basandose en un alineamiento multiple de
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secuencias publicadas en el banco de genes (GenBank) del Centro Nacional de
Informacién en Biotecnologia (NCBI) utilizando los programas Primer
Select/DNASTAR v.15 y NCBI/Primer-BLAST (Ye et al., 2012). Los oligonucleétidos

y sus especificaciones se muestran en resultados en la tabla 10.

Los oligonucledtidos utilizados para detectar Bocavirus canino tipo 2 fueron
disefiados utilizando el gen de la proteina no estructural NP1, usando un
alineamiento multiple de secuencias publicadas en el banco de genes (GenBank)
del Centro Nacional de Informacion en Biotecnologia (NCBI) con los programas
Primer Select/DNASTAR v.15 y NCBI/Primer-BLAST (Ye et al., 2012). Las
especificaciones de los oligonucleétidos se muestran en la tabla 10 en el apartado

de resultados.

3.2.5.5. Condiciones de la PCR para CCV y CBoV

Para CCV, se utilizaron para el PCR los oligonucleétidos disefiados CCV/CAP/1517
y CCV/CAP/1908 y para el PCR semianidado los oligonucleétidos CCV/CAP/1517

y CCV/CAP/1743.

Para el PCR de CBoV-1 se utilizaron los oligonucleétidos disefados
CBoV/NP1/2305 y CBoV1/NP1/2678 y para el PCR semianidado de CBoV-1 los

oligonucledtidos CBoV/NP1/2305 y CBoV1/NP1/2535.
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Por dultimo, para CBoV-2 se utilizaron los oligonucleétidos para el PCR
CBoV/NP1/2305 y CBoV2/NP1/2520-2 y para el PCR semianidado los

oligonucledétidos CBoV/NP1/2305 y CBoV2/NP1/2417-1.

Para la optimizacion de los PCR, los oligonucledétidos fueron seleccionados con una
temperatura de alineamiento promedio de 60 °C y realizando un gradiente de
temperatura de 1 grado centigrado de 55 °C a 61 °C se establecié la temperatura

Optima del alineamiento de los oligonucleétidos.

Para realizar el PCR se utilizd el estuche comercial Platinum® PCR SuperMix

(Invitrogen), cuyo contenido se muestra en materiales.

Para el PCR de lo virus detectados en este trabajo, se utilizé un volumen de reaccién
de 25 ul (22 yl de 1.1X PCR SuperMix, 0.5 pl de 50 uM de cada oligonucledtido, asi

como 2 ul de ADN de la muestra).

Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes:

¢ 1 ciclo (desnaturalizacion inicial: 92 °C - 5 min.),

e 40 ciclos (desnaturalizacion a 92 °C - 30 seg.; alineamiento 58 °C - 30 seg.;
extension 72 °C - 1 min.) y

¢ 1 ciclo final de extension (72 °C - 5 min; 4 °C - 1 min.).

El volumen y condiciones de amplificacién fueron iguales para el PCR y el PCR

semianidado de CCV y CBoV.
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3.2.6. ELECTROFORESIS DE LOS PRODUCTOS AMPLIFICADOS Y
DOCUMENTACION DE RESULTADOS

Los productos del PCR y PCR semianidado se separaron por electroforesis en un
gel de agarosa al 1.5 % diluido en buffer 1X SB. Para ello, la agarosa se vertié en

un molde y se dejo6 solidificar a temperatura ambiente.

Los productos de amplificacion, los controles y el marcador de peso molecular
fueron cargados en el gel de agarosa, previamente mezclados con 3 ul de azul de

bromofenol y 3 pl de 3X GelRed (ver punto 3.1.2 para la solucion).

La electroforesis fue realizada en una camara marca Labnet Internacional a 120
voltios con 90 amperes por 60 minutos usando un buffer 1X SB (ver punto 3.1.2

para la solucion).

Para la observacion de los productos amplificados se utilizé un transiluminador
(longitud de onda de 302-311 nm) y fue capturada una imagen del gel con un

fotodocumentador para su posterior analisis.

3.2.7. PURIFICACION DE PRODUCTOS DE PCR A PARTIR DE GEL DE
AGAROSA Y SECUENCIACION

Previo a la secuenciaciéon fue necesaria la purificacién de las muestras positivas,
utilizando el estuche comercial OMEGA bio-tek E.Z.N.A. ® Gel Extraction Kit cuyo

contenido se describe en materiales.
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Para ello se realizd una electroforesis de las muestras, después se recortd un
segmento del gel que corresponde a los fragmentos deseados; 393 pb para
Circovirus canino, 253 pb para Bocavirus canino tipo 1y 215 pb para Bocavirus

canino tipo 2.

Los fragmentos de gel se pasaron a un microtubo estéril de 2 ml previamente
pesado, para poder determinar el peso total del fragmento de gel de agarosa.
Considerando una densidad de 1g/ml del gel, se agregaron 100 ul de buffer de unién
XP2 por cada 0.100 g de gel y se incubd a 60 °C por 7 minutos o hasta que el gel
se haya disuelto. Después de la incubacion, 700 pl de la solucion de ADN/agarosa
se transfirieron a una mini columna de ADN HiBind® previamente colocada en un
tubo de recoleccién de 2 ml. Se centrifugd a 10,000 rpm por un minuto a temperatura
ambiente, se desecho el filtrado y reusando el tubo de recoleccién, se afiadieron
300 pl del buffer de union XP2. Se centrifugd a 13,000 rpm por un minuto y se
desechd el filtrado. Fueron afiadidos 700 ul de buffer de lavado, se centrifugé a
13,000 rpm por un minuto y fue desechado el filtrado. Se repitié el proceso anterior
para un segundo lavado de ADN. Después del segundo lavado, se centrifugd la mini
columna de ADN HiBind® vacia a 13,000 rpm por 2 minutos para eliminar el residuo
de etanol. La mini columna de ADN HiBind® fue transferida a un microtubo estéril
de 1.5 ml y se le anadieron 50 ul de buffer de elucion, se incubé a temperatura
ambiente por 2 minutos y se centrifugd a 13,000 rpm por un minuto. El filtrado final

contiene el ADN purificado, se almaceno a -20 °C para su posterior secuenciacion.
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Para verificar la concentracion total de ADN en el purificado, fue utilizado el estuche
comercial QuantiFluor® dsDNA System. En un microtubo de 500 ul se agregaron
99 ul de la solucién de trabajo DYE del estuche y 1 ul de la muestra a cuantificar.
Se agitd vigorosamente en un vortex y el tubo pasé a ser analizado con el equipo
Quantus™ Fluorometer (Promega) para verificar la concentracion total de ADN del
purificado.

Tomando en cuenta que la concentracion ideal para secuenciar un fragmento de
300-700 pb es de 20-30 ng/ul, las muestras que alcanzaron dicha concentracién

fueron enviadas a la empresa Macrogen en Estados Unidos para su secuenciacion.

Las secuencias obtenidas fueron comparadas con el programa NCBI/BLASTN 2.8.0
(Altschul, Gish, Miller, Myers, & Lipman, 1990) para establecer la identidad de las
secuencias en la base de datos del banco de genes (GenBank) del Centro Nacional

de Informacion en Biotecnologia (NCBI).

3.2.8. ANALISIS ESTADISTICOS

Los datos epidemiolégicos de las muestras fueron obtenidos por medio de una
encuesta (Anexo 1) donde se recopilaron datos como la edad, sexo, raza, protocolo

de vacunacién, signos clinicos, entre otros.

Para conocer si existe asociacion entre las variables cualitativas (edad, sexo,
signologia (diarrea, diarrea hemorragica, vomito) asi como la muerte) ademas de

co-infecciones con Parvovirus canino con la presencia de CCV y CBoV se utilizé la
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prueba no paramétrica de Chi-cuadrado del software WinEpi, con un nivel de

confianza del 95 %.
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4. RESULTADOS

4.1. LUGAR DE COLECCION Y PROCESAMIENTO DE LAS
MUESTRAS

Las muestras fueron tomadas por los clinicos que participaron en este proyecto, al
momento de la consulta y distribuidas en distintos municipios del area metropolitana

de Monterrey, N.L.

El procesamiento de las muestras fue realizado en los laboratorios de Virologia y de

Genética de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UANL.

4.2. AREA DE MUESTREO Y NUMERO DE MUESTRAS ANALIZADAS

Las clinicas que participaron en este proyecto pertenecen a los siguientes
municipios: Apodaca, General Escobedo, Monterrey, Salinas Victoria, San Nicolas
de los Garza, San Pedro y Santiago, municipios que integran el area metropolitana

de Monterrey, Nuevo Leon.

El total de muestras analizadas fue de 150. De estas, 3 provenian del municipio de
Apodaca, de General Escobedo fueron 34 muestras, del municipio de Monterrey
fueron 14 muestras, 73 muestras analizadas fueron del municipio Salinas Victoria,
del municipio de San Nicolas de los Garza se analizaron 13 muestras, del municipio
de San Pedro fueron 10 muestras y, por ultimo, 3 muestras fueron del municipio de

Santiago. El porcentaje de muestras por municipio se puede ver en la tabla 7.
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Tabla 7. Numero de muestras de este estudio y municipios de procedencia

Salinas Victoria 73 48.6 %
General Escobedo 34 22.6 %
Monterrey 14 9.3 %
San Nicolas de los Garza 13 8.6 %
San Pedro 10 6.6 %
Apodaca 3 2%

Santiago 3 2%

4.3. CARACTERISTICAS DE LAS MUESTRAS ANALIZADAS

Un total de 150 muestras fueron analizadas, de las cuales 125 provenian de
pacientes con signologia de gastroenteritis y 25 muestras de pacientes sin
sintomatologia (sanos). De las muestras obtenidas, 113 (69.3 %) fueron
diagnosticadas con Parvovirus canino tipo 2 por PCR y PCR anidado (Cedillo-

Rosales, 2019).

De las muestras analizadas el 64.6 % (97/150) presentd emesis, el 36.6 % (55/150)
llegaron a presentar algun tipo de diarrea mucoide (pastosa, verdosa, o amarillenta),
de igual manera el 36.6 % (55/150) presentaron diarrea hemorragica y el 16.6 %

(25/150) no llegaron a presentar ningun tipo de signologia de gastroenteritis. El 15.3
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% (23/150) de las muestras provenian de pacientes que fallecieron por una

gastroenteritis severa.

