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RESUMEN

Dentro de las enfermedades clinicamente importantes en caninos a nivel
mundial, esta el sindrome de diarrea hemorragica aguda (SDHA). EI SDHA
puede tener etiologias multifactoriales, siendo Protoparvovirus carnivoro tipo 1
(parvovirus canino tipo 2 (CPV-2)) el patdbgeno encontrado con mayor frecuencia.
Sin embargo, se han encontrado coinfecciones de CPV-2 con virus emergentes
como bocavirus canino (CBoV) y circovirus canino (CCV) con cuadros clinicos
mas severos. En México, aunque estos virus han sido detectados, su
caracterizacion genética y antigénica es limitada. Por lo que el objetivo de este
estudio fue identificar las variantes genéticas de CPV-2, CBoV y CCV en caninos
del area metropolitana de Monterrey, N.L., evaluar sus propiedades antigénicas
y su asociacién con la presentacion del SDHA. Para ello, fueron procesadas 51
muestras positivas a CPV-2, CBoV-1y 2 y CCV, correspondientes a 48 caninos
domésticos y tres coyotes silvestres (Canis latrans) con SDHA y gastroenteritis
no hemorragica (GE), para su aislamiento en células MDCK. Se logré el
aislamiento de CPV-2 en 35 muestras y de CBoV-1 en una muestra, mientras
que CBoV-2y CCV no pudieron ser aislados. Se amplificd y secuencio el genoma
completo de 10 aislados de CPV-2 (ocho caninos domésticos y dos coyotes), en
los que se identificaron 83 mutaciones puntuales y 19 sustituciones de
aminoacidos. El analisis filogenético clasifico los aislados dentro del subtipo CPV-
2c y revel6 una relacion genética entre los aislados de coyotes y de caninos
domésticos de Meéxico y Estados Unidos, lo que sugiere una transmision
interespecie. Asimismo, a partir del aislado MX-ABM30 se obtuvo una secuencia
genética completa de CBoV-1, en la que se identificaron 66 mutaciones puntuales
y seis sustituciones de aminoacidos, con una similitud del 98 % con aislados de
Estados Unidos y Portugal. Fueron desarrollados dos antisueros policlonales en
cabras a partir de las cepas vacunales NL-35-D y Cornell de CPV-2, los cuales
se emplearon en las pruebas de seroneutralizacion. Ambos antisueros
presentaron titulos neutralizantes de 1:140 (2.15 -log1o NDso) frente a su virus
homoélogo y de 1:47 (1.67 -log1o NDso) frente a los aislados de CPV-2c obtenidos.
En conjunto, estos resultados evidencian la circulacion de variantes genéticas de
CPV-2c y CBoV-1 en caninos domésticos con SDHA y GE, asi como la infeccion
clinica de CPV-2c en coyotes silvestres de México. No obstante, son necesarios
estudios adicionales que permitan determinar si las mutaciones identificadas
influyen en la patogenicidad de CPV-2c y CBoV-1. Por otro lado, la reduccién en
los titulos neutralizantes entre las cepas vacunales y los aislados de CPV-2c
sugiere una posible reduccion en la eficacia de las vacunas actuales frente a las
variantes circulantes de CPV-2, sin embargo, es necesario realizar mas estudios
para confirmarlo.

Palabras clave: CPV, CBoV, CCV, SDHE, Canis lupus familiaris, Canis latrans,
noreste de México.
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ABSTRACT

Acute hemorrhagic diarrhea syndrome (AHDS) is considered a clinically important
disease in dogs worldwide. AHDS has a multifactorial etiology, in which
Protoparvovirus carnivoran 1 (canine parvovirus type 2 (CPV-2)) is the most
frequently identified pathogen. However, coinfections involving CPV-2 and
emerging viruses such as canine bocavirus (CBoV) and canine circovirus (CCV)
have been associated with more severe clinical manifestations. In Mexico,
although these viruses have been detected, their genetic and antigenic
characterization remains limited. Therefore, the objective of this study was to
identify the genetic variants of CPV-2, CBoV, and CCV circulating in dogs from
the metropolitan area of Monterrey, Nuevo Ledn, evaluate their antigenic
properties, and determine their association with the occurrence of AHDS. To this
end, 51 samples positive for CPV-2, CBoV-1, CBoV-2 and CCV were processed
for viral isolation in MDCK cells. These samples were obtained from 48 domestic
dogs and three wild coyotes (Canis latrans) diagnosed with AHDS or non-
hemorrhagic gastroenteritis (GE). CPV-2 was successfully isolated from 35
samples, and CBoV-1 from one sample, whereas CBoV-2 and CCV could not be
isolated. The complete genome of 10 CPV-2 isolates (eight domestic dogs and
two coyotes) was amplified and sequenced, revealing 83 nucleotide mutations
and 19 amino acid substitutions. Phylogenetic analysis classified all isolates
within the CPV-2c subtype, revealing a genetic relationship between isolates
derived from coyotes and domestic dogs from Mexico and the United States,
suggesting the occurrence of cross-species transmission. Likewise, a complete
genetic sequence of CBoV-1 was obtained from MX-ABM30 isolate, in which 66
nucleotide mutations and six amino acid substitutions were identified, with 98 %
of identity with isolates from the United Stated and Portugal. Two goat polyclonal
antisera were developed using the NL-35-D and Cornell CPV-2 vaccine strains
and were subsequently used in virus neutralization assays. Both antisera
exhibited neutralizing titers of 1:140 (2.15 -logio NDso) against the homologous
virus and 1:47 (1.67 -logio NDso) against the obtained CPV-2 isolates. Overall,
these results reveal the circulation of genetic variants of CPV-2c and CBoV-1 in
domestic dogs with AHDS and GE, as well as the clinical CPV-2c infection among
wild coyotes from Mexico. Nevertheless, additional studies are necessary to
determine whether the identified mutations influence the pathogenicity of CPV-2¢c
and CBoV-1. Furthermore, the decrease in neutralizing antibody titers between
the vaccine strains and CPV-2c isolates suggests a potential reduction in the
effectiveness of current vaccines against circulating CPV-2 variants, however,
further studies are required to validate this finding.

Keywords: CPV, CBoV, CCV, AHDS, Canis lupus familiaris, Canis latrans,
northeastern Mexico.
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1 INTRODUCCION

Este proyecto de investigacion se desarrolla en el contexto de enfermedades
infecciosas de origen viral que afectan la salud de la poblacién canina. En los
ultimos afos, el sindrome de diarrea hemorragica aguda (SDHA) ha tomado
relevancia debido a la identificacion de coinfecciones virales que agravan el
cuadro clinico y aumentan la mortalidad en animales afectados. A nivel regional,
existe la necesidad de generar informacién que permita comprender mejor la
presencia y el comportamiento de agentes virales como parvovirus canino tipo 2
(CPV-2), asi como de virus emergentes como bocavirus canino (CBoV) y el
circovirus canino (CCV). A nivel nacional, la informacion disponible sobre la
caracterizacion genética de estos virus, en especial de CBoV y CCV, es limitada,
lo que dificulta el desarrollo de estrategias diagndsticas y preventivas adecuadas.
A nivel internacional, el estudio de estos agentes contribuye a los esfuerzos de
vigilancia epidemiologica y manejo de enfermedades infecciosas emergentes en

animales

Este estudio contribuye al conocimiento cientifico al caracterizar genética y
antigénicamente a CPV-2, CBoV y CCV en caninos con y sin SDHA que circulan
en el area metropolitana de Monterrey, N.L., México. La metodologia empleada,
basada en técnicas de aislamiento viral, analisis genético y pruebas de
seroneutralizaciéon, permiten establecer un diagndstico definitivo caracterizando
los multiples agentes etioldgicos que participan en sindromes desarrollados en la
especie canina, estos modelos diagndsticos pueden ser utilizada en estudios
similares y aplicada en otros contextos epidemioldgicos. Los resultados de este
estudio pueden ampliar la informacién disponible sobre CPV-2, CBoV y CCV, su
participacion en coinfecciones, asi como también sus propiedades antigénicas,
lo que favorece la comprension de su epidemiologia en el area de estudio. El
desarrollo de esta investigacion aclarara algunos aspectos sobre la
epidemiologia y diversidad genética de CPV-2, CBoV y CCV en el area de estudio

y en México. Ademas, contribuye a la difusion y empleo en la zona de métodos



diagndsticos mas eficientes para el fortalecimiento de mecanismos de prevencion
y manejo de enfermedades infecciosas de origen viral en la poblacién canina,

que beneficiaria la practica profesional veterinaria de la zona de estudio.



2 ANTECEDENTES Y MARCO TEORICO

2.1 PARVOVIRUS CANINO
2.1.1 Clasificacion taxonémica

El Protoparvovirus carnivoro tipo 1, también llamado parvovirus canino tipo 2
(CPV-2) se encuentra agrupado dentro del género Protoparvovirus, en la
subfamilia Parvovirinae y familia Parvoviridae, acorde a lo descrito por el Comité
Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV). Debido a su diversidad genética y
variabilidad antigénica, este virus se ha subdividido en los genotipos CPV-2, 2a,
2by 2c (Decaro et al., 2020).

2.1.2 Morfologia del virion

El virion de CPV-2 es desnudo ya que no posee una envoltura lipidica, mide 25
nm de diametro, su capside toma forma de icosaedro y su genoma se conforma
de ADN monocatenario en forma lineal de 5.2 kb. La capside se conforma de 60
subunidades de las proteinas estructurales VP1 y VP2, de las que el 90 % de la
capside la conforma la proteina VP2 (alrededor de 55 copias). Estas subunidades
se organizan mediante interacciones de los ejes de simetria de dos, tres y cinco

pliegues (Mietzsch et al., 2019).

Los rasgos superficiales de la capside incluyen una protrusion (espicula) de 22 A
de longitud en los ejes de simetria de tres pliegues, una depresién de 15 A de
profundidad dispuestas alrededor de formaciones cilindricas asociadas a los ejes
de simetria de cinco pliegues, y un surco de 15 A de profundidad ubicada en los
ejes de simetria de dos pliegues (Figura 1). Ademas, los ejes de simetria de tres
pliegues constituyen la region de mayor antigenicidad de la capside y son
reconocidas por anticuerpos neutralizantes (Hartmann et al., 2023; Mietzsch
et al., 2019).
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Figura 1. Esquema ilustrativo del virion de CPV. Se observa la superficie de la capside de
CPV. La escala de colores representa la distancia radial desde el centro de la particula, variando
de azul a rojo. En la parte inferior derecha se muestra un diagrama de simetria que ilustra la
ubicacién de los ejes de simetria icosaédricos en las superficies de la capside. Modificado de
Mietzsch et al. (2019).