Tabla 8. Signologia clinica presente en caninos muestreados en el area
metropolitana de Monterrey, N.L

Sin : Diarrea Diarrea
: . Emesis ) . . Muerte
signologia mucoide hemorragica
N”g“eem 16.6 % 64.6 % 36.6 % 36.6 % 15.3 %
(25/150) (97/150) (55/150) (55/150) (23/150)
muestras

4.4. DISENO DE SONDA SINTETICA COMO CONTROL POSITIVO
PARA PCR DE CCV Y CBoV.

Como control positivo para el PCR de CCV y CBoV1-2 fue disefiada una sonda
sintética de 918 nucledtidos. Dicha secuencia comprende secuencias parciales de
tres genes de los virus de estudio. Enlaregion 5° de la sonda se ubica la secuencia
seleccionada como control positivo para CBoV tipo 2 que comprende una secuencia
de nucledtidos que corresponde a parte del gen de la proteina no estructural NP1
de la base 2296 a la base 2530 de la secuencia de CBoV-2, cepa GZHD15 con
numero de acceso KY038922 reportada en el banco de genes (GenBank) del Centro
Nacional de Informacion en Biotecnologia (NCBI), que se puede observar de color
amarillo en la figura 6. Asi mismo, le sigue la secuencia sintética control para el
CBoV-1 que se muestra en la imagen de la figura 6 de color rojo y comprende parte

del gen de la proteina no estructural NP1 (de la base 2418 a la base 2688) de la
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secuencia genética de la cepa Canine minute virus, con numero de acceso
NC 004442 reportada en el banco de genes (GenBank) del Centro Nacional de
Informacién en Biotecnologia (NCBI). Por ultimo, en la regiéon 3" de la sonda se
encuentra la secuencia sintética control para Circovirus canino que contiene parte
del gen de la proteina de la capside ente la base 1509 a la base 1918 de la
secuencia del genoma de la cepa 214 de CCV reportada con numero de acceso
JQB821392 del banco de genes (GenBank) del Centro Nacional de Informacion en

Biotecnologia (NCBI), esta secuencia se muestra en la figura 6 de color azul.

AAAAGCGAGGAGCCGGAGTCG
CAGTCCACAGGACTCACGCCGTCCGAATGGGGAGAGAGACTTGGGATCATTCCACAGGGGATGG
ACCAGGAACCAATCGTCCTCCACTGTTTCGAGACAATCGACTGGGAGGAAGACAACACCGATGC
ATGTATTCAATGAACATAAAAGCAGAAGCAAAGAACCTCTTCCTGCGTTCTGTGGCTTCTACTG
GCACAGCACTAGATTAGCTCGGTGTGGGACTGACTGGATTTTTAATGAGGGAAAACCCTCTAAA
TGTGATCTTGTAGCATTCCCTCTTCCTTGATCTTCACCGTCAAGATCAAGTGCTGTTCTTCCAA
GAACGTTTTCCATGAGTGTTTTGGGCCAGTTAATCCATCTTGCCCTTATGTATACTTTTTTGAA
TTTGTAGAATCTAAATGGTGGGAGATGCTGGAAATCTCCTGTTCCATGCGATGCTTGTAGGAAG
TCTGTTAATTTAAATGACAGATGGTCAAAGTTCCATAGCAACGGTGTCTCTGTCTGAGGATCAT
TGGTTGGTTTAACTGGTGCTGTCGGCCAATCAGCTGTGAGTGTTCTGCGCAGTCGCAGATGAAA
CAGTTTGAATCTGTTTTGGCGCCTTCTCCTGTAACGGTTCAATGGGCGTGTCCTGTAGTTCCGG
CGACTTGCCCGGGCATGTCTTC

Figura 6. Sonda sintética (control positivo) de CCV, CBoV1-2. Secuencia
sintética disefiada y sintetizada, comprende 918 nucledtidos. Se muestra en color
amarillo secuencia control de CBoV-2 (No. Acceso KY038922); en color rojo la
secuencia de CBoV-1 (No. Acceso NC_004442) y en color azul la secuencia de
CCV (No. Acceso JQ821392).
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4.5. PCR Y PCR SEMIANIDADO PARA LA DETECCION DE ADN DE
CIRCOVIRUS CANINO

El diseno de oligonucledtidos para Circovirus canino fue realizado utilizando la
region que codifica para la proteina de la céapside. La posicion de los
oligonucledtidos en el genoma completo se basd en la secuencia de la cepa de
Circovirus canino aislado 214 con numero de acceso al GenBank JQ821392. Los

oligonucledtidos y sus caracteristicas se muestran en la tabla 9.

La temperatura de alineamiento de los oligonucledtidos se establecié después de
realizar un gradiente de temperatura a 58 °C, donde de amplificé en forma mas clara

el segmento de ADN esperado.

Una vez establecida la temperatura de alineamiento de los oligonucledétidos, se
determinaron el resto de los parametros de los protocolos de PCR y PCR
semianidado para CCV, donde el volumen y las condiciones de amplificacion fueron

iguales para ambos PCR.

Las condiciones de amplificacién establecidas para el PCR y el PCR semianidado

y fueron las siguientes:

e 1 ciclo inicial
o Desnaturalizacién inicial: 92 °C - 5 min.
e 40 ciclos
o Desnaturalizacion a 92 °C - 30 seg.;
o Alineamiento 58 °C - 30 seg.;
o Extension 72 °C - 1 min.
e 1 ciclo final
o Extension finala 72 °C - 5 min;
o Condensacion a4 °C - 1 min.
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Tabla 9. Oligonucledtidos disenados para el PCR y PCR semianidado que amplifican un segmento del gen de la
proteina de la Capside de Circovirus canino

CCVICAP/1517 | ATCTTGTARCATTYCCTCTTCC | Forward 1517 58.5
(JQ821392)

PCR — 393 pb
CCV/CAP/1908 CCGGGCAAGTCGSCG Reverse | naoiog) | 605
CCVICAP/1517 | ATCTTGTARCATTYCCTCTTCC | Forward 1517 58.5

PCR (JQ821392)

semianidado 1743 227 pb
CCVICAP/1743 | GCTATGGAACTTYGAYCAYCTGTC | Reverse | (nghilo) | 596

46



En el PCRinicial que se realiz6 para CCV logré amplificar a partir de la sonda control
(gBlock) una banda de ADN con tamafio aproximado de 393 pb que se puede

observar en la figura 7.

Por otro lado, se realizé un PCR anidado a partir de la primera reacciéon de PCR
para aumentar la sensibilidad de la prueba, donde se logré amplificar una banda de
227 pb que se puede observar sefalada con una flecha en la imagen de la derecha

en la figura 7.

PCR inicial PCR semianidado
3 2 1 1 2 3

500 pb

393 pb «=p

400 pb

300 pb

200 pb

100 pb

Figura 7. Electroforesis de los productos de PCR y PCR semianidado para
Circovirus canino. Se realizdé un PCR para CCV para amplificar un fragmento de
393 pb del gen que codifica la proteina de la capside (CAP). El PCR semianidado
para CCV amplificé un segmento de 226 pb de gen de la CAP. Carril 1. Marcador
de peso molecular de 100 pb. Carril 2. Control Negativo, agua para PCR. Carril 3.
Control Positivo, secuencia sintética que contienen el segmento de ADN control
(gBlock).
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4.6. ES TANPARIZACION DE PCR Y PCR SEMIANIDADO PARA LA
DETECCION DE ADN DE BOCAVIRUS CANINO TIPO 1y 2

El disefio de oligonucledtidos para CBoV-1 y CBoV-2 fue realizado utilizando la

region que codifica para la proteina NP1.

Para determinar la posicion de los oligonucleétidos en el genoma de CBoV-1 se
utilizé la secuencia de CBoV-1, cepa Canine minute virus con numero de acceso

del GenBank NC_004442. Los oligonucledtidos se muestran en la tabla 10.

Para determinar la posicién de los oligonucledtidos en el genoma de CBoV-2, se
utilizé la secuencia de la cepa GZHD15 con numero de acceso del GenBank

KY038922. Los oligonucleétidos se muestran en la tabla 10.

Las condiciones de amplificacion se establecieron mediante un gradiente de
temperatura, estableciendo la temperatura ideal de alineamiento de
oligonucledtidos a 58 °C, estas condiciones fueron iguales para el PCR y PCR
anidad de ambos virus: estas condiciones fueron iguales para el PCR y PCR anidad

de ambos virus:

e 1 ciclo inicial

o Desnaturalizacién inicial: 92 °C-5 min.
e 40 ciclos

o Desnaturalizacién a 92 °C-30 seg.;

o Alineamiento 58 °C-30 seg.;

o Extension 72 °C-1 min.
e 1 ciclo final

o Extension final a 72 °C-5 min;

o Condensacion a 4 °C-1 min.
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Una vez establecido el PCR inicial de CBoV-1 fue posible amplificar un segmento
de ADN con tamafo aproximado de 253 pb, esta banda se puede observar en la

figura 8.

Por otro lado, en el PCR semianidado para CBoV-1 se realiz6 a partir del resultado
del PCR inicial amplificando una banda de ADN de aproximadamente 110 pb, asi
mismo, se obtuvo una banda de 215 pb en el PCR inicial de CBoV-2y de 112 pb

para el PCR semianidado (Fig. 8).

PCR inicial PCR semianidado
1 2 3 4

400 pb

300 pb

200 pb

100 pb

Figura 8. Elecroforesis de productos de PCR y PCR anidados de Bocavirus
canino. Se establecié un PCR inicial para CBoV-1 que amplifico un segmento de
253 pb del gen la proteina NP1 y de 215 pb para CBoV-2. El PCR semianidado
amplificé un segmento de 110 pb para CBoV-1y de 112 pb para CBoV-2. Carril
1. Marcador de peso molecular de 100 pb., Carril 2. Control Positivo, gBlock para
CBoV-1, Carril 3. Control Negativo (Agua para PCR) Carril 4. Control Positivo,
gBlock para CBoV-2.
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Tabla 10. Oligonucledtidos disenados para el PCR y PCR semianidado que amplifican un segmento del gen de
la proteina NP1 de Bocavirus canino

2305
CBoV/NP1/2305 GGAGCCGGAGTCGSAG Forward | %oasdz) | 5832
PCR 253 pb
2678
CBOV1/NP1/2678 | TCATTAAAAATCCAGTCAGTCCCA | Reverse |\ “00s1a) | 5811
CBoV/NP1/2305 GGAGCCGGAGTCGSAG Forward | ng’gf4 4o | 5940
PCR (NC_ )
PCH 110 pb
semianidado 2535
CBOVINP1/2535 |  TCTCGAAACAGTGGAGGACG | Reverse | - “iirii | 59.67
2305
CBoV/NP1/2305 GGAGCCGGAGTCGSAG Forward |\ Caaeon) | 5832
PCR 215 pb
2520
CBoV2/NP1/2520 GTGCCAGTAAAAGCCACACA | Reverse | eled,, | 58.97
CBoV/NP1/2305 GGAGCCGGAGTCGSAG Forward KY%3325922 59.40
PCR ( )
PCH 112 pb
semianidado 2417
CBOV2INP1/2417 | GTCTTCGAAGCAGTGTAAGACG | Reverse | il o | 59.34
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4.7. RESULTADO DEL ANALISIS DE LAS MUESTRAS PARA
CIRCOVIRUS CANINO

A través del PCR y PCR anidado estandarizado en este trabajo para CCV, se
procesaron 150 muestra provenientes a partir de caninos del area metropolitana de
Monterrey N.L. En la figura 9 se muestra el resultado del PCR para algunas

muestras procesadas para CCV.