2.1.3 Caracteristicas del genoma

El genoma de CPV-2 se conforma de ADN monocatenario lineal de 5.2 kb y se
caracteriza por tener dos ORFs o0 marcos de lectura abiertos (Figura 2). El ORF1
es responsable de codificar las proteinas NS1 y NS2, por otro lado, el ORF2 se
encarga de codificar las proteinas de la capside (VP1, VP2 y VP3) (Singh et al.,
2021).
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Figura 2. Esquema ilustrativo del genoma de CPV. El CPV tiene un genoma que presenta
secuencias palindrémicas terminales que forman estructuras complejas en forma de horquilla en
los extremos 5'y 3'. Estas estructuras funcionan como origen de la replicacion (Ori) y facilitan la
encapsidacion (empaquetamiento) del ADN viral. Los extremos 5’ de los transcritos de ARN estan
capados (circulos negros), y los extremos 3' estan poliadenilados (An). VP1 y VP2 se codifican a

partir del mismo ARNm (Capozza et al., 2023).

La proteina NS1 comprende 2007 nucledtidos (nt) y 669 aminoacidos (aa), esta
relacionada con la patogénesis del virus, tiene la habilidad de inducir apoptosis
de la célula huésped a través de la ruta de apoptosis intrinseca, alterando la
estructura y funcion de la mitocondria e interfiriendo con el ciclo celular (Mira
et al., 2019). El gen NS1 cuenta con tres dominios funcionales: el primero es el
dominio de unién al ORI (Origen de Replicacion) del residuo 16 al 275; el dominio
de la helicasa, que se localiza desde el residuo 299 al 486; y por ultimo el dominio
de transactivaciéon, que comprende desde el residuo 600 al 667. Mientras que la

proteina NS2 comprende 498 nt y 166 aa, se encarga principalmente de la



replicacion viral y actua como promotor de la expresion proteica del virus (Mira
et al.,, 2019).

La capside del virion esta formada principalmente por VP1 y VP2, proteinas
estructurales que protegen el genoma del virus. La proteina VP1, que comprende
2184 nt y 728 aa, es importante para el transito intracelular por su dominio de
fosfolipasa. La proteina VP2 comprende 1755 nt y 585 aa, es la proteina
estructural mas abundante (90% de las proteinas estructurales) y su funcion
principal es la interaccion virus/célula, permitiendo ingresar al virus a la célula
huésped, ademas de presentar en su gen las mutaciones que permite clasificar
los subtipos de CPV-2 (G. Li et al., 2017). Existen varias regiones y aminoacidos
especificos que son importantes para la funcién de VP2. El aminoacido 426 es
clave para la clasificacion de las variantes CPV2b y CPV-2c (Mietzsch et al.,
2019). Los bucles superficiales (Bucle 1, 2, 3 y 4) se encargan del reconocimiento
de receptores celulares, determinan el rango de hospedero y contienen los
principales sitios antigénicos del virus. El bucle 3 comprende los aminoacidos
295-306 y contiene lo sitios de neutralizacion antigénicos principales, ademas de

interactuar con el receptor de transferrina (TfR) (Alexis et al., 2021).

Por ultimo, la proteina estructural VP3 se origina mediante el procesamiento
proteolitico de VP2, eliminando de 20-25 aminoacidos del extremo N-terminal

después del empaquetamiento de ADN (Mietzsch et al., 2019).
2.1.4 Evolucién genética de CPV-2

El parvovirus canino tipo 2 fue descrito por primera vez en 1978, y fue
considerado como una variante genética que evoluciono a través de mutaciones
puntuales del virus de la panleucopenia felina (FPV), estas seis mutaciones
especificas en la proteina VP2 (K80R, K93N, V103A, D323N, N564S, A568G)
generaron cambios en los aminoacidos de la proteina permitiendo al virus cruzar
la barrera interespecie, afectando asi a la especie canina, esparciéndose por
Europa, Asia, América y Oceania. Para 1982 surge una nueva variante CPV-2a,
que difiere genética y antigénicamente de CPV-2 (M87L, 1101T, A300G, D305Y,



V5551). Las sustituciones en el aminoacido N426D Y 1555V de la proteina VP2,
la zona mas antigénica del virus ocasioné la generacién de las variantes CPV-2b
en 1984. Por ultimo, en el 2001 se describe una nueva substitucion del
aminoacido D426E, generando el subtipo CPV-2c (Figura 3). A pesar de que
estas variantes del virus afectan a caninos, se ha reportado que el virus esta
recobrando la habilidad de infectar a felinos y a otros carnivoros (Giraldo-

Ramirez, Rendon-Marin y Ruiz-Saenz, 2020).
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Figura 3. Esquema evolutivo de CPV-2 basada en las sustituciones de aminoacidos en la
proteina VP2. Se describen las sustituciones de aminoacidos que ha presentado el gen VP2 de
CPV-2 desde su surgimiento a partir del FPV, dando origen a los subtipos 2, 2a, 2b y 2¢, asi como
también el rango de hospedero que ha presentado el virus con estas sustituciones. Modificado
de Miranda y Thompson (2016).

La distribucién de los subtipos de CPV-2 difieren de cada region, la cepa CPV-
2a se presenta con mas frecuencia en paises de Europa como Francia, Italia,
India Bangladesh, sin embargo, hay reportes que este subtipo esta presente
también en paises de América (Giraldo-Ramirez, Rendon-Marin y Ruiz-Saenz,

2020; Singh et al., 2021). Las variantes 2b y 2c estan presentes en el continente



americano, estudios realizados en México describen a CPV-2c como el subtipo
predominante en la poblacién canina del pais (Faz et al., 2019; Pedroza-Roldan
et al., 2015).

VP2 desempefia un papel critico en la unién a receptores, la determinacion del
espectro de hospederos y la capacidad de inducir anticuerpos neutralizantes, por
lo que las mutaciones en VP2 son impulsores clave de la evolucion y la variacion
antigénica de CPV-2 (G. Li et al., 2017; Oliveira et al., 2019). Estudios en VP2
han descrito varias sustituciones de aminoacidos como marcadores moleculares
de la evolucién de CPV-2. Por ejemplo, las nuevas variantes “new CPV-2a” y
“new CPV-2b” se caracterizan por las sustituciones S297A 'y Y3241 (Oliveira et al.,
2019).

2.1.5 Mecanismos de entrada e infeccién de CPV-2

El CPV-2 se transmite de forma oro-nasal por contacto directo de animales
susceptibles. La signologia puede presentarse a partir de los 7-14 dias de la
infeccion (periodo de incubacion del virus), sin embargo, hay casos donde este
periodo puede ser mas corto (Khatri etal., 2017). Los viriones pueden ser
excretados durante un periodo de hasta dos semanas y son extremadamente
infecciosos. Se caracterizan por su resistencia a los detergentes, desinfectantes
y solventes, asi como también a los cambios de pH y de temperatura, lo que les
permite mantener su capacidad infecciosa durante varios meses (Mazzaferro,
2020).

Al entrar al organismo, CPV-2 tiene afinidad por el tejido linfoide como los
ganglios retrofaringeos y mesentéricos, siendo éstos los sitios primarios de
replicacion del virus. Esta afinidad de infeccion hacia un tipo de tejido o célula se
le llama tropismo celular y esta dado principalmente por los receptores celulares
que puedan estar presentes (Khatri et al., 2017; Mazzaferro, 2020). Después de
replicarse en tejido linfatico, se produce una infeccidon generalizada llegando a
organos como el bazo, higado, corazén e intestinos, produciendo asi una viremia.

Dias posteriores, la replicacion se da en 6rganos que poseen células con alta



tasa de replicacion como médula ésea donde destruye células del sistema
inmune, provocando una linfopenia aguda, dejando al animal
inmunocomprometido (Mazzaferro, 2020). El 6rgano mas afectado en la infeccion
por CPV-2 es el intestino delgado, éste infecta el epitelio germinal, destruyendo
el epitelio y las vellosidades, dando como resultado la caracteristica diarrea

hemorragica (Mazzaferro, 2020).
2.1.6 Antigenicidad e inmunizacion

Las variaciones genéticas entre los subtipos de CPV-2 estan relacionadas con
sustituciones de aminoéacidos en el residuo 426, donde CPV-2c tiene Acido
Glutamico (Glu), CPV-2b tiene Acido Aspartico (Asp) y CPV-2a tiene Asparagina
(Asn). Esta mutacién afecta la region con mayor antigenicidad de la proteina VP2.
Se han reportado diferentes mutaciones en la proteina VP2, sin embargo, la zona
en la que modifican a la proteina no representa cambios en la antigenicidad del
virus o podrian ampliar el rango de hospederos del virus (Miranda y Thompson,
2016).

A la fecha solo existen vacunas con los subtipos CPV-2 y CPV-2b en diversos
paises, entre ellos México. A pesar de la extensa vacunacién contra CPV en todo
el mundo, la parvovirosis continia asociandose con una elevada mortalidad en
los caninos, especialmente los jévenes. La falla en la inmunizacion de animales
de companiia puede atribuirse a multiples factores, entre los que destacan la
presencia de inmunidad pasiva materna que interviene con el montaje de la
respuesta inmune al momento de la vacunacion, la variabilidad en la competencia
inmunoldgica del hospedador y la emergencia de nuevas nuevos genotipos con

variacion antigénica de CPV-2 (Decaro et al., 2020).

La proteina VP2 esta formada por 585 residuos de aminoacidos, es la mas
abundante e inmunogénica de las proteinas estructurales y es de suma
importancia para el tropismo viral y el rango de especies afectadas (G. Li et al.,
2017). Es importante resaltar que simples mutaciones en el gen de la proteina

que originan cambios en los aminoacidos pueden alterar las caracteristicas



bioldgicas del virus; CPV-2 surge a partir del FPV, donde mutaciones especificas
en el gen de la proteina VP2 permitieron al virus cruzar la barrera interespecie,
afectando asi a la especie canina, esparciéndose por Europa, Asia, América y

Oceania. (Giraldo-Ramirez, Rendon-Marin y Ruiz-Saenz, 2020).

Estudios recientes han reportado nuevas mutaciones en el gen de la proteina
VP2 con cambios de aminoacidos, especificamente en regiones asociadas con
el receptor de transferrina, dando lugar a nuevas variantes del virus con
propiedades antigénicas distintas, pudiendo evadir la respuesta inmunitaria
(Alexis et al., 2021; P. Zhou et al., 2017).

Una de las mejores medidas preventivas para controlar la infeccion por CPV-2 es
la vacunacion, sin embargo, a pesar de los programas de vacunacion aplicados
mundialmente, la parvovirosis sigue siendo de las principales enfermedades en
caninos (Decaro et al., 2020). Existe debate entre investigadores de la efectividad
que tienen las vacunas contra CPV generadas con aislados del genotipo de CPV-
2 para proteger a los caninos contra las nuevas variantes del virus (CPV2a-c).
Diferentes mutaciones en la proteina VP2 han dado lugar a nuevas variantes de
CPV, favoreciendo la replicacion del virus y la evasion de los viriones a la
respuesta inmune, contribuyendo a reducir la eficacia de las vacunas contra CPV

comunmente usadas en diferentes paises (Alexis et al., 2021).

Estudios in-vitro describen que no existe neutralizaciéon cruzada entre las
variantes de CPV y la vieja variante CPV-2. Animales vacunados con la variante
CPV-2 demostraron una baja tasa de anticuerpos neutralizantes contra los
subtipos CPV-2a, 2b y 2c. Ademas, los animales vacunados con el subtipo CPV-
2c mostraron altas tasas de anticuerpos neutralizantes contra los subtipos CPV-
2,2ay 2b (Cavalli et al., 2008). Las diferencias antigénicas observadas plantean
preocupaciones sobre la eficacia de las vacunas comunmente usadas, dando
lugar a la seleccidon de nuevas variantes de CPV para la produccién de vacunas

mas eficientes (Cavalli et al., 2008).
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2.1.7 Aislamiento

El aislamiento viral consiste en recuperar el virus infeccioso a partir de muestras
clinicas (heces, tejido intestinal, miocardio, etc.) y propagar el virus en una linea
celular. Se utiliza ampliamente para la caracterizacion de cepas de campo,
estudios de antigenicidad y desarrollo de vacunas. En investigacion, el
aislamiento sigue siendo la prueba de oro para estudiar virus vivos, sin embargo,
el tiempo requerido, el equipo y la capacitacion técnica necesaria para realizarla

son algunas de las desventajas que se han observado (Hematian et al., 2016).

El aislamiento y propagacion de CPV-2 ha sido realizado en diversas lineas
celulares. Las células Crandell Feline Kidney (CRFK) también han sido
ampliamente utilizadas para el aislamiento y propagacién de CPV-2 (Mira et al.,
2019). La linea celular A-72 también se utiliza para el aislamiento, propagacion y
titulacion de CPV-2, ademas de ser utilizada para estudios de caracterizacion

antigénica y desarrollo de vacunas (Cavalli et al., 2008).

Las células F81 se han utilizado ampliamente para la titulacion viral de CPV-2 ya
que induce la formacién de placas, lo que facilita la cuantificacion. Ademas, las
células Madin-Darby Canine Kidney (MDCK) han sido utilizadas para estudiar los
efectos citotoxicos de la infeccion por CPV-2, empleando ensayos para
determinar la viabilidad celular tras el proceso de infeccion (Wang et al., 2025).
Cuando el virus es inoculado en esta linea celular puede causar efecto citopatico
(ECP) en el cultivo, esto dado a la alta tasa de replicacion viral. EI ECP puede
aparecer después de 24 horas inoculado el virus en las células o inclusive en
menos tiempo si la cepa de CPV es muy virulenta (Khatri et al., 2017; Mazzaferro,
2020).

También se han utilizado las lineas celulares MDCK y HEK293T para estudios
de infeccién y transfeccion. Estas células se transfectan con plasmidos que
expresan proteinas reporteras y posteriormente se infectan con CPV-2 para
monitorear los niveles de expresion proteica o evaluar el impacto de la infeccidn

por CPV-2 sobre la sintesis de proteinas del hospedero. Estos métodos
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proporcionan informacion sobre los efectos del virus en la maquinaria de

traduccioén celular (Wang et al., 2025).
2.2 CIRCOVIRUS CANINO
2.2.1 Clasificacion taxonémica

El circovirus canino (CCV) es miembro de la familia Circoviridae, género
Circovirus. Estudios genéticos describen que el CCV puede subdividirse hasta en
cinco genotipos (CCV-1 — CCV-5), de los cuales CCV-2, CCV-3 y CCV-4 solo
han sido identificados en China, CCV-1 es la cepa que se presenta con mas
frecuencia en América y Europa y por ultimo CCV-5 ha sido identificada sdlo en
zorros de Noruega (Giraldo-Ramirez, Rendon-Marin, Vargas-Bermudez, et al.,
2020).

2.2.2 Morfologia del virion

Los viriones de CCV tienen un tamano de 20 nm de diametro, no tienen envoltura
lipidica y su capside presenta una simetria icosaédrica T=1, cuenta con 60
subunidades de la proteina Cap (Figura 4). En el CCV no se ha determinado la
estructura de la capside, sin embargo, se cree que es muy similar a la presente
en otros circovirus que infectan animales como en el virus de la enfermedad del
pico y las plumas (BFDV) y del circovirus porcino tipo 2 (PCV-2), estas se
componen de 12 unidades estructurales pentaméricas de conformacién plana
(Crowther et al., 2003).
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Figura 4. Esquema ilustrativo y micrografia electronica de PCV. (Izquierda) Representacion
tridimensional del PCV-2 obtenida mediante microscopia crioelectrénica. EI modelo estructural
propuesto consta de 60 subunidades organizadas con simetria icosaédrica T=1, distribuidas en
12 capsomeros pentaméricos (Crowther et al., 2003). (Derecha) Particulas de PCV-2. Imagen de
microscopia electrénica de transmisién. Escala 20 nm (Imagen de Carolina Rodriguez-Carifio;

Joaquim Segalés, CReSA, Espaia).

2.2.3 Caracteristicas del genoma y proteina que codifica

El genoma de CCV es ADN monocatenario de forma circular de 2 kb que
comprende dos ORFs en hebras complementarias orientadas en direcciones
opuestas que codifican a las proteinas Rep y Cap (Kapoor, Dubovi, et al., 2012).
La proteina Rep, de tipo no estructural, tiene 303 aminoacidos y posee varias
funciones, entre ellas esta la identificacion del origen de replicaciéon (Ori), el inicio
y la terminacién en la sintesis de ADN, asi como la inhibicion de la transcripcion,
por ultimo, la induccion de la replicacion en la célula (Hao, Li, Chen, et al., 2022).
La proteina Cap (unica estructural) que consta de 270 aminoacidos, forma la
capside del virion y proporciona las propiedades antigénicas al virus (Crowther
et al., 2003).
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El genoma de CCV también posee 2 regiones intergénicas que no codifican (135
y 203 nt). Dentro del origen de replicacion (TAG TAT TACA), se encuentra una
secuencia palindromica de 12 pares de nucleétidos y un bucle abierto de 10
nucledtidos (CATAGTATTA). Adicionalmente, contiene un tercer marco de
lectura abierto (ORF3) en la hebra anti sentido de ORF1 en una cepa de
Tailandia, aunque su funcion aun es desconocida (Figura 5) (da Silva et al., 2025;
Piewbang, Jo, Puff, Van Der Vries, et al., 2018).

ORI
LVAZN  TAGTATTAC

a < g 2,012...2,020 nt

o -

L

£

Q

b

CATAGTATTA
el
ORF2 (Cap) CCvV ORF1 (Rep)
811 nt 912 nt

ORF3

Figura 5. Esquema ilustrativo del genoma de CCV. Se muestran los diferentes marcos de
lectura y el origen de replicacion (ORI). Circovirus canino (CCV); gen de la proteina replicasa
(Rep) en el ORF1; gen de la proteina de la capside (Cap) en el ORF2; tercer marco de lectura

ORF3 (Modificado de da Silva et al. 2025).
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2.2.4 Evolucion genética de CCV

El CCV fue descrito por primera vez en 2012 en Estados Unidos y esta
genéticamente relacionado con PCV-2 (Kapoor, Dubovi, et al., 2012). En anos
posteriores CCV fue identificado en diferentes paises, relacionandose con
vasculitis hemorragica y problemas gastroentéricos, llamando la atencién como

virus emergente en enfermedades caninas (Tuong et al., 2021).

Estudios recientes describen la aparicion de nuevas variantes de CCV por
recombinaciéon genética (Piewbang, Jo, Puff, Van Der Vries, et al., 2018). A la
fecha CCV se ha dividido en cinco subtipos CCV-1 — CCV-5 (Figura 6), donde el
subtipo CCV-1 se considera la cepa cosmopolita, identificada en América, Europa
y Asia, mientras que los subtipos CCV-2, CCV-3 y CCV-4 sélo se han reportado
en Asia (Giraldo-Ramirez, Rendon-Marin, Vargas-Bermudez, et al., 2020; Tuong

- -~ ==

= oo

Figura 6. Esquema evolutivo de genoma de CCV. Se muestran las mutaciones puntuales en

el genoma que han dado origen a los subtipos de CCV, asi como también el rango de hospedero

que se ha descrito por cada subtipo (Modificado de Tuong et al., 2021).
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Diferentes estudios han estimado que la tasa evolutiva de CCV es de
aproximadamente 1.6 x 10 sustituciones de bases por sitio por afio. Por lo que
se estima que el virus evoluciona tanto mediante mutaciones genéticas como por
recombinacién genética. Estos eventos de recombinacion contribuyen a la
aparicion de nuevos linajes virales y aumentan la diversidad genética (Piewbang,
Jo, Puff, Van Der Vries, et al., 2018; Tuong et al., 2021).

Investigaciones recientes han vinculado a CCV con la aparicién de gastroenteritis
hemorragica en caninos y, aunque no es el agente responsable de esta
enfermedad en la mayoria de los casos, actua como un cofactor agravante en las

infecciones causadas por CPV-2 (Anderson et al., 2017).
2.2.5 Mecanismos de entrada e infeccion de CCV

Los circovirus comunmente se transmiten de forma fecal-oral. El tropismo celular
de circovirus canino no esta muy bien definido, sin embargo, han descrito la
presencia de CCV en ganglios linfaticos e intestino bazo, por lo que podria
tratarse de una enfermedad sistémica (L. Li, McGraw, et al., 2013). Hasta el
momento, aun se desconocen los receptores celulares empleados por CCV, pero
se sospecha que, al igual que el PCV-2, podria utilizar sulfato de condroitina (CS-
B) o heparan sulfato (HS) unidos a un glicosaminoglicano (GAG) para poder

ingresar a la célula (Crowther et al., 2003).