500 pb

400 pb

<+ 393 pb

300 pb

200 pb

100 pb

Figura 9. Electroforesis de PCR de un segmento del gen de la proteina CAP
del Circovirus canino. Se realizé un PCR para CCV para amplificar un fragmento
de 393 pb del gen que codifica la proteina CAP. Carril 1. Marcador de peso
molecular. Carril 2. Control negativo (agua para PCR). Carril 3. Muestra 18.
Carril 4. Muestra 19. Carril 5. Control positivo (secuencia sintética de segmento
de CCV (gBlock)).

De estas muestras, 125/150 provenian de caninos con signologia de gastroenteritis,
por lo que la muestra que se tomo fueron heces tomadas a partir de la evacuacion
o de hisopos rectales. Mientras que 25/150 provenian de animales aparentemente

sanos y se toma la muestra también a través de un hisopo rectal.
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En este estudio se pudo detectar mediante la prueba de PCR en el 6.6 % (10
muestras de las 150) la presencia de genoma de Circovirus canino. Las muestras
que fueron positivas y las caracteristicas de signologia, edad, sexo y protocolos de

vacunacion con que contaban los caninos en ese momento se describen en la tabla

11.

Tabla 11. Caracteristicas generales de los caninos positivos a CCV a través

de PCR
Protocolo de
No. de \ , s
Signologia Edad Raza vacunacién
muestra . -
administrado
5 Vomlltc_>, diarrea 2m Criollo Sin vacunas
hemorragica y muerte
8 Vomito y ghgrrea >1a Dashound Sin vacunas
hemorragica
Voémito y diarrea Cuadro de
18 y .. 6m Gran Danés vacunacion
hemorragica
completo
19 Vomito y ghgrrea 6m Gran Danés Sin vacunas
hemorragica
20 Vomito y ghgrrea 6m Gran Danés Sin vacunas
hemorragica
24 Vomito y _d|arrea 3m Criollo Sin vacunas
mucoide
30 Vomito, diarrea 3m Pitbull Sin vacunas
hemorragica y muerte
34 Vomito y ghgrrea 3m Schnauzer Sin vacunas
hemorragica
111 Vomlltc_>, diarrea 2m Pitbull Sin vacunas
hemorragica y muerte
116 Vomito y ghgrrea 6m Criollo Sin vacunas
hemorragica
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4.8. RESULTADO DEL ANALISIS DE LAS MUESTRAS PARA
BOCAVIRUS CANINO

De igual forma estas 150 muestras fueron procesadas a través del PCR especifico
para CBoV-1 donde se obtuvo una amplificacion de un segmento del gen que
codifica para la proteina de la capside de 253 pb (Fig. 10) y 110 pb en el PCR

semianidado (Fig. 11).

500 pb
400 pb

300 pb
<= 253 pb

200 pb

100 pb

Figura 10. Electroforesis del PCR de un fragmento de ADN del gen de la
proteina NP1 de CBoV-1. Se realiz6 un PCR especifico para CBoV-1 con un
producto de amplificacion de 253 pb. Carril 1. Marcador de peso molecular de
100 pb. Carril 2. Control positivo (secuencia sintética de ADN de CBoV-1, gBlock).
Carril 3. Muestra 106. Carril 4. Muestra 107. Carril 5. Muestra 108. Carril 6.
Muestra 109. Carril 7. Control negativo. (agua para PCR).
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123456178

200 pb

<110 pb

100 pb

Figura 11. Electroforesis del PCR semianidado de un fragmento de ADN del
gen de la proteina NP1 de CBoV-1. Se realizé un PCR semianidado para CBoV-1
con un producto de amplificacion de 110 pb. Carril 1. Marcador de peso molecular
de 50 pb. Carril 2. Control positivo (secuencia sintética de ADN de CBoV-1, gBlock).
Carril 3. Muestra 26. Carril 4. Muestra 27. Carril 5. Muestra 28. Carril 6. Muestra
29. Carril 7. Muestra 30. Carril 8. Control negativo (agua para PCR).

En este estudio se pudo detectar en el 14.6 % (22/150) de las muestras el genoma

del Bocavirus canino tipo 1.

Las muestras que fueron positivas y las caracteristicas de signologia, edad, sexo y
protocolos de vacunacion que tenian los caninos al momento del muestreo se

describen en la tabla 12.

54



Tabla 12. Caracteristicas generales de los caninos positivos a CBoV-1 a

través de PCR

Protocolo de

L G Signologia Edad Raza vacunacién
muestra . .
administrado
22 Vomito y diarrea 3m Pitbull Sin vacunas
mucoide
25 Vomlltq, diarrea 3m Chihuahua Sin vacunas
hemorragica y muerte
28 Diarrea mucoide y 3m Pitbull Sin vacunas
muerte
30 Vomito, diarrea 3m Pitbull Sin vacunas
hemorragica y muerte
35 Diarrea hemorragica y 5m Husky Sin vacunas
muerte
36 Vomlltc?, diarrea 3m Poodle Sin vacunas
hemorragica y muerte
37 Vomito y @arrea 4m Criollo Sin vacunas
mucoide
60 Vomitoy @arrea 3m Beagle Sin vacunas
mucoide
Vomito y diarrea Sin vacunas
61 y die 2m Husky
hemorragica
61 Vomito y @grrea 2m Pastgr Sin vacunas
hemorragica Aleman
69 Vomito y @grrea 4m Pug Sin vacunas
hemorragica
81 Vémito 2m Akita Sin vacunas
Vomito y diarrea Cuadro de
106 » 5m Chihuahua vacunacion
mucoide
completo
Golden Cuadro de
107 Diarrea hemorragica 3m : vacunacion
Retriever
completo
108 Vomito y @arrea 2m Cock_er Sin vacunas
mucoide Spaniel
109 Vomito y @arrea 4m Husky Sin vacunas
mucoide
113 Sin signologia 9m Chihuahua Sin vacunas
115 Diarrea hemorragica y 4m Husky Sin vacunas

muerte
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116 Vomito y Sjlgrrea 6m Criollo Sin vacunas
hemorragica
117 Vomito y @arrea 5m Beagle Sin vacunas
mucoide
Cuadro de
130 Sin signologia >1a Criollo vacunacion
completo
Cuadro de
141 Sin signologia >1a Criollo vacunacion
completo

Por otro lado, en el caso de los resultados que se obtuvieron a través del PCR
especifico para CBoV-2 se pudieron observar bandas de ADN especificas para los
tamanos descritos para el PCR de 253 pb (Fig. 12) y PCR semianidado de 112 pb

(Fig. 13).

500 pb

400 pb

300 pb

<+ 215 pb

200 pb

100 pb

Figura 12. Electroforesis de un fragmento de ADN del gen de la proteina NP1
de CBoV-2 amplificado por PCR. Resultados de la electroforesis de un
segmento de 215pb del gen de la proteina NP1 de cepas de CBoV-2. Carril 1.
Marcador de peso de 50 pb. Carril 2. Control positivo (secuencia sintética de gen
de la proteina NP1, (gBlock). Carril 3. Muestra 81. Carril 4. Muestra 82. Carril 5.
Muestra 83. Carril 6. Control negativo (agua para PCR).
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1 2 3 4 5 6

<+ 112 pb

100 pb

Figura 13. Electroforesis del PCR semianidado de un fragmento de ADN del
gen de la proteina NP1 de CBoV-2. Resultados de la electroforesis de un
segmento de 112 pb del gen de la proteina NP1 de CBoV-2. Carril 1. Marcador de
peso molecular de 50 pb. Carril 2. Control positivo (secuencia sintética del gen de
la proteina NP1, gBlock). Carril 3. Muestra 21. Carril 4. Muestra 22. Carril 5.
Muestra 23. Carril 6. Control negativo (agua para PCR).

De las 150 muestras de caninos provenientes de diversos municipios del area
metropolitana de Monterrey, N.L. se pudo amplificar un fragmento del genoma del

Bocavirus canino tipo 2 en un 10% (15/150) de estas. de estas.

Los datos recabados en cuanto a sexo, edad, signologia y protocolos de vacunacién

se anexan para cada canino en la tabla 13.
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Tabla 13. Caracteristicas generales de los caninos positivos a CBoV-2 a

través de PCR

Protocolo de

e el Signologia Edad Raza vacunacion
muestra . .
administrado
15 Vémito 4m Chihuahua Sin vacunas
16 Vomito, diarrea 3m Pitbull Sin vacunas
hemorragica y muerte
21 Vom_lto, diarrea 2m Blue Heeler Sin vacunas
mucoide y muerte
30 Vomito, diarrea 3m Pitbull Sin vacunas
hemorragica y muerte
34 Vomito y Ehgrrea 3m Schnauzer Sin vacunas
hemorragica
54 Diarrea hemorragica 4m Coyote Sin vacunas
y muerte
62 Vomito y qlgrrea 2m Pastc?r Sin vacunas
hemorragica Aleman
81 Vémito 2m Akita Sin vacunas
90 Diarrea mucoide 2m Pomeriano Sin Vacunas
95 Vomito y diarrea 3m Pitbull Sin vacunas
hemorragica
Golden Cuadro de
107 Diarrea hemorragica 3m : vacunacion
Retriever
completo
114 Vom_lto, diarrea 4m Rottweiler Sin vacunas
mucoide y muerte
127 Vomito y Filarrea m Bord.er Sin vacunas
mucoide Collie
Cuadro de
129 Sin signologia >1a Criollo vacunacion
completo
Cuadro de
142 Sin signologia >1a Criollo vacunacion
completo
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4.9. RESULTADO DEL ANALISIS DE LAS MUESTRAS Y
PRESENTACION DE CO-INFECCIONES

Se ha demostrado la presencia de co-infecciones en las gastroenteritis agudas
presentes en caninos, por lo que para nosotros era importante determinar si existia
una asociacion de la sintomatologia con la presencia en forma individual y en co-
infecciones de los virus que se estudiaron en este trabajo, aunado a la presencia de
Parvovirus canino. Para ello, se analizaron los resultados obtenidos en un estudio
previo realizado para el Parvovirus canino de las muestras utilizadas para este

estudio (Cedillo-Rosales, 2019).

De las 150 muestras analizadas en el 18.6% no se detectaron virus, las que
presentaron mono-infecciones fueron las siguientes: el 54.6% por CPV-2 (Cedillo-
Rosales, 2019); en un 3.3% (5/150) se pudo detectar CBoV-1; en el 2% (3/150) se
detecté CBoV-2. Por otro lado, en el 21.3 % (32/150) presentaron co-infeccion de

uno o mas virus, las cuales se describen en la tabla siguiente.

Las co-infecciones con mas incidencia fueron las de dos virus, donde el 37.5 %
(12/32) de las co-infecciones fue de CPV-2 con CBoV-1, de estas co-infecciones
dobles el 21.8 % (7/32) fueron co-infecciones de CPV-2 con CCV, de igual forma el
21.8 % (7/32) eran co-infecciones de CPV-2 con CBoV-2 y el 3.1 % (1/32) fueron
co-infecciones de CBoV-1 con CBoV-2 (1/32) (Tabla 14). También se presentaron
co-infecciones de tres virus; CPV-2/CCV/CBoV-1 (3.1 %, (1/32)), CPV-

2/CCVICBoV-2 (3.1 %, (1/32)) y CPV-2/CBoV-1/CBoV-2 (6.2 %, (2/32)). Por dltimo,
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se detect6 una sola co-infeccion (3.1 %, (1/32)) de los cuatro virus de estudio (CPV-

2/CCV/CBoV-1/CBoV-2).

Tabla 14. Resultados de las muestras procesadas

Tipo de infeccion

Virus asociados

en la infeccién

Porcentaje de

Co-infecciones

Negativos a
] ) 18.6 % (28/150)
infecciones
CPV* 54.6 % (82/150)
CCVv 0 %
Monoinfeccion
CBoV-1 03.3 % (5/150)
CBoV-2 02.0 % (3/150)
CPV-2, CBoV-1 08.0 % (12/150)
Co-infecciones de 2 CPV-2, CBoV-2 04.6 % (7/150)
virus CPV-2, CCV 04.6 % (7/150)

CBoV-1, CBoV-2

(
00.6 % (1/150)

Co-infecciones de 3

virus

CPV-2, CBoV-1, CBoV-2

01.3% (2/150

CPV-2, CCV, CBoV-1

CPV-2, CCV, CBoV-2

( )
00.6% (1/150)
00.6% (1/150)

Co-infecciones de 4

virus

CPV-2, CBoV-1, CBoV-2,
CcCcVv

00.6% (1/150)

Total

100% (150)

*(Cedillo-Rosales, 2019)

Estas co-infecciones estuvieron presentes en caninos con la signologia mas grave

que fueron vomito (24/32 co-infecciones),

infecciones) y muerte (11/32 co-infecciones) (Tabla 15).

diarrea hemorragica (20/32 co-
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Tabla 15. Caracteristicas y signologia de caninos con gastroenteritis en el

area metropolitana de Monterrey, N.L.

No. de

Virus asociados

muestra e SeEE . en la co-infeccién
Vémito, diarrea
5 hemorragica y 2m Criollo CPV2, CCV
muerte
8 Vomitoy diarrea | 4. | pashound CPV2, CCV
hemorragica
15 Vémito 4m Chihuahua CPV2, CBoV2
Vémito, diarrea
16 hemorragica y 3m Pitbull CPV2, CBoV2
muerte
18 Vomito y diarrea 6m | GranDanés |  CPV2, CCV
hemorragica
19 Vomito y Eilgrrea 6m Gran Danés CPV2, CCV
hemorragica
20 Vomito y diarrea 6m | GranDanés |  CPV2, CCV
hemorragica
21 Vomito, diarrea om | Blue Heeler | CPV2, CBoV2
mucoide y muerte
22 Vomito y diarrea 3m Pitbull CPV2, CBoVA
mucoide
24 Vomito y diarrea 3m Criollo CPV2, CCV
mucoide
Vémito, diarrea
25 hemorragica y 6m Chihuahua CPV2, CBoV1
muerte
28 Diarrea mucoide y 3m Pitbull CPV2, CBoV1
muerte
Vémito, diarrea
P . CPV2, CCV,
30 hemorragica y 3m Pitbull CBoV1, CBoV2
muerte
Vomito y diarrea CPV2, CCV,
34 hemorragica 3m Schnauzer CBoV2
35 Diarrea hemorragica | 5, Husky CPV2, CBoV1
y muerte
Vémito, diarrea
36 hemorragica y 3m Poodle CPV2, CBoV1
muerte
37 Vomitoy diarrea |, Criollo CPV2, CBoV1
mucoide
54 Diarrea hemorragica |, Coyote CPV2, CBoV2
y muerte
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60 Vomito y diarrea 3m Beagle CPV2, CBoVA
mucoide
61 Vomito y diarrea om Husky CPV2, CBoV1
hemorragica
62 Vomito y diarrea om Pastor CPV2, CBoV1,
hemorragica Aleman CBoV2
69 Vomito y diarrea 4m Pug CPV2, CBoV1
hemorragica
- : CPV2, CBoV1,
81 VVomitos 2m Akita CBoV?2
90 Diarrea mucoide 2m Pomeriano CPV2, CBoV2
95 Vomito y diarrea 3m Pitbull CPV2, CBoV?2
hemorragica
107 Diarrea hemorragica 3m Go[den CBoV1, CBoV2
Retriever
108 Vomito y Filarrea om Cockgr CPV2, CBoV1
mucoide Spaniel
109 Vomito y diarrea 4m Husky CPV2, CBoV1
mucoide
Vémito, diarrea
111 hemorragica y 2m Pitbull CPV2, CCV
muerte
114 Vomito, diarrea 4m | Rottweiler | CPV2, CBoV2
mucoide y muerte
115 Diarrea hemorragica | 4, Husky CPV2, CBoV1
y muerte
Vémito y diarrea : CPV2, CCV,
116 hemorragica 6m Criollo CBoV1

4.10. CORRELACION ENTRE LA PRESENCIA DE CCV Y CBoV Y LA
PRESENCIA DE ENFERMEDAD

Fue determinada la correlacion entre las variables y los virus de estudio con la

prueba no paramétrica de Chi cuadrada utilizando el software WinEpi.

Las variables cualitativas que se tomaron en cuenta fueron la presencia de

enfermedad (cualquier signologia), la signologia por separado (la presencia de

62



emesis, de diarrea mucoide y de diarrea hemorragica) y también el fallecimiento del

canino.

Se realizaron tablas de contingencia de 2X2 donde se establecié la correlacion de
cada una de las variables con la presencia de cada uno de los virus de estudio

(Tabla 16).

Tabla 16. Correlacion de las variables cualitativas (signologia y
muerte de caninos) y la presencia de CBoV-1, CBoV-2 y CCV

. Diarrea Diarrea
Emesis . . . Muerte
mucoide hemorragica
X2 | p-value | X? | p-value X2 p-value | X? | p-value
CB;’V' 0.139 | 0.7089 | 0.001 | 0.9745 | 0.857 | 0.3545 | ~3.380 | 0.0660
CB;V' 0029 | 0.8644 | 0.718 | 0.3969 | 0.718 | 0.3969 | ~4.736 | ~0.0295

CCV | ~5.864 | ~0.01556 | ~3.281 | ~0.0701 | ~13.124 | ~0.0003 | ~0.630 | ~0.4275

Las infecciones de Circovirus canino en las muestras no tuvieron relacion
significativa con la presencia de enfermedad (P = 0.1432), con la presencia de
vomito (P = 0.0155; Xi? no valida), con la presencia de diarrea mucoide (P = 0.0701)
al igual que con la presencia de diarrea hemorragica (P = 0.0003; Xi? no valida), asi

como con la muerte del paciente (P = 0.4275).
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De igual forma, la presencia de infecciones con Bocavirus canino tipo 1 no mostré
una asociacion significativa con la presencia de enfermedad (P = 0.6797), con la
presencia de vomitos (P = 0.7089), la presencia de diarrea mucoide (P = 0.9745), la

presencia de diarrea hemorragica (P = 0.3545) y la muerte del paciente (P = 0.0660).

Asi mismo, las infecciones detectadas de Bocavirus canino tipo 2 y las variables
cualitativas analizadas en este estudio no tuvieron una relacion significativa una vez
analizadas con Xi2. Aqui no hubo una relacion significativa con la presencia de
enfermedad (P = 0.7150), la presencia de vomito (P = 0.8644), con la presencia de
diarrea mucoide (P = 0.3969), con la presencia de diarrea hemorragica (P = 0.3969),

ni con la muerte del paciente (P = 0.0295; Xi? no valida).

Por otro lado, se analizaron los resultados de las muestras que presentaban co-
infecciones para establecer si habia una asociacion con las variables cualitativas a
través de la prueba de Xi®. En este caso, se tomoé en cuenta como co-infeccion, la
presencia de dos o mas virus en las muestras, entre los virus estan: Parvovirus
canino tipo 2 (CPV2) (Cedillo-Rosales, 2019), Circovirus canino (CCV), Bocavirus
canino tipo 1 (CBoV-1) y Bocavirus canino tipo 2 (CBoV-2). Como variables
cualitativas se tomaron en cuenta signologia clinica presente en problemas
relacionados con trastornos del tracto digestivo, entre ellos emesis, diarrea
mucoide, diarrea hemorragica y muerte del canino. Los resultados se observan en

la tabla 17.
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A través de este método, se establecié una asociacion estadisticamente soportada
de la presencia de co-infecciones y la presencia de vomito en el paciente en el

cuadro entérico obteniendo un P = 0.0462 (Tabla 17).

Por otro lado, la asociacion entre co-infecciones y la presencia de diarrea mucoide

no tuvo soporte estadistico (P = 0.2799) (Tabla 17).

Sin embargo, si se establecié una correlacion positiva entre la presencia de diarrea

hemorragica y la presentacion de co-infeccion (P = 0.0007) (Tabla 17).

Por ultimo, la presentacion de co-infeccion tiene una alta asociacién significativa con
la muerte del paciente (P = 0.0002) segun los datos obtenidos en este estudio (Tabla

17).

Tabla 17. Correlacion entre la signologia y mortalidad de la enfermedad en
caninos con la presentacion de co-infecciones virales

Diarrea Diarrea

Emesis : o
mucoide hemorragica

Muerte

X? p-value X? p-value X? p-value X? p-value

Co-infeccion

. 3.974 | 0.0462 | 1.167 | 0.2799 | 11.483 | 0.0007 | 13.991 | 0.0002
(2 2 virus)

4.11. RESULTADOS DE SECUENCIACION Y ANALISIS GENETICOS

Para la secuenciacion se utilizé el servicio de la empresa Macrogen y se enviaron a

secuenciar 5 fragmentos obtenidos de los PCR y PCR anidado que se amplificaron
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en los PCR, sin embrago, no se obtuvieron resultado de estas secuenciaciones que
pudieran ser editados y para posteriormente realizar los analisis genéticos,
probablemente por la cantidad de DNA obtenido de la purificacidon o probablemente

por el grado de purificacion por lo que estos estudios se repetiran.
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5. DISCUSION

El sindrome de diarrea hemorragica aguda (SDHA), antes llamada gastroenteritis
hemorragica, es de los cuadros gastroentéricos mas frecuentemente atendidos en
la practica veterinaria a nivel mundial, la cual tiene una elevada tasa de letalidad
(Anderson et al., 2017). A pesar de que este sindrome no tiene una etiologia exacta,
en el 40-60 % de muestras diarreicas los virus juegan un papel importante en la

presentacion de la enfermedad (Caddy, 2018).

Por muchos afios el Parvovirus canino ha sido el agente causante de la enfermedad
mas reconocido, sin embargo, virus emergentes estan llamando la atencién de los
médicos veterinarios sumandose a la lista de los diferentes agentes etiolégicos del

SDHA (Anderson et al., 2017; Caddy, 2018).