El CCV utiliza el proceso de endocitosis mediada por clatrinas para ingresar en
la célula. Se cree que la via de entrada al nucleo de CCV se da atravesando el
Complejo del Poro Nuclear (CPN) debido al tamafio de los circovirus, éstos
pueden atravesar el CPN sin problema. Dentro del nucleo, el genoma de CCV se
replica utilizando un mecanismo llamado Rolling Circle Replication, (RCR) o
replicaciéon en circulo rodante. Este proceso es mediado por la actividad
enzimatica durante la fase de sintesis (S) en el ciclo celular de la célula huésped
(Crowther et al., 2003).
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Circovirus canino con frecuencia se presenta coinfectando con otros patégenos,
agravando los sintomas de la enfermedad en los caninos infectados, sin
embargo, un estudio reciente describe como CCV interviene en la respuesta
inmunitaria del huésped dando pie a otras infecciones como la de parvovirus
canino (Hao, Li, Chen, et al., 2022). Debido a la dificultad del aislamiento de CCV,
aun no se tiene con claridad sus propiedades fisicoquimicas, procesos de

replicacidn y caracteristicas patogénicas.
2.2.6 Antigenicidad e inmunizacién

Son pocos los estudios que hacen referencia a las propiedades antigénicas de
CCV, sin embargo, como las proteinas Rep y Cap son altamente conservadas en
el genoma y estan relacionadas con la patogénesis del virus, ambas pueden
ayudar a generar respuesta inmune en el huésped. No obstante, la proteina Cap
estimula una respuesta inmunolégica mas fuerte en comparacion con la proteina
Rep. La proteina Cap contiene epitopos antigénicos que pueden interactuar con
moléculas asociadas a células T, lo que indica su papel en el montaje de la
respuesta inmune celular, ademas de mostrar una alta variabilidad genética, lo
que representa un factor determinante en la diversidad antigénica y la evolucion
de los circovirus (Crowther et al., 2003). Sin embargo, aunque se han propuesto
epitopos de células T, el estudio de estos epitopos antigénicos sigue siendo

limitado, y los epitopos de células B de CCV aun no han sido demostrados.
2.2.7 Aislamiento

A la fecha, el aislamiento de CCV ha demostrado ser una tarea dificil, ya que se
ha intentado aislar sin éxito en diferentes lineas celulares como Felis Catus
Whole Foetus (FCWF), A-72, Walter Reed Canine Cells (WRCC), MDCK, African
Green Monkey Kidney (VERO) y CRFK. Sin embargo, a pesar de que no se ha
logrado el aislamiento de CCV, se ha podido caracterizar al virus mediante la
clonacion del genoma viral en un plasmido y transfectarlo a células F81 (Hao, Li,
Chen, et al., 2022).
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2.3 BOCAVIRUS CANINO
2.3.1 Clasificacion taxonémica

El bocavirus canino (CBoV) se clasifica dentro del género Bocaparvovirus,
subfamilia Parvovirinae y la familia Parvoviridae. Hasta ahora se conocen tres
subespecies de CBoV, el minute virus canino, recientemente renombrado por el
ICTV como bocavirus canino tipo 1 (CBoV-1), ha sido identificado en problemas
respiratorios en cachorros e infertilidad en caninos adultos (Gonzalez-Hein et al.,
2020), por otro lado, bocavirus canino tipo 2 (CBoV-2) y bocavirus canino tipo 3
(CBoV-3) fueron identificados recientemente en caninos con gastroenteritis
(Bodewes et al., 2014; L. Li, Pesavento, et al., 2013).

2.3.2 Morfologia del viriéon

El CBoV es un virus de 25 nm de diametro, sin envoltura lipidica y una capside
icosaédrica (Manteufel y Truyen, 2009). La capside de CBoV esta compuesta por
60 subunidades de proteinas estructurales (VPs). ElI género Bocaparvovirus
genera las proteinas estructurales VP1, VP2 y VP3, donde la mas predominante

en la capside es la proteina VP2 (Gurda et al., 2010).

La estructura de la capside de diferentes bocavirus se observd por medio de
microscopia crioelectronica y revelé que CBoV-1 posee un canal conservado en
el eje de simetria de cinco pliegues, también se observaron protusiones
prominentes en el eje de simetria de tres pliegues y una reduccién de la clasica
depresion en el eje de simetria de dos pliegues en comparacién con otros
bocavirus. En la figura 7 se pueden observar las anteriores caracteristicas del
virion (Velez et al., 2023).
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Figura 7. Esquema ilustrativo de la estructura de CBoV-1. A. Mapa de densidad de la
superficie de la capside de CBoV-1. Los mapas estan coloreados radialmente (de azul a rojo) de
acuerdo con la distancia al centro de la capside, como se indica en la barra de escala inferior. Se
sefalan los ejes icosaédricos aproximados de simetria de dos, tres y cinco pliegues. B. Vista en

seccioén transversal del mapa de densidad de CBoV-1 (Modificado de Velez et al., 2023).

2.3.3 Caracteristicas del genoma

El CBoV tiene un genoma de ADN monocatenario lineal de 5.5 kb. A diferencia
de otros parvovirus, el género Bocaparvovirus se caracteriza por presentar tres
marcos de lectura (ORFs). Las proteinas no estructurales NS1 y NS2 se codifican
por el ORF1, las proteinas estructurales se codifican por el ORF2 (VP1 y VP2),
mientras que el ORF3, caracteristico de los bocavirus, codifca para la
fosfoproteina nuclear NP1 (Capozza et al., 2023). EI ORF4 fue descrito en un
estudio recientes y no se conoce con exactitud la funcién de la proteina codificada
(Figura 8) (Piewbang, Jo, Puff, Ludlow, et al., 2018).
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Figura 8. Esquema ilustrativo del genoma de CBoV. Se indica la posicion de los genes NS1,
NS2, VP1, VP2 y NP1, asi como también la ubicaciéon del ORF4 en la cepa TH-2016 de CBoV-2
(Modificado de: Piewbang, Jo, Puff, Ludlow, et al., 2018).

NS1 se encarga de distintas funciones relacionadas con la replicacién viral, la
region N-terminal tiene zonas de union al ADN y también funciona como
endonucleasa, por otro lado, la regidn C-terminal participa en la activaciéon de la
transcripcion, mientras que la seccion entre estos dos dominios tiene funciones
de ATPasa y helicasa (Kapoor, Mehta, et al., 2012).

Sdlo los virus del género Bocaparvovirus codifican la proteina NP1, esta proteina
regula la sintesis de las proteinas estructurales, inhibiendo la sefial interna de

poliadenilacién durante el procesamiento de ARNm (Dong et al., 2019).
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Las proteinas estructurales tienen en comun una region C-terminal, la proteina
VP1 contiene una regidn N-terminal distinta, que posee un dominio conservado
de fosfolipasa A2, con la funcion de hidrolizar fosfolipidos, que le ayuda al virién
escapar del endosoma e iniciar su travesia al nucleo para su replicacion. La
proteina VP2 conforma la mayor parte de la capside, lo que le proporciona
estabilidad al genoma y le confiere al virus su estructura tridimensional, ademas

de participar en las interacciones virus-huésped (Gurda et al., 2010).
2.3.4 Evolucion genética de CBoV

La evolucion de CBoV se caracteriza por su elevada diversidad genética y los
frecuentes eventos de recombinacion que presentan los parvovirus (Capozza
et al., 2023; Kapoor, Mehta, et al., 2012).

El CBoV-1, originalmente denominado minute virus canino (CMV) fue descrito en
1967 en muestras de heces de caninos sanos, no fue hasta 1992 cuando el virus
empezo a considerarse patégeno para los caninos. Anteriormente se clasificaba
en el género Protoparvovirus, sin embargo, cuando surgieron las nuevas
especies de bocavirus, se reclasifico al género Bocaparvovirus por el ICTV. En
2012 se identifico a CBoV-2 en caninos que presentaban problemas respiratorios,
teniendo una divergencia genética del 40% en comparacion con CBoV-1 (Kapoor,
Mehta, et al., 2012). CBoV-3 se identificd en el 2013 en un canino con linfadenitis
granulomatosa, vasculitis necrotizante y gastroenteritis. CBoV-3 presenté una
similitud de <60 % en las secuencias de aminoacidos con CBoV-1y CBoV-2 (L.
Li, Pesavento, et al., 2013).

En la ultima década las diferentes variantes de CBoV han sido identificadas en
diferentes paises, en especial CBoV-2, que se ha relacionado con presencia de
gastroenteritis hemorragica, principalmente en el continente asiatico (Choi et al.,
2015; Guo et al., 2016; Piewbang, Jo, Puff, Ludlow, et al., 2018). También se han
descrito casos donde CBoV2 se presenta en coinfeccion con parvovirus canino,

aumentando la letalidad de la enfermedad (Guo et al., 2016).
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2.3.5 Mecanismos de entrada e infeccion de CBoV

El CBoV se transmite por contacto directo de forma oro-nasal con animales
infectados. La viremia producida por CBoV se da desde el primer dia al tercer dia
después de la infeccién. Una segunda replicacion del virus ocurre en células con
alta actividad mitética. Los érganos diana son pulmones, intestino delgado y

tejido linfoide (Manteufel y Truyen, 2009).

Las infecciones causadas por cepas virales de la familia Parvoviridae inducen
muerte celular mediante mecanismos de apoptosis 0 necrosis en las células
infectadas, lo que contribuye al desarrollo de alteraciones patolégicas en los
tejidos donde se establece la replicacion viral. La patogenia de CBoV varia
dependiendo la especie de bocavirus que este infectando, en el caso de CBoV-1
los hallazgos post mortem incluyen neumonia intersticial con hipertrofia e
hiperplasia de células alveolares. En intestino delgado se presentaron lesiones
de enteritis aguda con hiperplasia de células epiteliales y necrosis de las placas
de Peyer (Manteufel y Truyen, 2009). En el caso de CBoV-2 se han presentado
casos de cachorros con lesiones de enteritis severa con una atrofia masiva de
las vellosidades, ademas de formar cuerpos de inclusion intracitoplasmaticos.
(Piewbang, Jo, Puff, Ludlow, et al., 2018).

2.3.6 Antigenicidad e inmunizacion

Las proteinas VP1 y VP2 son determinantes clave en la antigenicidad en los
bocavirus. Se ha sugerido que cambios en algunos aminoacidos de estas
proteinas de CBoV-2 pueden influir en el tropismo tisular y posiblemente en las

propiedades antigénicas, aunque aun no existe evidencia directa (Caddy, 2018).

Las propiedades antigénicas de CBoV no han sido descritas, probablemente por
las restricciones de aislamiento del virus en cultivo celular. Sin embargo, estudios
con bocavirus humano (HBoV) se enfocan principalmente en la inmunogenicidad
de las proteinas estructurales VP, como en el caso de CPV-2 y parvovirus bovino
(B19) (Gurda et al., 2010).
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2.3.7 Aislamiento

A la fecha, solo se conoce a la especie canina como huésped definitivo de CBoV,
y se creia que su aislamiento en cultivo celular era muy restringido. Estudios
previos describian a la linea celular WRCC como la unica en la que se podia
aislar a CBoV-1 (Binn et al., 1970). Sin embargo, se ha descrito que las células
MDCK y A72 también son susceptibles a la infeccion por CBoV-1. Las lineas
celulares bovinas y humanas soportan la replicacion de manera menos eficiente,
y células mononucleares en sangre periférica de caninos (PBMCs) han

demostrado ser permisivas para la replicacién de CBoV-1 in vitro.