En el area metropolitana de Monterrey los casos de gastroenteritis severas se
diagnostican comunmente, sin embargo, la identificacion del agente causal no se
establece siempre en todos los casos (comunicacién personal). Dentro de los
agentes etioldgicos mayormente detectados y diagnosticados en esta area estan la
parasitosis, la diarrea por infecciones bacterianas (sin establecer género o especie)
y las enfermedades virales con mayor prevalencia en el area y para las cuales
existen pruebas rapidas (inmunocromatografias como SNAP) como el Parvovirus
canino, Coronavirus canino, y el Virus de Distemper canino (Cedillo-Rosales, 2019;

Gonzalez-Vallejo, 2014).
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En nuestra investigacién se utilizaron muestras que previamente fueron analizadas
para Parvovirus canino, diagnosticando en el 75.3% (113/150) Parvovirus canino
tipo 2c y b a través de PCR, secuenciacién y analisis genéticos (Cedillo-Rosales,
2019), por lo que junto con el resultado de nuestro estudio podemos concluir que
CPV es el virus con mas alta presencia en caninos con problemas gastroentéricos
en Monterrey y su area metropolitana. Estos resultados coinciden con lo encontrado
por Anderson y colaboradores (2017) en Alemania (98% de positividad a CPV); Hao
y colaboradores en China (2019) que detectaron en un PCR multiplex en el 70% de
las muestras estudiadas CPV, asi como un 54.3% de CPV-2 encontrado en Brazil
en caninos sin protocolos de vacunacion y con problemas gastrointestinales (Alves

et al., 2018).

El Circovirus canino 'y Bocavirus canino han sido reportados en diferentes partes del
mundo causando gastroenteritis en caninos (Caddy, 2018). A la fecha no existen
reportes de la presencia o prevalencia de Circovirus canino o Bocavirus canino en
el area metropolitana de Monterrey e incluso en México, asi mismo, se desconoce
si estos virus juegan un papel importante en problemas gastrointestinales en
caninos en esta area, por lo que los resultados de este trabajo serian el primer

reporte de un estudio de presencia de estos virus en el area.

Para la deteccion o diagnéstico de enfermedades virales en caninos existen
distintos tipos de pruebas en el mercado, siendo las mas populares entre los clinicos
por su rapidez y facilidad de uso, las inmunocromatografias (SNAP) para la

deteccion de antigeno (comunicacion personal de clinicos), tal es el caso de las
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inmunocromatografias de CPV, CDV y CCoV, sin embargo, en algunos estudios se
ha demostrado la variabilidad en la sensibilidad de estas pruebas con respecto a la
prueba de oro (aislamiento viral) o comparado con otras pruebas moleculares como
la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (Schmitz, Coenen, Kdnig, Thiel, & Neiger,
1986). Por otro lado, aun no estan disponibles comercialmente pruebas rapidas para

la deteccion de CCV y CBoV.

En la actualidad, se ha descrito el aislamiento viral seguido de inmunodeteccién por
inmumunoperoxidasa o inmunofluorescencia, tanto de CCV como de CBoV en
algunas lineas celulares como MDCK o WCR como la prueba mas sensible y de oro
(gold standard) (Carmichael et al., 1994; Ohshima et al., 2010), sin embargo, no
existe en todas las regiones de México la infraestructura y el personal capacitado
para realizar este procedimiento, asi mismo requiere de 3 y hasta 7 dias para la
obtencién de los resultados. Por otro lado la Reaccion en Cadena de la Polimerasa,
es una metodologia altamente sensible y especifica comparada con el aislamiento
viral y que es utilizado en una gran cantidad de estudios para el diagndstico de
distintos tipos virales, por otro lado, la metodologia puede realizarse en poco tiempo

(Sykes, 2014).

Para el caso de Circovirus canino, en este estudio se utiliz6 como metodologia
diagndstica la Reaccion en Cadena de la Polimerasa. En estudios previos se ha
detectado la presencia de CCV utilizando tanto PCR punto final como PCR en
tiempo real, con una alta sensibilidad y especificidad para la deteccién del CCV

(Kotsias et al., 2019; L. Niu et al., 2020). La zona del genoma utilizada para el disefio
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de los oligonucledtidos difiere entre autores, Hsu y colaboradores (2016) utilizaron
la zona codificante para la proteina replicasa, al igual que Kotsias y colaboradores
en 2019 por ser la regidn mas conservada del virus. Otros autores utilizaron al igual
que en este trabajo la proteina de la capside para el disefio de oligonucledtidos, e
incluso ambas zonas (Anderson et al., 2017; Van Kruiningen et al., 2019). En esta
investigacion se disenaron oligonucleétidos que amplificaban un fragmento del
genoma de 393 pb que corresponde a la proteina de la capside, seguido de un PCR
semianidado amplificando un fragmento de 227 pb de la misma proteina. Con el
PCR y PCR anidado disefiado para este estudio se pudieron detectar segmentos
del genoma de CCV en un porcentaje similar al descrito por otros autores (Anderson

et al., 2017; Li, McGraw, et al., 2013).

Para el diagnéstico de Bocavirus canino tampoco existen pruebas rapidas que
puedan evidenciar las infecciones por este virus, por lo que la metodologia mas
utilizada para su diagnéstico y descrita en diferentes publicaciones es el PCR (Choi
et al., 2016; Decaro, Amorisco, et al., 2012). En este estudio se estableciéo un PCR
en punto final para amplificar un fragmento de 253 pb del gen que codifica para la
proteina NP1 y otro fragmento de 110 pb del gen de la proteina NP1 para un PCR
semianidado y asi aumentar la sensibilidad de la prueba. De igual forma, el PCR
para la deteccion de Bocavirus canino tipo 2 amplificd un fragmento del gen de la
proteina NP1 de 215 pb y para el PCR semianidado un fragmento de 112 pb de la
proteina NP1. Hay estudios que reportan que los genes que codifican para la
proteina NP1 del virus son altamente conservados (Choi et al.,, 2016). Algunos

estudios previos reportan el disefio de oligonucledtidos que amplifican fragmentos
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de las proteinas VP1 o VP2 (Choi et al., 2015; Amit Kapoor et al., 2012), sin
embargo, en este trabajo se selecciond el gen de la proteina NP1 para el disefio de
los oligonucledtidos ya que el género Bocavirus es el unico en la familia Parvoviridae
que codifica esta proteina y asi evitar la amplificacién de falsos positivos en aquellas

muestras positivas también a Parvovirus canino tipo 2 (Fasina et al., 2017).

Las muestras analizadas en este estudio provienen de caninos que se presentaron
a consulta por problemas gastroentéricos (125) y por otras razones (caninos sanos
(25)) en clinicas de diferentes municipios del area metropolitana de Monterrey, entre
ellos estan: Apodaca, General Escobedo, Monterrey, Salinas Victoria, San Nicolas
de los Garza, San Pedro y Santiago. La cantidad de muestras procedentes de cada
municipio fue variable (3-73) y definida por la cantidad de casos clinicos que se
presentaron en la etapa de muestreo. Por lo que, el lugar de procedencia no fue una

variable significativa en este estudio.

En la presente investigacion el 86.6% (130/150) de las muestras fueron de caninos
menores a un afo, de las cuales, el 24.6 % (32/130) resultaron positivas al menos
a uno de los virus de estudio (CCV, CBoV-1, CBoV-2). El 13.4% (20/150) de las
muestras fueron caninos mayores de un afio, de estos el 25% (5/20) resultaron
positivos a CBoV-1 (2/5) y CBoV-2 (2/5) siendo animales aparentemente sanos,
solo uno de ellos (1/5) presenté una co-infeccion con CPV y CCV y sintomatologia
(vomito y diarrea hemorragica), este canino, por otro lado, no presenté calendario

de vacunacién para CPV.
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En este estudio la edad no tuvo soporte estadistico significativo como una variable
asociada a la presentacion de CCV o CBoV, probablemente por el tamafio de
muestra utilizado en este estudio en cuanto animales adultos. Sin embargo, por las
caracteristicas de su replicacion y el tipo de tejido que utilizan estos virus para ello,
se ha establecido en otras investigaciones que los cachorros son mas susceptibles
a las infecciones por estos virus y que estos Uultimos pueden presentar
sintomatologia mas grave (Choi et al., 2015; Kotsias et al., 2019; Piewbang, Jo, Puff,
Van Der Vries, et al., 2018). Por otro lado, un estudio en 2010 demostré que también
los caninos adultos pueden ser infectados por CBoV, sin embargo, algunas

infecciones son asintomaticas o con sintomas muy leves (Ohshima et al., 2010).

125 de 150 muestras utilizadas para este estudio fueron obtenidas de caninos que
es presentaron a consulta a clinicas veterinarias del area metropolitana de
Monterrey, N.L., y cuyo diagndstico presuntivo fue parvovirosis, de estas muestras
el 78.7% de los caninos presentaron un protocolo incompleto de vacunacién (1 sola
vacunacién) o no la presentaron. La vacunacion de caninos en la zona incluye
vacunas pentavalentes (CPV, CDV, CAV-1y 2 y CPIV) mientras que la hexavalente
ademas de los virus anteriores incluye la bacteria del género Leptospira. Ademas,
se aplica la vacuna de Rabia y la de Bordetella bronquiseptica, en algunos casos.
Los protocolos de vacunacion varian, incluye entre 2 a 3 aplicando en la semana 16
de edad del cachorro el ultimo refuerzo para la adquisicion de una inmunidad
adecuada, similar a lo que reportan algunos estudios publicados recientemente
(Altman et al., 2017). En regiones con alta prevalencia de CPV se ha demostrado

que protocolos de vacunacion contra CPV disminuye la probabilidad de que los
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cachorros se presenten a consulta por gastroenteritis, ya que la falta de esta se ha
detectado como un factor de riesgo significante para la infeccion y la presentacion
de gastroenteritis (Cedillo-Rosales, 2019; Altman et al., 2017). Por otro lado, no
existe vacuna comercial que incluya cepas de CCV y CBoV, por lo que esta variable
cualitativa (vacunacién) no esta relacionada en forma significativa con la presencia

de estos virus en caninos en este estudio.

La sintomatologia que presentaron los caninos fue variada, el 64.6% (97/150)
presentaron emesis, el 36.6 % (55/150) presentaron una diarrea de tipo mucoide
(pastosa, verdosa o amarillenta), de igual forma el 36.6 % de los caninos
presentaron una diarrea hemorragica abundante. El 15.3 % de los caninos
fallecieron a causa de la enfermedad, de estos ultimos el 56.6 % de los caninos que
fallecieron presentaban una diarrea hemorragica severa. Esta signologia por si sola
no solo es atribuible a enfermedades virales, también infecciones bacterianas,
enfermedades metabdlicas, inflamatorias o parasitosis pueden ser asociadas a
diarreas, sin embargo, los signos severos como diarrea hemorragica abundante,
emesis y muerte se han descrito en infecciones virales, sobre todo aquellas donde
se presentan co-infecciones (Alves et al., 2018; Hao et al., 2019; Thaiwog et al 2016;
Guo et al.,, 2016), especialmente en aquellas que reportaron la presencia de
Parvovirus canino, Circovirus canino y Bocavirus canino (Bodewes et al., 2014; Li,

McGraw, et al., 2013).

En el presente trabajo fue determinado un 6.6 % de positividad para Circovirus

canino, un porcentaje relativamente bajo, comparado con el porcentaje de
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positividad para CPV (Cedillo-Rosales, 2019). A pesar del bajo indice de positividad,
estos resultados son similares a los resultados obtenidos en otros estudios
realizados, donde el porcentaje de positividad para CCV era de 6.0-11.3 %
(Anderson et al., 2017; Li, et al., 2013). Otros estudios demuestran en sus resultados
una positividad mas elevada que lo descrito en este trabajo, en China se reporté
una positividad del 12.8 %; en Taiwan fue reportado un 20 % de positividad y en
Italia se reporté un 31 % de positividad para CCV (Dowgier et al., 2017; Hsu et al.,
2016; L. Niu et al., 2020). En el trabajo descrito por Dowgier y colaboradores en el
2017, donde el porcentaje de positividad para CCV ha sido el mas elevado descrito
hasta la fecha de animales sanos (28.35%) y enfermos (32.43%), y detectando en
mayor proporcion Parvovirus canino (CPV). En nuestro caso, no encontramos
positividad a este virus en animales sanos, sin embargo, el numero de muestras de
animales sanos solo se limité a 25 muestras. Por otro lado, tampoco se encontraron
monoinfecciones por CCV de animales con sintomatologia, ademas no hubo
relacion significativa entre la presencia del virus con la presencia de la enfermedad
(P= 0.1432). Sin embargo, Investigaciones similares a este trabajo también
reportan la presencia de CCV en pacientes con gastroenteritis, pero no como el
principal agente etiolégico (Anderson et al., 2017; Kotsias et al., 2019; L. Niu et al.,
2020). En contraste a estos resultados, existen reportes de CCV como unico agente
etioldgico relacionado con la presencia de diarreas en caninos (Decaro et al., 2014;

Hsu et al., 2016).

En este estudio, se detecté el CCV asociado en todos los casos con CPV-2 (10/150),

un caso mas ademas con CBoV-1, en otro caso en CBoV-2 y por ultimo en una co-
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infeccion con todos los virus antes mencionados, en todos estos casos se presento
signologia clinica grave (vomito, diarrea hemorragica) y en cuatro de los casos se
presentd muerte. Estos resultados concuerdan con lo reportado por Dowgier y
colaboradores (2017) y Li y colaboradores en el 2013. Sin embargo, se requieren
mas estudios de prevalencia para estimar la real distribucion de CCV en las
poblaciones caninas de la region, pais y el mundo, asi como mas investigaciéon
sobre el papel que desempefia este virus en la patologia en problemas

gastroentéricos.

El porcentaje de positividad para Bocavirus canino tipo 1 en este trabajo de
investigacion fue de 14.6 %. A pesar de que CBoV-1 es un virus emergente y
existen trabajos demostrando su patogenicidad en caninos y las investigaciones
donde determinan su prevalencia son escasos. Por otro lado, el porcentaje de
positividad para Bocavirus canino tipo 2 fue del 10.0 %, cifras similares a las
presentadas en investigaciones anteriores donde CBoV-2 presentaba un porcentaje

de positividad de 4.5 — 9.5 % (Choi et al., 2015; Guo et al., 2016; Lau et al., 2012).

En este caso, también se presentaron infecciones de Bocavirus canino tipo 1y
Bocavirus canino tipo 2 en caninos sanos y caninos con SDHA, sin embargo, los
analisis estadisticos con el numero de muestras utilizados no mostraron una
correlacién especifica entre la presencia de CBoV-1, CBoV-2 y la enfermedad (P=
0.6797; P= 0.7150 respectivamente). No obstante, no se han encontrado muchos
reportes de monoinfecciones de CBoV-1 asociado con gastroenteritis. Sin embrago,

existen reportes asociando a Bocavirus canino tipo 1 como causante de enfermedad
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al aislar el virus de un cachorro diagnosticado con una parvovirosis inusual
(Harrison, Styer, Pursell, Carmichael, & Nietfeld, 1992) y en 2010 se report6é un caso
de un Yorkshire de edad avanzada (11 afos) con una gastroenteritis severa donde
se detecto solamente CBoV-1 (Ohshima et al., 2010). Por otra parte, la presencia
de Bocavirus canino tipo 2 también ha sido relacionada con la presencia de enteritis
en caninos (Bodewes et al., 2014), donde CBoV-2 estaba presente en muestras de
heces diarreicas pero presentando una co-infeccion con uno o varios patégenos

(Guo et al., 2016; Lau et al., 2012), como se reporta en este trabajo.

De las muestras analizadas, se obtuvo una tasa de co-infeccién del 21.3 % (32/150),
donde se distinguen los virus Circovirus canino, Bocavirus canino tipo 1, Bocavirus
canino tipo 2 y Parvovirus canino tipo 2. La presencia de co-infecciones en
problemas gastrointestinales o respiratorios se ha reportado en los ultimos anos,
estableciendo que la gravedad de los sintomas se ve relacionada con la presencia
de estas. A este respecto, existen estudios donde la tasa de co-infeccion va desde
el 68 % hasta el 100 % de las muestras (Guo et al., 2016; Li, McGraw, et al., 2013;
L. Niu et al., 2020). Dentro de las 32 muestras con co-infecciones detectadas en
este estudio, el 84.3 % fueron co-infecciones de dos virus, siendo CPV-2 el virus
mas frecuente, coincidiendo con investigaciones anteriores donde mencionan que
el virus prevalente en co-infecciones es el CPV-2 (Anderson et al., 2017; Guo et al.,
2016; Kotsias et al., 2019; L. Niu et al., 2020; Thaiwong et al., 2016). Ademas, el
17.8 % de las co-infecciones fueron duales (CPV-2/CBoV-1 (8%); CPV-2/CBoV-2
(4.6%); CPV-2/CCV (4.6%); CBoV-1/CBoV-2 (0.6%)), mientras que 2.5% de las

infecciones fueron de tres virus (CPV-2/CBoV-1/CBoV-2 (1.3%); CPV-2/CCV/CBoV-
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1 (0.6%); CPV-2/CCV/CBoV-2 (0.6%)) y una sola muestra (0.6%) presenté co-
infeccién con 4 virus (CPV-2/CBoV-1/CBoV-2/CCV). Las co-infecciones virales en
casos de gastroenteritis hemorragica aguda se han reportado con mayor frecuencia
en los ultimos afios, encontrandose CPV, CCoV, CAV, CDV, CCV, CBoV, CRV entre

los mas frecuentes (Choi et al., 2015; L. Niu et al., 2020).

En este estudio se detectaron a partir de muestras clinicas CCV, CBoV-1y 2
ademas de CPV detectado en un trabajo previo (Cedillo-Rosales, 2019), en esta
zona donde se diagnostica en clinicas con mayor frecuencia el CPV. Sin embargo,

hasta el momento se desconocia la presencia de CCV y CBoV.

En la presente investigacién se analizé la correlacion entre la presencia de co-
infecciones y la signologia (emesis, diarrea hemorragica y muerte). Se determiné
que la presencia de co-infeccion esta significativamente correlacionada con la
presencia de emesis (P= 0.0462), con la presencia de diarrea hemorragica
(P=0.0007) y por ultimo que las co-infecciones estan altamente relacionadas con la
letalidad de la enfermedad (P= 0.0002). Esto mismo se ha descrito anteriormente
en 2016 por Thaiwong y colaboradores, donde describié el caso de una camada de
cachorros que presentaron diarrea hemorragica y muerte subita, infectados por
CPV-2y CCV. Anderson y colaboradores en 2017 reportaron que las co-infecciones
de CPV-2 con CCV presentaban una tasa de letalidad mas elevada que los
pacientes que solo presentaban mono-infecciones. A este respecto, se pudo
establecer una asociacion significativa entre la presencia de co-infecciones vy la

presencia de enfermedad, es decir, se pudo detectar en las muestras que
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presentaban este tipo de co-infecciones multiples provenian de caninos que
presentaban un cuadro hiperagudo de gastoenteritis hemorragica aguda y algunos
murieron a los pocos dias de presentar signologia como lo reportaron otros

investigadores (Choi et al., 2015; L. Niu et al., 2020).
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6. CONCLUSIONES

En este trabajo de investigacion se establecié un protocolo de PCR mediante el
disefio de controles positivos (sondas sintéticas) y oligonucleétidos de regiones
especificas del genoma de los virus de estudios, que permitié detectar la presencia
de los virus CCV, CBoV-1 y CBoV-2, siendo una herramienta sensible y especifica,
que se puede poner a disposicion de los clinicos para esclarecer la etiologia
multifactorial de los problemas gastroentéricos en caninos que se presenten a

consulta y mejorar los protocolos de tratamiento.

Con este método se establecié la presencia de Circovirus canino en un 6.6%, en
caninos del area metropolitana de Monterrey, N.L. asociado principalmente con
Parvovirus canino en animales con problemas gastroentéricos que se presentaron

a consulta en clinicas veterinarias ubicadas en el area de estudios.

Por otro lado, se ha logrado detectar la presencia a través de PCR de Bocavirus
canino tipo 1 en un 14.66% y de Bocavirus canino tipo 2 en un 10% tanto en
animales aparentemente sanos y en animales con gastroenteritis que se
presentaron a consulta en clinicas ubicadas en Monterrey y su area metropolitana,
por lo que por si solos, en nuestro estudio no resulto significativa la presencia del

virus y la presentacion de la enfermedad (signologia).
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Asi mismo, se ha establecido una correlacién estadisticamente significativa entre la
presencia de co-infecciones (CCV, CBoV, CPV) y la sintomatologia clinica mas
grave de gastroenteritis hemorragica aguda (emesis, enteritis hemorragica y

muerte).

El 17.8 % de las co-infecciones fueron duales (CPV-2/CBoV-1 (8%); CPV-2/CBoV-
2 (4.6%); CPV-2/CCV (4.6%); CBoV-1/CBoV-2 (0.6%)), mientras que 2.5% de las
infecciones fueron de tres virus (CPV-2/CBoV-1/CBoV-2 (1.3%); CPV-2/CCV/CBoV-
1 (0.6%); CPV-2/CCV/CBoV-2 (0.6%)) y una sola muestra (0,6%) presentd co-

infeccion con 4 virus (CPV-2/CBoV-1/CBoV-2/CCV).