En el caso de CBoV-2, se ha intentado sin éxito el aislamiento, por esta razén,
se ha optado por técnicas como PCR, hibridacion in situ y la secuenciacion para

su deteccion y caracterizacion (Bodewes et al., 2014).
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3 PLANTEAMIENTO Y JUSTIFICACION DEL PROBLEMA

En México existen pocos datos sobre las cepas regionales de parvovirus canino
tipo 2 (CPV-2) y la implicacidén que tienen las diferencias genéticas y antigénica
tanto en la infectividad, la virulencia, la patogenia y el grado de proteccion que
una cepa vacunal puede conferir contra cepas regionales de este virus en
caninos. Por otro lado, el papel que juegan virus emergentes como bocavirus
canino (CBoV) y circovirus canino (CCV) a nivel mundial en la poblacién canina
en la presentaciéon de problemas digestivos como el sindrome de diarrea
hemorragica aguda (SDHA), que en la ultima década se ha estado asociando no
solamente a monoinfecciones de CPV-2, sino también a coinfecciones con otros
virus ADN (CBoV y CCV), con virus RNA y también agentes bacterianos. Si bien,
en el norte de México se ha caracterizado genéticamente cepas de CPV-2 en
base a la proteina VP2 y se ha detectado la presencia de CCV, CBoV-1y 2 a
través de PCR, no hay reportes publicados sobre la caracterizacién del genoma
completo de estos virus en caninos con SDHA. Por otro lado, no existe
informacion sobre si las diferencias genéticas de las cepas de CPV-2 se reflejen
en una diferencia antigénica importante que permita que dichas cepas escapen
a la respuesta inmune generada por las cepas vacunales de uso frecuente en la
region y que confiera una diferencia significativa entre la virulencia, patogenicidad

y epidemiologia entre cepas regionales.

Derivado de lo anterior, el objetivo general de esta tesis es caracterizar genética
y antigénicamente virus ADN presentes en el SDHA y en la gastroenteritis no
hemorragica (GE), mediante la deteccion, aislamiento y analisis genético y
antigénico de cepas que circulan en caninos, para contribuir a una mejor
comprensién de la epidemiologia y patogenicidad de estos virus en caninos con
SDHA y GE, y establecer fundamentos para el desarrollo de herramientas
diagndsticas mas precisas, asi como para el fortalecimiento de estrategias de

tratamiento, control y prevencién de estas infecciones.
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4 HIPOTESIS

Existen diferencias genéticas y antigénicas en las cepas de virus ADN (CPV,

CBoV y CCV) presentes en caninos con sindrome de diarrea hemorragica aguda

(SDHA) y gastroenteritis no hemorragica (GE).

5 OBJETIVOS DEL PROYECTO DE INVESTIGACION

5.1 OBJETIVO GENERAL

Caracterizar genética y antigénicamente virus ADN presentes en el sindrome de

diarrea hemorragica aguda (SDHA) y en la gastroenteritis no hemorragica (GE)

a través de la deteccidn, aislamiento, analisis genéticos y antigénicos de cepas

que circulan en caninos.

5.1.1 Objetivos especificos

1.

Aislar parvovirus canino, bocavirus canino y circovirus canino en
cultivo celular a partir de muestras clinicas de caninos con SDHA y

gastroenteritis no hemorragica.

Caracterizar genéticamente cepas de CPV, CBoV y CCV a través de
secuenciacion y analisis del genoma completo o parcial de cepas que

circulan en caninos con SDHA y gastroenteritis no hemorragica.

Establecer las diferencias en las secuencias de aminoacidos
presentes en proteinas virales de CPV, CBoV y CCV deducidas a

partir de las secuencias del genoma.

Establecer si existen diferencias en los patrones de seroneutralizacion
entre distintas cepas virales de CPV-2 con antisueros producidos a

partir de cepas vacunales.
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6 MATERIALES Y METODOS.

6.1 MATERIALES DE LABORATORIO
6.1.1 Equipos y consumibles

Los equipos que fueron utilizados se enlistan en la siguiente tabla:

Tabla 1. Equipos utilizados en el proyecto

Nombre Marca Modelo
Campana de bioseguridad Clase Il Thermo Scientific 1300 SERIES A2
Campana para PCR UVP uv2
)C/)ggtglfijga (Rotor para tubos de 2ml, 15ml Labnet 7300K
Fotodocumentador UV AXYGEN Docurﬁ)e(x?;?or?glystem
Bascula digital Denver Instrument APX-200
Termociclador Labnet MgllgEﬁi)N(E
Refrigerador 2 - 4°C Torrey BCD256
Agitador (Vortex) DAIGGER Voértex Genie 2
Congelador -20 °C General Electric FCM5FSWH
Congelador -80 °C SANYO MDF-C8V1
Congelador -150 °C SANYO MDFC2156VANC
Bloque térmico Labnet D1100
Camara de electroforesis Labnet E0304
Fluorémetro Quantus '™ Promega E6150
?ql'((;(r)c;f (i)ps;{)e; S( 1(3)%0?/:80 HI:(20020]ul); Labnet Labnet BioPette A
Incubadora de CO2 SANYO MCO-19AIC (UV)
Microscopio invertido Carl Zeiss Axiovert 40 CFL
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Estufa/Barfio maria BOEKEL 148007
Pipetor manual JOANLAB NA

Camara Fuchs-Rosenthal BPAND-BLAU BRAND NA

Dentro de los materiales consumibles que se utilizaron en el proyecto se

encuentran los siguientes:

Tabla 2. Materiales consumibles

Nombre Marca

Tubos Eppendorf (1.5 ml) NEST
Tubos para PCR (0.2 ml y 0.5 ml) NEST
Tubos para centrifuga (15 ml y 50 ml) AXYGEN
Jeringas estériles (1 ml, 3 mly 5 ml) BD Plastipak
Puntillas para micropipeta (10 pl, 200 pl'y 1000 ul) NEST
Puntillas con filtro para micropipeta (10 pl, 200 ply 1000 ul) NEST
Pipetas serolégicas (5 ml, 10 mly 25 ml) NEST
Filtros de membrana de polietersulfona (PES) (0.22 um) NEST
Cajas de cultivo celular (25 cm?) NEST
Cajas de cultivo celular (24 pozos) NEST
Cajas de cultivo celular (96 pozos) NEST

6.1.2 Sistemas comerciales, reactivos y soluciones utilizadas

El ADN total de las muestras clinicas se obtuvo con el sistema E.Z.N.A.® Tissue
DNA Kit marca OMEGA bio-tek (Numero de catalogo D3396-01). Este estuche
contiene material para realizar 50 reacciones, para las cuales se utiliza lo
siguiente: 100 piezas de Tubos de 2 ml para recoleccion, 50 Mini Columnas de
ADN HiBind®, 20 ml de solucion Buffer BL, 25 ml de solucion Buffer HBC (se
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agregd 10 ml de 100% de isopropanol), 20 ml de solucién Buffer TL, 15 ml de
solucién Buffer de lavado (se agregd 60 ml de 100 % de isopropanol), 1.5 ml de

Proteinasa K en solucion, asi como 30 ml de solucion Buffer de elucion.

Para realizar la PCR (prueba de reacciéon en cadena de la polimerasa), fue
utilizado el sistema PCR SuperMix de la marca Invitrogen (Numero de catalogo
10572014). Este estuche contiene cuatro viales de 1.1X PCR SuperMix con 1.125
ml cada uno para un total de 100 reacciones, cada vial contiene 22 U/ml de Taq
ADN Polimerasa, 55 mM de KClI, 22 mM de Tris-HCL (pH 8.4), 1.65 mM de MgClz,
220 uM de cada dNTP (dGTP, dATP, dTTP y dCTP), asi como estabilizadores

no especificados.

Para llevar a cabo la purificacién de amplicones de PCR a partir de geles de
agarosa, fue utilizado el sistema E.Z.N.A. ® Gel Extraction Kit de la marca
OMEGA bio-tek (Numero de catalogo D2500-01). Este estuche contiene material
para un total de 50 reacciones, para las cuales se tienen 100 piezas de Tubos de
2 ml para recoleccién, 50 Mini Columnas de ADN HiBind®, 25 ml de solucion
Buffer de lavado SPW (se agregd 100 ml de 100 % de etanol), 40 ml de solucién

Binding Buffer XP2, asi como 30 ml de Buffer de elucion.

Para cuantificar el ADN de los amplicones purificados, se utilizd el sistema
QuantiFluor® dsDNA System marca Promega (Numero de catalogo: E2671).
Este estuche contiene 1 ml de QuantiFluor® dsDNA Dye, 25 ml de 20X solucién
amortiguadora TE (pH 7.5) y un control positivo (Lambda DNA Standard a 100

pg/ml).

Los reactivos y soluciones que se utilizaron en el proyecto se enlistan a

continuacion:

e Medio 1X DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) - Gibco™. Alto
contenido de glucosa, con piruvato y L-Glutamina.

e 100X Antibiético-Antimicético - Gibco™. Contiene Penicilina (10,000
U/mL), Estreptomicina (10,000 pg/mL) y Anfotericina B (25 ug/mL).
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Suero Fetal Bovino - Gibco™. Certificado en Estados Unidos, triple
filtrado (0.1 pym).

Tripsina-EDTA (0.25 %) - Gibco™.

Dimetilsulféxido (DMSO) - Sigma Aldrich.

Azul Tripano (0.4 %) - Gibco™.

Bromophenol blue - Sigma-Aldrich. No. Cat. 115-39-9

Colorante en gel para acidos nucleicos GelRed® 10,000X - Biotium.
Se prepard una dilucion 1:3 para su uso.

Solucién amortiguadora SB (0.04 % NaOH, 0.225 % acido bérico). Fue
elaborada una solucion al 20X. Se diluyeron 2.24 g de acido bérico y 0.4
g de NaOH en un litro de agua destilada. Se prepard una dilucién al 1X
para su uso.

Soluciéon amortiguadora TAE. Fue elaborada una solucién al 50X. Se
diluyé acido acético glacial al 17.5 M (57.1 ml), Tris Base (242 g), EDTA al
0.5 M pH 8.0 (100 ml) y 1X 40 yM Tris-acetato/1 yM EDTA en un litro de
agua destilada. Se preparo una dilucion al 1X para su uso.

Solucién salina amortiguadora con fosfato (PBS)

Solucioén salina fisiolégica

6.1.3 Bioldgicos

Los bioldgicos utilizados en este proyecto fueron los siguientes:

Linea celular “Madin-Darby Canine Kidney” (MDCK) (ATCC® CCL-
34™),

Vacuna Vanguard Plus CPV (Zoetis). CPV-2 vivo modificado, cepa NL-
35-D, >107-2 TCIDso.

Vacuna Parvomune (Holland). CPV-2 vivo modificado, cepa Cornell,
minimo 102° DICC/50%.
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6.2 METODOLOGIA
6.2.1 Lugar de trabajo

El procesamiento junto con el analisis de las muestras fue realizado en los
departamentos de Virologia y Genética de la Facultad de Medicina Veterinaria y

Zootecnia de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn.
6.2.2 Areay tiempo de muestreo

Todas las muestras fueron tomadas a partir de caninos de distinta edad, raza y
sexo que manifestaron signos clinicos de gastroenteritis hemorragica, no
hemorragica y también sin signologia aparente que hayan sido atendidos en
diferentes clinicas veterinarias de pequefas especies ubicadas en Monterrey y
su zona metropolitana en el estado de Nuevo Ledn en el transcurso de enero
2018 a diciembre 2023.