De acuerdo con los resultados de este estudio, se acepta la hipétesis que afirma
que el Circovirus canino y el Bocavirus canino se encuentran presentes en la
poblacién canina del area metropolitana de Monterrey, N.L., y en co-infecciones con

CPV estan asociados con la presentacion de gastroenteritis hemorragica aguda.
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8. ANEXOS

ANEXO 1. CUESTIONARIO EPIDEMIOLOGICO

Nombre del duefio: Fecha:

Nombre mascota: Sexo: Raza:

Edad: Clinica de procedencia: Municipio de origen:
Teléfono clinica:

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

desparasitante

SIGNOLOGIA
O] NO TIPO DIAS CON SINTOMA
Diarrea
Voémito
Deshidratacion
Pérdida de consciencia
Muerte
Otros
Comentarios
INMUNIZACION
Sl NO Tipo de vacuna utilizada y Dosis aplicadas, intervalo de
marca comercial aplicacion, edad inicio calendario
Tiene vacunas
Comentarios
Sl NO Marca comercial de Dosis aplicadas, intervalo de

aplicacion, edad inicio

Desparasitaciones

Comentarios

DIAGNOSTICO Y TRATAMIENTOS

Sl

NO

Diagnéstico presuntivo

Pruebas de laboratorio realizadas y
resultados sobresalientes de las
pruebas

Diagnéstico
presuntivo

Se utilizé snap para
CPV y otros virus

Marca de prueba y Resultado

Comentarios

TIPO DE MUESTRA TOMADA, MEDIO DE TRANSPORTE Y CONSERVACION
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ANEXO 2. DATOS EPIDEMIOLOGICOS OBTENIDOS DE LAS MUESTRAS DE CANINOS DEL AREA
METROPOLITANA DE MONTERREY

DATOS

NUMERO DE MUESTRA

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Nombre Chicharito Matilda Lia Rocky Milly Bruno Dangy Nano SIN Canela
Sexo Macho Hembra Hembra Macho Hembra Macho Hembra Macho Macho Hembra
Raza Beagle Labrador Husky Criollo Criollo Border Collie Pitbull Dashound Shihtzu Chihuahua
Edad 5m 5m 4m 2m 2m 4m 3m 1a 5m 3m 4m
Procedencia San Pedro San Pedro San Nicolas San Pedro \S/;?:Itigfiz Escobedo \S/;?:Itigfiz San Nicolas \S/;?:Itigfiz San Nicolas
Vacunacion Completa Completa Incompleta Incompleta Incompleta Incompleta Incompleta Incompleta Incompleta Incompleta
Voémitos Si Si No Si Si Si Si Si Si Si
Diarrea Si Si Si Si Si Si Si Si Si Si
Tipo de diarrea Hemorragica Hemorragica Pastosa Sin definir Hemorragica Hemorragica Hemorragica Hemorragica Hemorragica Hemorragica
Muerte No Si No Desconocido Si No No No No Desconocido
PCR CCV (+) No No No No Si No No Si No No
PCR CBoV1 (+) No No No No No No No No No No
PCR CBoV2 (+) No No No No No No No No No No
PCR CPV2 (+) Si Si Si Si Si Si Si Si Si Si
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NUMERO DE MUESTRA

LS 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Nombre Pancho Grace Nena Gorda Jerry Bombon Milo Rusa Cordoves Lituania
Sexo Macho Hembra Hembra Hembra Macho Macho Macho Hembra Macho Hembra
Raza Criollo N;\:I)zﬁg]no ?.:f:ic:: Pitbull Chihuahua Pitbull gggrl:ifl Gran Danés Gran Danés Gran Danés
Edad 3m 4m 5m 3m 3m 3m 5m 6m 6m 6m
Procedencia Monterrey San Pedro Escobedo Escobedo \S/ia(‘;ltigﬁz \S/ia(‘;ltigﬁz \S/ia(‘;ltigﬁz Escobedo Escobedo Escobedo
Vacunacion Incompleta Completa Incompleta Incompleta Incompleta Incompleta Incompleta Completa Incompleta Incompleta
Voémitos Si Si Si Si Si Si Si Si Si Si
Diarrea Si Si Si Si No Si No Si Si Si
Tipo de diarrea Liquida Verdosa Hemorragica Hemorragica No Aplica Hemorragica No Aplica Hemorragica Hemorragica Hemorragica
Muerte No No No Desconocido No Si No No No No
PCR CCV (+) No No No No No No No Si Si Si
PCR CBoV1 (+) No No No No No No No No No No
PCR CBoV2 (+) No No No No Si Si No No No No
PCR CPV2 (+) Si No Si Si Si Si Si Si Si Si
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NUMERO DE MUESTRA

LS 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
Nombre SIN Dipci Choco Oso Bombon Satan Rayo Puchi Coqueta SIN
Sexo Macho Hembra Macho Macho Macho Macho Macho Macho Hembra Macho
Raza Blue Heeler Pitbull gg;’r'fgl Criollo Chihuahua Pitbull Pastor Belga Pitbull Pitbull Pitbull
Edad 2m 3m 2m 3m 6m 5m 3m 3m 3m 3m
Procedencia S_alings S_alings S_alings S_alings S_alings S_alings S_alings S_alings S_alings S_alings
Victoria Victoria Victoria Victoria Victoria Victoria Victoria Victoria Victoria Victoria
Vacunacion Incompleta Incompleta Incompleta Incompleta Incompleta Incompleta Incompleta Incompleta Incompleta Incompleta
Vémitos Si Si No Si Si Si No No Si Si
Diarrea Si Si Si Si Si No Si Si Si Si
Tipo de diarrea Amarillenta Amarillenta Café Café Hemorragica No Aplica Hemorragica Amarillenta Café Hemorragica
Muerte Si No No No Si No Si Si Si Si
PCR CCV (+) No No No Si No No No No No Si
PCR CBoV1 (+) No Si No No Si No No Si No Si
PCR CBoV2 (+) Si No No No No No No No No Si
PCR CPV2 (+) Si Si Si Si Si Si Si Si Si Si
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NUMERO DE MUESTRA

LS 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40
Nombre Linda Malu S/N Doker Kira Fonky Tita Luna Princesa Gorda
Sexo Hembra Hembra Macho Macho Hembra Macho Hembra Hembra Hembra Hembra
Raza Egeondclg Criollo Dashound Schnauzer Husky Egeond(ig Criollo Pitbull Criollo Criollo
Edad 2m 4m 3m 3m 5m 3m 4m 4m 3m 5m
Procedencia San Nicolas San Nicolas S_alina_s S.a"”"?s S.a"”"?s S?"”?S S?"”?S S?"”"’!S S?"”?S S?"”?S
Victoria Victoria Victoria Victoria Victoria Victoria Victoria Victoria
Vacunacion Incompleta Incompleta Incompleta Incompleta Incompleta Incompleta Incompleta Incompleta Incompleta Incompleta
Voémitos Si Si Si Si No Si Si Si Si Si
Diarrea Si Si No Si Si Si Si No No Si
Tipo de diarrea Liquida Liquida No Aplica Hemorragica Hemorragica Hemorragica Café No Aplica No Aplica Hemorragica
Muerte Desconocido Desconocido No No Si Si No No No No
PCR CCV (+) No No No Si No No No No No No
PCR CBoV1 (+) No No No No Si Si Si No No No
PCR CBoV2 (+) No No No Si No No No No No No
PCR CPV2 (+) Si Si Si Si Si Si Si Si Si Si
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NUMERO DE MUESTRA

LS M1 42 43 44 45 46 47 48 49 50
Nombre Bethoven Pelusa Nikita Lipanto Penqui Yanqui Ruffo Bolo Negro Momo
Sexo Macho Hembra Hembra Macho Macho Macho Macho Macho Macho Macho
Raza Criollo Pastor Belga Criolla Doberman Chihuahua Criollo Husky Chihuahua API:EZL Criollo
Edad 4m 3m 3m 9m 3m 3m 4m 5m 3m 6m
Procedencia | Sar | Sarar | Sabes | Sanes | Samer | faba | Sanet | Smpedo | Sanpedo | Escobedo
Vacunacion Incompleta Incompleta Incompleta Incompleta Incompleta Incompleta Completa Incompleta Incompleta Incompleta
Voémitos No Si Si Si No Si Si Si Si Si
Diarrea Si Si Si Si Si Si No Si Si Si
Tipo de diarrea Café Verdosa Amarillenta Hemorragica Hemorragica Amarillenta No Aplica Amarillenta Hemorragica Amarillenta
Muerte No No No No Si No Si No Si Si
PCR CCV (+) No No No No No No No No No No
PCR CBoV1 (+) No No No No No No No No No No
PCR CBoV2 (+) No No No No No No No No No No
PCR CPV2 (+) Si Si Si Si Si Si Si Si Si Si
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DATOS

NUMERO DE MUESTRA

51 52 53 54 55 56 57 58 59 60
Nombre Greasy Lobo Chuly Sin Nombre Sin Nombre Sin Nombre Dino Capri Chalino Maqui
Sexo Hembra Macho Hembra Hembra Macho Macho Macho Hembra Macho Hembra
Raza Pitbull Criollo Chihuahua Coyote Coyote Coyote Pitbull Criollo Chihuahua Beagle
Edad 3m 3m 2m 4m 4m 4m 3m 5m 10m 3m
Procedencia Escobedo Escobedo San Pedro Apodaca Apodaca Apodaca Monterrey Monterrey San Pedro Monterrey
Vacunacion Incompleta Incompleta Incompleta No Aplica No Aplica No Aplica Completa Incompleta Incompleta Incompleta
Vémitos Si No Si No Si Si Si No Si Si
Diarrea Si Si Si Si No No Si Si Si Si
Tipo de diarrea Café Café Hemorragica Hemorragica No Aplica No Aplica Hemorragica Liquida Hemorragica Liquida
Muerte No Si No Si No No Desconocido | Desconocido No Desconocido
PCR CCV (+) No No No No No No No No No No
PCR CBoV1 (+) No No No No No No No No No Si
PCR CBoV2 (+) No No No Si No No No No No No
PCR CPV2 (+) Si Si Si Si Si Si Si Si Si Si
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NUMERO DE MUESTRA

DATOS 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70
Nombre Lobo Rony Luna Bruno Tyson Spike Taco Drako Dolly Rocko
Sexo Macho Macho Hembra Macho Macho Macho Macho Macho Hembra Macho
Raza Husky A'T:i:g; Shihtzu Poodle Pitbull Chihuahua Criollo Criollo Pug Pastor Belga
Edad 2m 2m 2m 6m 2m 3m 3m 4m 4m 4m
Procedencia Monterrey Escobedo Escobedo San Pedro San Pedro \S/ﬁ;ltigﬁz \S/f\(:ltigﬁz \S/fcltigﬁz \S/f\(:ltigﬁz \S/fcltigﬁz
Vacunacion Incompleta Incompleta Incompleta Incompleta Incompleta Incompleta Incompleta Incompleta Incompleta Incompleta
Vémitos Si Si Si No Si No Si Si Si No
Diarrea Si Si Si Si Si Si Si Si Si Si
Tipo de diarrea Hemorragica Hemorragica Obscura Hemorragica Hemorragica Amarillenta Amarillenta Hemorragica Hemorragica Hemorragica
Muerte Desconocido | Desconocido Desconocido No No Si No No Desconocido No
PCR CCV (+) No No No No No No No No No No
PCR CBoV1 (+) Si Si No No No No No No Si No
PCR CBoV2 (+) No Si No No No No No No No No
PCR CPV2 (+) Si Si Si Si Si Si Si Si Si Si
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NUMERO DE MUESTRA

DATOS 71 72 73 74 75 76 77 78 79 80
Nombre Estrella Akira Manotas Julieta S/N Lucho Nina Chuchis Coco Luna
Sexo Hembra Hembra Macho Hembra Macho Macho Hembra Hembra Macho Hembra
Raza Bull Terrier Pitbull A'T:i:g; Pomeriano Labrador Criollo Criollo Criollo Poodle Chihuahua
Edad 5m 4m 10m 3m 5m 3m 4m 3m 2m 5m
Procedencia \S/.a””"?s S.a””"’?s Escobedo San Nicolas S.a””"’?s Monterrey Monterrey Escobedo Monterrey S.a"”"?s
ictoria Victoria Victoria Victoria
Vacunacion Incompleta Incompleta Incompleta Incompleta Incompleta Incompleta Incompleta Incompleta Incompleta Incompleta
Vémitos No Si Si No Si Si No Si No Si
Diarrea Si No Si Si Si Si Si Si Si Si
Tipo de diarrea Café No Aplica Hemorragica Mucoide Hemorragica Liquida Hemorragica Hemorragica Liquida Liquida
Muerte No No Desconocido No Desconocido | Desconocido Desconocido No Desconocido No
PCR CCV (+) No No No No No No No No No No
PCR CBoV1 (+) No No No No No No No No No No
PCR CBoV2 (+) No No No No No No No No No No
PCR CPV2 (+) Si Si Si Si Si Si Si Si Si Si

101




NUMERO DE MUESTRA

DATOS 81 | 82 | 83 | 84 | 85 | 86 | 87 88 89 90
Nombre Sky Junior Duque Lilo Sofia Cody Aikman Kimbo Romina Antar
Sexo Macho Macho Macho Hembra Hembra Macho MAcho Macho Hembra Macho
Raza Akita Criollo Husky E?;Inggg Pug Criollo Rottweiler Pitbull Labrador mix Pomeriano
Edad 2m 3m 3m 5m 6m 4m m 9m 3m 2m
Procedencia \S;glinqs Sglinqs Sglinqs Santiago Sglinqs Sglinqs Escobedo Escobedo Sglinqs Sglinqs
ictoria Victoria Victoria Victoria Victoria Victoria Victoria
Vacunacion Incompleta Incompleta Incompleta Completa Incompleta Incompleta Incompleta Completa Incompleta Incompleta
Vémitos Si Si No Si Si Si No Si Si No
Diarrea No Si Si Si Si Si Si Si No Si
Tipo de diarrea No Aplica Liquida Hemorragica Hemorragica Amarillenta Liquida Hemorragica Café No Aplica Mucoide
Muerte No Desconocido No No Desconocido | Desconocido No No No No
PCR CCV (+) No No No No No No No No No No
PCR CBoV1 (+) Si No No No No No No No No No
PCR CBoV2 (+) Si No No No No No No No No Si
PCR CPV2 (+) Si Si Si Si Si Si Si Si Si Si
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NUMERO DE MUESTRA

DATOS 91 92 93 94 95 96 97 98 99 100
Nombre Cuchufleta Dino Roko Hanny Luna Yuky Talia Lucas Roy Ojitos
Sexo Hembra Macho Macho Hembra Hembra Macho Hembra Macho Macho Macho
Raza Criollo Criollo Criollo Pug Pitbull Criollo Pastor Belga Chihuahua Labrador Pug
Edad 4m 4m 3m 4m 3m 6m 2m 2m 3m 3m
Procedencia Sfalina}s Sfalina}s Sfalina}s Sfalina}s Sfalina}s Sfalina}s Sfalina}s Sfalina}s Sfalina}s Sfalina}s
Victoria Victoria Victoria Victoria Victoria Victoria Victoria Victoria Victoria Victoria
Vacunacion Incompleta Incompleta Incompleta Incompleta Incompleta Incompleta Incompleta Incompleta Incompleta Incompleta
Voémitos No Si Si No Si Si No No Si Si
Diarrea Si Si No No Si Si Si Si Si Si
Tipo de diarrea Amarillenta Amarillenta No Aplica No Aplica Hemorragica | No especifica | Hemorragica Mucoide Hemorragica Amarillenta
Muerte No No No No Desconocido No No No No No
PCR CCV (+) No No No No No No No No No No
PCR CBoV1 (+) No No No No No No No No No No
PCR CBoV2 (+) No No No No Si No No No No No
PCR CPV2 (+) Si Si Si Si Si Si Si Si Si Si

103




NUMERO DE MUESTRA

DATOS 101 102 103 104 105 106 107 108 109 110
Nombre Tribi Belcam Toti Pam Firus Chiquis Alicay Lucas Duky Nifio
Sexo Macho Macho Macho Hembra Macho Hembra Macho Macho Macho Macho
Raza Pastor Belga Husky Pitbull Pomeriano Criollo Chihuahua Rcc;e?rlictja?/r;r gg:rﬁiirl Husky Pitbull
Edad 3m 2m 3m 2m 3m 5m 3m 2m 4m 3m
Procedencia \S/?"””!S S?‘"”?S S?‘"”?S S?‘"”"’TS Monterrey Monterrey Monterrey S?‘"”"’TS S?‘"”?S S?‘"”?S
ictoria Victoria Victoria Victoria Victoria Victoria Victoria
Vacunacion Incompleta Incompleta Incompleta Completa Incompleta Completa Completa Incompleta Incompleta Incompleta
Voémitos Si Si Si No No Si No Si Si Si
Diarrea Si Si No No Si Si Si Si Si No
Tipo de diarrea Hemorragica Hemorragica No Aplica No Aplica Liquida Liquida Hemorragica Pastosa Amarillenta No Aplica
Muerte No No Desconocido No Desconocido No Desconocido No No No
PCR CCV (+) No No No No No No No No No No
PCR CBoV1 (+) No No No No No Si Si Si Si No
PCR CBoV2 (+) No No No No No No Si No No No
PCR CPV2 (+) No Si Si No Si No No Si Si Si
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DATOS

NUMERO DE MUESTRA

111 112 113 114 115 116 117 118 119 120
Nombre Tracy Paco Laika Molly SIN Luna Rulo Poli Percy Zeus
Sexo Hembra Macho Hembra Hembra Hembra Hembra Macho Hembra Macho Macho
Raza Pitbull Chihuahua Chihuahua Rottweiler Husky Criollo Beagle Chihuahua Beagle Husky
Edad 2m 3m 9m 4m 4m 6m 5m 4m 3m 5m
Procedencia \S/iiltigz: \S/iiltigz: \S/iiltigz: \S/iiltigz: \S/iiltigz: \S/iiltigz: Monterrey Monterrey San Nicolas San Nicolas
Vacunacion Incompleta Incompleta Incompleta Incompleta Incompleta Incompleta Incompleta Incompleta Incompleta Completa
Voémitos Si Si No Si No Si Si Si Si Si
Diarrea Si No No Si Si Si Si Si Si Si
Tipo de diarrea Hemorragica No Aplica No Aplica Liquida Hemorragica | Hemorragica Liquida Hemorragica Mucoide Hemorragica
Muerte Si Desonocido No Si Si No Desconocido | Desconocido Si No
PCR CCV (+) Si No No No No Si No No No No
PCR CBoV1 (+) No No Si No Si Si Si No No No
PCR CBoV2 (+) No No No Si No No No No No No
PCR CPV2 (+) Si No No Si Si Si No Si Si No
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DATOS

NUMERO DE MUESTRA

121 122 123 124 125 126 127 128 129 130
Nombre Rognar SIN SIN SIN Balvin Hana Roma Milo SIN SIN
Sexo Macho Hembra Macho Hembra Macho Hembra Border Collie Macho Hembra Hembra
Raza Rottweiler Criollo Lobo Lobo Pug Criollo Hembra gg:rﬁiirl Criollo Criollo
Edad 4m Noenato 4m 4m 3m 4m m 4m >1a >1a
Procedencia San Nicolas Monterrey Santiago Santiago San Nicolas San Nicolas San Nicolas San Nicolas Escobedo Escobedo
Vacunacion Completa Incompleta No Aplica No Aplica Incompleta Incompleta Incompleta Incompleta Completa Completa
Vémitos Si Si No No Si Si Si Si No No
Diarrea Si Si No No Si Si Si Si No No
Tipo de diarrea Hemorragica Hemorragica No Aplica No Aplica Liquida Liquida Liquida Liquida No Aplica No Aplica
Muerte Si Desconocida | Desconocida | Desconocida | Desconocida | Desconocida | Desconocida | Desconocida No No
PCR CCV (+) No No No No No No No No No No
PCR CBoV1 (+) No No No No No No No No No Si
PCR CBoV2 (+) No No No No No No Si No Si No
PCR CPV2 (+) Si No No No No No No Si No No
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NUMERO DE MUESTRA

DATOS 131 132 133 134 135 136 137 138 139 140
Nombre Deme SIN Camila Pita Blanquita Bruno SIN Pato Carlota Brandy
Sexo Hembra Hembra Hembra Hembra Hembra Macho Hembra Macho Hembra Hembra
Raza Criollo Criollo Criollo Criollo Criollo Criollo Criollo Criollo Criollo Criollo
Edad >1a >1a >1a >1a >1a >1a >1a >1a >1a >1a
Procedencia Escobedo Escobedo Escobedo Escobedo Escobedo Escobedo Escobedo Escobedo Escobedo Escobedo
Vacunacion Completa Completa Completa Completa Completa Completa Completa Completa Completa Completa
Voémitos No No No No No No No No No No
Diarrea No No No No No No No No No No
Tipo de diarrea No Aplica No Aplica No Aplica No Aplica No Aplica No Aplica No Aplica No Aplica No Aplica No Aplica
Muerte No No No No No No No No No No
PCR CCV (+) No No No No No No No No No No
PCR CBoV1 (+) No No No No No No No No No No
PCR CBoV2 (+) No No No No No No No No No No
PCR CPV2 (+) No No No No No No No No No No
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NUMERO DE MUESTRA

DATOS 141 142 143 144 145 146 147 148 149 150
Nombre Tomasa SIN Lobito Pirata SIN Negrita Rocket William Laika Pirata
Sexo Hembra Hembra Macho Macho Hembra Hembra Macho Macho Hembra Macho
Raza Criollo Criollo Criollo Criollo Criollo Criollo Criollo Criollo Criollo Criollo
Edad >1a >1a >1a >1a >1a >1a >1a 3m 4m 3m
Procedencia Escobedo Escobedo Escobedo Escobedo Escobedo Escobedo Escobedo \S/s:ltigﬂ: \S/s:ltigﬂ: \S/s:ltigﬂ:
Vacunacion Completa Completa Completa Completa Completa Completa Completa Incompleta Incompleta Incompleta
Voémitos No No No No No No No No No Si
Diarrea No No No No No No No Si Si Si
Tipo de diarrea No Aplica No Aplica No Aplica No Aplica No Aplica No Aplica No Aplica Liquida Liquida Liquida
Muerte No No No No No No No Desconocido | Desconocido | Desconocido
PCR CCV (+) No No No No No No No No No No
PCR CBoV1 (+) Si No No No No No No No No No
PCR CBoV2 (+) No Si No No No No No No No No
PCR CPV2 (+) No No No No No No No No No No
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