6.2.3 Tipo de muestra y preparacion inicial de la muestra

Para realizar el aislamiento viral y caracterizacion genética de los virus fueron
recolectadas muestras fecales e hisopados rectales de caninos con signologia
de gastroenteritis hemorragica, no hemorragica y sin signologia aparente. Las
muestras clinicas se recolectaron junto con los datos del paciente, historial clinico

y registro de vacunacién en una encuesta que se le entregé al veterinario (Anexo

1),

Las muestras de heces e hisopados rectales fueron recolectadas en tubos para
centrifuga de 15 ml y transportadas en cadena fria al laboratorio de 12 a 24 horas
posteriores a la recoleccion, en caso de no poder transportarlas en el lapso

establecido las muestras se refrigeraron a 4 °C hasta su transporte.

En el laboratorio, las muestras de heces e hisopados rectales se resuspendieron
en solucién salina fisiolégica y se agitaron por 5 minutos en un vértex para que

el material biolégico quedara homogenizado en la solucion. Esta solucion fue
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empleada para la extraccion de acidos nucleicos y fue conservada a -20 °C en

caso de no usarse de inmediato.

Para el aislamiento viral, se utilizé una dilucion 1:10 de la solucion anterior en
PBS que se centrifugé a 3,000 g por 10 minutos, y se hizo pasar a través de un

filtro de membrana PES de 0.22 ym y se almacené a -80 °C hasta su uso.

Para las pruebas de seroneutralizacion, se recolectaron muestras de sangre de
cabras inmunizadas con cepas vacunales de CPV-2 (Cornell y NL-D-35). Las
muestras sanguineas se recolectaron en tubos sin anticoagulante (10 ml), fueron
transportadas en cadena fria al laboratorio de 12 a 24 horas posterior a su
recoleccion. En caso de no poder transportarlas en el lapso establecido se

refrigeraron a 4 °C hasta ser transportadas.

En el laboratorio, las muestras sanguineas pasaron a centrifugarse a 1500 g por
5 minutos para separar el suero. Una vez obtenidos los sueros, se inactivaron en
bano maria a 56 °C por media hora y se conservaron a 4 °C. De no poder
trabajarse los antisueros en las préximas 48 horas éstos fueron conservados a -

20 °C hasta su uso.
6.2.4 Metodologia para realizar el Objetivo 1

El objetivo 1 consistio en el aislamiento de parvovirus canino, bocavirus canino y
circovirus canino. Para ello, se extrajo el ADN de las muestras clinicas para la
deteccion de los virus de estudio mediante un PCR de diagnostico.
Posteriormente, las muestras positivas se inocularon en cultivos de células
MDCK vy fueron incubadas hasta observarse el efecto citopatico (ECP) en el
cultivo. A continuacion, se describe a detalle la metodologia utilizada para

completar este objetivo.
6.2.4.1 Extraccion de acidos nucleicos

A partir de las muestras clinicas, se extrajo el ADN con el sistema E.ZN.A.®

Tissue DNA Kit. Este sistema se basa en la tecnologia de mini columnas de
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centrifugacion con membrana de silice, la cual permite la extraccion de ADN
mediante cuatro etapas: lisis celular, fijacion del ADN a la membrana, lavado para
eliminar impurezas y elucion del ADN purificado. El procedimiento fue realizado

conforme a las especificaciones del fabricante, descritas a continuacién:

Para la lisis celular, se colocaron 250 pl de cada muestra en microtubos (1.5 ml),
junto con Proteinasa K (25 ul) y Buffer TL (200 ul). La mezcla fue homogenizada
usando un vortex y se incubd a 55 °C con agitacion durante aproximadamente
tres horas en bafo maria, permitiendo la disrupcidn celular y la liberacion del
ADN. Posteriormente, las muestras fueron centrifugadas por cinco minutos a
210,000 g, transfiriendo el sobrenadante en un microtubo nuevo, evitando romper

el pellet al fondo del tubo.

Para la unién del ADN a la membraba de silice, 220 pl de Buffer BL fueron
afiadidos al sobrenadante recuperado, mezclandose vigorosamente mediante
vortex. La mezcla fue incubada por 10 minutos a 70 °C para favorecer esta union.
Después, 220 pl de etanol al 100 % fueron agregados y se mezcldé nuevamente.
Toda la preparacion se transfirié a la mini columna de silice (Mini Columna de
ADN HiBind®), esta ultima se coloc6 dentro de un microtubo colector de 2 ml,
incluyendo cualquier precipitado formado. Tras una centrifugacién durante un
minuto a velocidad maxima, el ADN se unidé a la membrana de silice de la

columna, mientras que el filtrado fue descartado.

Para el lavado de la columna, 500 pl de Buffer HBC fueron afiadidos y se
centrifugd durante 30 segundos a velocidad maxima. Posteriormente, la mini
columna se transfirié a un nuevo microtubo colector y se realizaron dos lavados
consecutivos con 700 ul de Buffer de lavado, con una centrifugaciéon de 30
segundos a velocidad maxima después de cada lavado. La mini columna vacia
fue centrifugada a velocidad maxima durante dos minutos para eliminar
completamente los residuos de etanol que pudieran interferir con los pasos

posteriores.
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Finalmente, para recuperar el ADN purificado, se transfirid la mini columna a un
microtubo de 1.5 ml libre de nucleasas, se anadioé Buffer de elucién precalentado
a 70 °C (100-200 pl), incubandose por dos minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, se centrifugd durante un minuto a velocidad maxima. Este
procedimiento se repitidé una segunda vez para maximizar el rendimiento de la
recuperacion del ADN. Finalmente, el ADN fue almacenado a -20 °C hasta su

empleo.
6.2.4.2 PCR de diagnéstico

Tras la obtencion de ADN, se llevaron a cabo las prueba de PCR para

diagnosticar a CCV, CBoV-2, CBoV-1 y CPV-2 en las muestras clinicas.

Para el diagnostico de CPV-2 se utilizaron los oligonucleétidos (primers)
CPV2748F y CPV4527R (Cedillo, 2019) que amplifican un fragmento del gen VP2
de 1779 pb.

El PCR de diagnéstico para CCV fue realizado con los oligonucleétidos
previamente disefiados por Busqueta (2020), que amplifican un fragmento del
gen CAP de 393 pb (CCV/CAP/1517 (forward) y CCV/CAP/1908 (reverse)).

De igual forma, para diagnosticar a CBoV-1, fueron utilizados los oligonucleotidos
previamente disenados (CBoV/NP1/2305 (forward) y CBoV1/NP1/2678
(reverse)), que producen un fragmento amplificado del gen NP1 de 253 pb
(Busqueta, 2020).

El diagnostico de CBoV-2 se realizé con los oligonucleétidos disefiados en
estudios previos (CBoV/NP1/2305 (forward) y CBoV2/NP1/2520 (reverse)), que
amplifican un fragmento del gen NP1 de 215 pb (Busqueta, 2020).

Para realizar la prueba de PCR fue utilizado el sistema PCR SuperMix marca
Invitrogen. Cada reaccién de PCR fue de 25 pul de volumen total, 2 ul de la
muestra de ADN, 0.5 ul al 50 uM de cada uno de los oligonucleétidos (forward y
reverse) y 22 ul de 1.1X PCR SuperMix.
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Las condiciones empleadas para la amplificacion por PCR se establecieron de la
siguiente manera: una etapa de desnaturalizacion por cinco minutos a 94 °C;
posteriormente se programaron 30 ciclos compuestos de tres fases, una
desnaturalizacion por 30 segundos a 94 °C, un alineamiento de oligonucledétidos
durante 30 segundos a 60 °C y una extension a 72 °C por un minuto; finalmente,

se incluyé una etapa de extension final a 72 °C por 10 minutos.

Para determinar la positividad de las muestras clinicas, los productos
amplificados de PCR fueron cargados dentro de un gel al 1.5 % de agarosa en
solucién amortiguadora SB al 1X y fueron separados en una camara de
electroforesis a 120 V por 60 minutos. Después, se observaron en un
transilumninador UV con fotodocumentador y para determinar su tamafo, fueron
comparados con un marcador de peso molecular. Las muestras positivas a PCR

se procesaron para el asilamiento viral.
6.2.4.3 PCR-RFLP

Las muestras positivas a CPV-2 fueron sometidas a un PCR-RFLP donde se
establecieron los patrones de digestion que realiza la endonucleasa Mbo Il en un
fragmento del gen VP2 de 1779 pb (Figura 9), empleando el método de

Buonavoglia como referencia (Cedillo, 2019).

Para realizar la reaccion de PCR-RFLP, fueron utilizados 5 ul del fragmento de
1779 pb obtenido, 1 pl de tampon CutSmart 10X, 3 pl de agua libre de
endonucleasas y 1 U de la endonucleasa Mbo Il, para tener un volumen final de
10 ul dentro de un microtubo para PCR. La mezcla de reaccién fue incubada
durante 60 minutos a 37 °C y fue sometida a una inactivacion enzimatica durante
15 minutos a 65 °C. Posteriormente, los productos digeridos enzimaticamente
fueron analizados mediante electroforesis en un gel al 1.5 % de agarosa.
Finalmente, el patron de digestion del fragmento de 1779 pb se registré mediante

un fotodocumentador.
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Figura 9. Patrones de polimorfismo en el gen de la proteina VP2. Se muestran los diferentes
patrones de corte en un fragmento del gen VP2 de 1779 pb con un protocolo de PCR-RFLP
basado en el método de Buonavoglia, usando la endonucleasa Mbo I, diferenciando los subtipos
CPV-2, CPV-2b y CPV-2c.

6.2.4.4 Aislamiento viral

El procedimiento de aislamiento viral se realizé con la linea celular Madin-Darby
Canine Kidney (MDCK), propagadas en cajas de 25 cm? para cultivo celular, en
medio para cultivo Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) enriquecido con
5 % de suero fetal bovino (SFB) y 1 % de antibidtico/antimicotico para prevenir

contaminacion fungica y/o bacteriana.

El aislamiento viral fue realizado en placas de 24 pozos para cultivo. En cada
placa se inocularon 7 muestras por triplicado a volumenes de 100 pl, 25 ply 5 pl,

y se dejaron 3 pocillos sin inocular como control celular (Figura 10).
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Figura 10. Representacion esquematica de una placa de cultivo celular de 24 pozos
utilizada en el presente trabajo. De color verde se muestran los pocillos utilizados para inocular
7 muestras distintas (M) a volumenes de 100 pl, 25 pl'y 5 yl. Los pocillos utilizados para el control

celular (CC) se muestran en rosa.

El protocolo de aislamiento fue el siguiente:

En todos los pozos se cultivaron células MDCK hasta alcanzar una confluencia
de 60 %. Se retird el sobrenadante de cada pozo para realizar un lavado del
cultivo con 200 pl medio DMEM y después del lavado se desechd el
sobrenadante. Se agregaron 200 pl medio DMEM suplementado con
antibidtico/antimicético al 1 % en todos los pocillos y se inocularon las células con
100 ul, 25 ul'y 5 pl de las muestras procesadas vy filtradas. La placa fue incubada
por 60 minutos a 37 °C en una incubadora de CO2 a 95 % de humedad y pasado
este tiempo de incubacion, el sobrenadante fue descartado de los pocillos y 400
Ml de medio DMEM enriquecido con 1 % de antibiético/antimicético y 5 % de SFB
fueron agregados. Después, la placa fue incubada a 37 °C en la incubadora de

CO2 de 3-7 dias hasta observar el efecto citopatico (ECP) en el cultivo celular.
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Cuando se presentaron coinfecciones de dos o mas virus, se realizaron tres

pasajes en ciego.

Después de realizar los pasajes en ciego se tomaron los sobrenadantes de los
cultivos que presentaron ECP para extraer el ADN y realizar PCR de diagnéstico
para CCV, CBoV-2, CBoV-1 y CPV-2 para confirmar el aislamiento de un solo

virus.
6.2.5 Metodologia para realizar el Objetivo 2

El objetivo 2 consistio en caracterizar genéticamente a circovirus canino,
bocavirus canino y parvovirus canino mediante secuenciacion y analisis del
genoma completo o parcial de cepas que circulan en caninos con SDHA y GE.
Para ello, se disefaron oligonucleétidos que amplificaran el genoma de los virus
de estudio en su totalidad. Después, los fragmentos amplificados fueron
recuperados y purificados del gel de agarosa para su posterior secuenciacion.
Posteriormente, con el programa DNASTAR Lasergene v.15 fueron analizadas

las secuencias obtenidas. La metodologia detallada se menciona a continuacion.
6.2.5.1 Diseio de oligonucleétidos

Para disefar los oligonucleétidos se llevé a cabo una busqueda en la base de
datos del GenBank de secuencias completas de CCV, CBoV-2, CBoV-1y CPV-
2, de las cuales se seleccionaron las que abarcaran tanto las regiones
codificantes como los UTR’s 5y 3. Se alinearon las secuencias seleccionadas
con el programa MegAlign Pro/DNASTAR Lasergene v.15 donde se buscaron las
zonas mas conservadas del genoma de cada uno de los virus para disefar los
oligonucledtidos. Con el programa NCBI/Primer-BLAST se realiz6 el disefo de
los oligonucleodtidos y la confirmacion de su especificidad (Ye et al., 2012). Se
seleccionaron los oligonucleotidos que amplificaran un fragmento de entre 1000
y 2000 pb aproximadamente y que tuvieran una temperatura promedio de
hibridacién de 60 °C. La sintesis de los oligonucleétidos fue realizada por la

empresa Integrated DNA Technologies (IDT) en Estados Unidos.

37



6.2.5.2 Condiciones del PCR para amplificar el genoma completo de los

virus

Las condiciones de amplificacion empleadas para la reaccion de PCR
consistieron en: un ciclo inicial de desnaturalizacién durante cinco minutos a 95
°C; continuado por 40 ciclos de tres temperaturas, una desnaturalizacion por 30
segundos a 95 °C, un alineamiento de oligonucleétidos durante 30 segundos a
60 °C y una extension del segmento por 30 segundos a 72 °C; y un ciclo final de

extension por 10 minutos a 72 °C.
6.2.5.3 Purificacion de los productos de PCR y secuenciacion

Para purificar los productos amplificados de interés se utilizé el sistema
E.Z.N.A.® Gel Extraction Kit. Este sistema, al igual que el E.Z.N.A.® Tissue DNA
Kit, utiliza columnas con membrana de silice para la recuperacion y purificacion
eficiente de productos de PCR a partir de geles de agarosa. El procedimiento
comprende la disolucion del fragmento de gel mediante un buffer de unidn
especializado, la adsorcion del ADN a la membrana de silice, la eliminacion de
impurezas mediante etapas de lavado y la recuperacion del ADN purificado
mediante elucién. El procedimiento fue realizado conforme a las especificaciones

del fabricante, descritas a continuacion:

Para la unién del ADN a la columna, fueron separados por electroforesis los
productos de PCR en un gel al 0.8 % de agarosa en solucién amortiguadora TAE
por 60 minutos a 120 V, se cortd la seccion del gel que contenga la banda
correspondiente a purificar y fue transferido a un microtubo de 1.5 ml. Por cada
0.100 g de agarosa fueron afiadidos 100 pl de Binding Buffer XP2 y la mezcla fue
incubada a 60 °C durante aproximadamente 7 minutos, con agitacidén periodica,
hasta lograr la completa disolucion del gel. La solucién resultante fue transferida
a una Mini Columna de ADN HiBind® colocada en un microtubo colector de 2 ml.
La transferencia se realiz6 en alicuotas de hasta 700 pl, seguidas de
centrifugacion a 10,000 g durante 1 minuto, repitiendo este procedimiento hasta

procesar la totalidad de la muestra. Durante esta etapa, el ADN fue fijado en la
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membrana de silice de la columna. Posteriormente, fueron afiadidos 300 pl
adicionales de Binding Buffer XP2 y la columna fue centrifugada durante un

minuto a velocidad maxima para favorecer la unién completa del ADN a la matriz.

Para el lavado de la columna fue necesario eliminar restos de agarosa, sales y
otras impurezas. Para ello, la columna fue sometida a dos lavados consecutivos
con 700 ul de Buffer de lavado SPW (previamente diluido con etanol al 100 %).
Después de cada lavado, la columna fue centrifugada durante un minuto a
velocidad maxima y el filtrado fue descartado. Una vez finalizados los lavados, la
columna vacia fue centrifugada durante 2 minutos a velocidad maxima para
garantizar la remocion de residuos de etanol que pudieran interferir con los pasos
posteriores. Después, la Mini Columna de ADN HiBind® fue colocada en un

nuevo microtubo de 1.5 ml.

La elucion del ADN purificado se realizé mediante la adicion de 30-50 pl de Buffer
de elucion sobre el centro de la membrana de la columna. Después de un periodo
de incubacion a temperatura ambiente durante dos minutos, la columna fue
centrifugada por un minuto a velocidad maxima, permitiendo la elucién del ADN

retenido. EI ADN purificado obtenido fue almacenado a -20 °C hasta su empleo.

La concentracion de ADN de los fragmentos purificados se verificé con el sistema
QuantiFluor® dsDNA System y se analizé con el equipo QuantusTM Fluorometer
de la marca Promega. Los productos amplificados con >30 ng/pl de
concentracion de ADN fueron enviados a la empresa Psomagen en Estados

Unidos para su secuenciacion.
6.2.5.4 Edicién y analisis de secuencias

Tras la obtencién de los ferogramas, el programa EditSeq/DNASTAR Lasergene
v.15 fue utilizado para editar las secuencias de nucleétidos y después fueron
comparadas con las secuencias que han sido reportadas en la plataforma
GenBank/NCBI con el programa NCBI/BLASTN para establecer la identidad de
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las secuencias. Posteriormente, se efectu6 el ensamblaje del genoma de cada

virus con las secuencias editadas.

Con el programa MegAlign Pro/DNASTAR Lasergene v.15 fueron realizados los
analisis filogenéticos. Para cada virus de estudio se realiz6 un alineamiento
multiple de secuencias reportadas en el GenBank y las obtenidas en este estudio.
A partir de estos alineamientos de secuencias se compararon las pares de bases
y usando el método de Kimura doble parametro fue posible establecer la

divergencia genética entre las secuencias(Kimura, 1980).

Partiendo de la matriz de divergencia genética, utilizando el método Neighbour-
Joining fue construido un dendrograma (Saitou y Nei, 1987), y para otorgarle un
soporte estadistico a las clados de secuencias en el dendrograma, fue realizado

un “Bootstrap” (Felsenstein, 1985) de mil repeticiones.
6.2.6 Metodologia para realizar el Objetivo 3

El objetivo 3 consisti6 en establecer las diferencias en las secuencias
aminoacidicas de cada una de las proteinas de los virus de estudio deducidas a
partir de las secuencias de nucledtidos. Posteriormente, se efectué un
alineamiento de dichas secuencias con el propdsito de detectar las sustituciones
de aminoacidos presentes en los diferentes genes de los virus de estudio. A
continuacion de describe detalladamente la metodologia para cumplir con este

objetivo.
6.2.6.1 Analisis de las secuencias de aminoacidos

Para cada una de las secuencias obtenidas, fueron determinadas las secuencias
de nucledtidos correspondientes para cada uno de los genes de los virus de
estudio. En el caso de CPV-2, se analizaron los genes NS1, NS2, VP1 y VP2,
para CBoV los genes NS1, NP1y VP2.

Una vez determinadas las secuencias nucleotidicas de cada gen, se efectu6 un

alineamiento de secuencias con el programa MegAlign Pro/DNASTAR Lasergene
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v.15, donde se emplearon las secuencias obtenidas en este trabajo y las
secuencias de referencia descargadas de la base de datos GenBank, con el
objetivo de identificar las mutaciones puntuales presentes en los diferentes genes
de los virus de estudio. Posteriormente, mediante el mismo programa, fueron
inferidas las secuencias de aminoacidos con base en las secuencias de
nucledtidos para determinar si las mutaciones puntuales identificadas

correspondieron a mutaciones con cambio de sentido.

Empleando el método de Kimura de doble parametro, fue determinada la
variacidén aminoacidica de las proteinas virales (Kimura, 1980) y, a partir de la
matriz de distancias aminoacidicas, fue construido un dendrograma empleando
el método Neighbour-Joining (Saitou y Nei, 1987). Para brindar soporte
estadistico a los clados de secuencias en el dendrograma, se efectué un analisis

de “Bootstrap” con mil repeticiones (Felsenstein, 1985).
6.2.7 Metodologia para realizar el Objetivo 4

El objetivo 4 consisti6 en establecer las diferencias en los patrones de
seroneutralizacion entre distintas cepas virales de CPV-2 con antisueros
producidos a partir de cepas vacunales. Para ello, se elaboraron antisueros
policlonales con cepas vacunales de CPV-2 en cabras. Para determinar los
patrones de seroneutralizacion, los antisueros fueron enfrentados contra
diferentes variantes de CPV-2 aisladas de pacientes con SDHA y GE,
especialmente aquellas que presentaron mutaciones en la proteina de la capside.
A continuacion se menciona detalladamente la metodologia para cumplir con este

objetivo.
6.2.7.1 Produccion de antisueros policlonales contra CPV-2

Para la produccion de antisueros policlonales contra CPV-2, se utilizaron dos
cabras hembras de raza indistinta, mayores a seis meses de edad y clinicamente

sanos. Las cabras se mantuvieron en el Centro de Exposiciones Agropecuarias
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del Campus de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Auténoma de Nuevo

Ledn en el periodo de marzo a mayo del 2024.

Previo a la inmunizacién, se les realizd6 un examen fisico a las cabras para
corroborar que se encontraran en buen estado de salud, posteriormente se
tomaron muestras sanguineas con el fin de confirmar la ausencia de anticuerpos

anti-CPV-2 y utilizar el suero obtenido como control negativo.

Cada animal fue inmunizado con una cepa vacunal distinta de CPV-2. Una cabra
se inmunizé con la cepa vacunal NL-35-D y la otra cabra con la cepa vacunal
Cornell. Las inmunizaciones se llevaron a cabo de la siguiente manera: Se
inocularon las cabras al dia 0 y al dia 15 con 2 ml de la cepa vacunal via
subcutdnea. Se tomaron muestras sanguineas a los 30 dias post inoculacion
para la obtencion de los antisueros policlonales. En la siguiente tabla se describe

el calendario de inmunizaciones.

Tabla 3. Calendario de inmunizaciones utilizado para la produccion de antisueros policlonales

Cepa

vacunal TCIDso/ml
de CPV-2

1. Toma de 1. Inoculacion 1. Toma de
muestra delavacunavia muestra

sanguinea. SC. sanguinea.
Cabra 1 NL-35-D  >1072 TCIDso
2. Inoculacién

de lavacunavia

SC.

1. Toma de 1. Inoculacion 1. Toma de
muestra delavacunavia muestra
sanguinea. SC. sanguinea.

Cabra 2 Cornell >1025 TCIDso
2. Inoculacion

de lavacunavia
SC.
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6.2.7.2 Conteo celular

Tanto para la titulacion viral como para las pruebas de seroneutralizacion fue
necesario contar con una cantidad definida de células, por lo que el conteo celular

fue realizado con la siguiente metodologia:

A una caja de cultivo de 25 cm? con células MDCK a una confluencia del 90-95
% se le retird y desechd el sobrenadante. Después, las células fueron lavadas
cuidadosamente en forma de cascada con 3 ml de medio DMEM con una pipeta
serologica de 5 ml y el sobrenadante fue descartado. A continuacion, se
afnadieron 2 ml al 0.25 % de Tripsina-EDTA (volumen suficiente para cubrir la
monocapa celular) y la caja fue incubada por 5 min. en una incubadora de COx.
Finalizada la incubacion, la caja de cultivo se agité suavemente para favorecer el
desprendimiento celular. Posteriormente, 3 ml de medio DMEM fueron anadidos
y las células se homogeneizaron mediante pipeteo con una pipeta seroldgica de
5 ml. La suspension de células se transfirié a un tubo de 15 ml y fue centrifugada
a temperatura ambiente por 5 minutos a 4000 g. Tras la centrifugacion, el
sobrenadante se desechd, preservando el pellet celular, el cual fue reconstituido
en 5 ml de medio DMEM mediante agitacion suave en un voértex. Para el conteo
celular, se preparé una mezcla de 90 pl al 0.4 % de Azul Tripano con 10 ul de la
suspension celular, obteniendo una dilucion 1:10. Posteriormente, se coloco un
portaobjetos sobre la cuadricula de una camara de Fuchs-Rosenthal, dejando el
espacio correspondiente entre el borde del portaobjetos y la camara. Se afiadio
una gota de la mezcla celular en el borde del portaobjetos, permitiendo que la
solucion cubriera la cuadricula por capilaridad. Utilizando un microscopio
invertido, se realizd el conteo de células en los cuatro cuadrantes mayores
dispuestos diagonalmente de la camara Fuchs-Rosenthal (Figura 11A). Se
contabilizaron todas las células viables y morfolégicamente integras presentes
dentro del cuadrante, asi como aquellas localizadas sobre las lineas del borde

izquierdo e inferior (Figura 11B).
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Figura 11. Cuadriculas de la caAmara Fuchs-Rosenthal. A. Campo de conteo de la camara de
Fuchs-Rosenthal, se utilizaron los 4 cuadrantes sombreados en amarillo. B. Cuadrante de camara

de conteo; @ No se contaron estas células, O Células que se tomaron en cuenta en el conteo.

Finalmente, para estimar la concentracion celular, fue utilizada la siguiente

férmula:
0 .
nx4xVx EVE = Células / ml

n X V x 1250 = Células /ml
Donde:
n = Suma de las células en los 4 cuadrantes
V = Factor de dilucion
6.2.7.3 Titulacién de los virus stock

Previo a las pruebas de seroneutralizacion, se calculé la dosis media infectiva en
cultivo celular (TCIDso) de las cepas aisladas de CPV-2 que se utilizaron. El

procedimiento fue de la siguiente manera:
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En una placa para cultivo de 96 pozos, fueron agregados 100 pl de medio DMEM
1X a todos los pocillos que se utilizaron (4 filas por muestra y 2 filas para control
celular). Después se afiadieron 25 pl de la muestra a titular en los pocillos A1,
B1, C1 y D1y 25 pl de medio DMEM 1X en los pocillos F1 y G1. Con una
micropipeta multicanal se tomaron 25 pl de los pocillos A1, B1, C1 y D1y se
pasaron a los pocillos A2, B2, C2 y D2, se homogenizé y fueron tomados 25 pl
para pasar a los pocillos A3, B3, C3 y D3 y asi sucesivamente hasta los pocillos
A12,B12, C12 y D12, esto para tener diluciones quintuples seriadas (Figura 12).
Se realiz6 lo mismo para los pocillos control. Por ultimo, se agregaron 100 ul de
una suspension celular al 1.25x10° en medio DMEM 1X enriquecido con
antibidtico/antimicético al 1 % y SFB al 10 % en todos los pocillos.
Posteriormente, la placa fue incubada de 3-7 dias a 37 °C con 5 % de CO:2 hasta

observarse el ECP.

Diluciones quintuples seriadas
51 52 53 54 55 56 5? 53 59 510 511 512

8 9 10 11 12

Muestra (x4) -

Control
celular (x2)

Figura 12. Representacion esquematica de una placa de cultivo celular de 96 pozos
utilizada en la titulacion viral. De color verde se muestran los pocillos utilizados para las
diluciones quintuples seriadas del virus a titular. Los pocillos utilizados para el control celular se

muestran en rosa.



La titulacion de los aislados, asi como la dosis infectiva se determind con la

férmula de Spearman-Karber de la siguiente manera:
Titulo = DR
Dosis = -log1o (DR) [log1o NDso] esto es [logio TCIDso]
Donde:
R = Suma del valor r + 0.5
r = valores de reaccion (Pozos con ECP / Numero de replicados por dilucion)
D = Factor de dilucion

Los resultados se dieron como el logaritmo decimal de la dosis infectiva al 50 por
ciento (log10TCIDso) (-log1o la dilucion mas alta del virus, con la cual se observa
ECP en el 50 % de los replicados).

6.2.7.4 Pruebas de seroneutralizacion

Los sueros de prueba y controles fueron descongelados a temperatura ambiente
y fueron mezclados empleando un vortex. Los virus utilizados en el procedimiento
se descongelaron y fueron diluidos para tener una concentracion final de 100

TCIDs0/50 pl en medio DMEM y se conservaron en hielo hasta su uso.

Se probd el potencial de neutralizacion de los sueros generados con cepas
homologas y heterdlogas. En una placa de 96 pocillos fueron afadidos 150 pl de
medio DMEM en los pocillos del A1-A4 hasta los pozos H1-H4; en los pocillos
restantes se colocaron 100 pl de medio DMEM. Se colocaron 50 ul del suero
positivo en los pocillos A5, A6, B5 y B6 y 50 ul de suero negativo en los pocillos
A7, A8, B7 y B8. El contenido de los pocillos del B5-B8 se mezcld y se tomaron
50 ul para depositar en los siguientes pocillos, se mezclaron nuevamente y asi
se procedio hasta los pocillos del H5-H8. Se desecharon los ultimos 50 ul de la

ultima linea de pocillos. Después, se colocaron 50 ul del suero de prueba #1 en
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los pocillos A9, A10, B9, B10 y 50 pl del suero de prueba #2 en los pocillos A11,
A12, B11 y B12. El contenido de los pocillos del B9-B12 se mezcl6 y se tomaron
50 pl para depositar en los siguientes pocillos, se mezclaron nuevamente y asi
se procedié hasta los pocillos del H9-H12. Se desecharon los ultimos 50 ul de la
ultima linea de pocillos. Posteriormente se colocaron 50 ul del virus a una
concentracion de 100 TCIDso/50 ul en los pocillos del B5-B12 hasta los pocillos
H5-H12, cuidando de no tocar los bordes de los pocillos con la puntilla. En los
pocillos del A1-A4 se colocaron 50 pl del virus a una concentracion de 100
TCIDs0/50 pl, se homogenizé perfectamente y 50 pl fueron tomados para
depositar en los siguientes pocillos, se mezclaron nuevamente y asi se procedio
hasta los pocillos del G1-G4. Se desecharon los ultimos 50 pl de la ultima linea
de pocillos. Los pocillos del H1-H4 se utilizaron como control celular. En la figura
13 se muestra la organizacion de la placa de 96 pocillos para la prueba de
seroneutralizaciéon. Antes de agregar las células indicadoras, la placa fue
incubada por 60 minutos a 37 °C en una incubadora de CO2. Por ultimo, se
agregaron a todos los pocillos 50 ul de células MDCK a una concentracion de
1.25x10° cel/ul en medio DMEM enriquecido con antibidtico/antimicotico al 1 % y
SFB al 10 % cuidando de no tocar los pocillos con la puntilla de la pipeta para
evitar contaminaciones. La placa fue incubada a 37 °C en una incubadora de CO2

por 3-7 dias.
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Titulacion del virus | Control de citotoxicidad del suero
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suero sueros
control +/- prueba

Figura 13. Representacion esquematica de una placa de cultivo celular de 96 pocillos
utilizada para las pruebas de seroneutralizacién. De color verde se muestran los pocillos
utilizados para la titulacion del virus stock. Los pocillos utilizados para el control celular se
muestran en rosa. De color azul se muestran los pocillos utilizados para el control de citotoxicidad
del suero. Los pocillos para las diluciones de los sueros control se muestran en color rojo. Los

pocillos para las diluciones de los sueros de prueba se muestran de color amarillo.

Las placas se revisaron en un microscopio invertido, en busca de la presencia de
ECP. La presencia de ECP se documenté como pocillo “positivo” y “negativo” en
la ausencia de ECP. El titulo, asi como la dosis de anticuerpos neutralizantes en

los sueros de prueba se realizaron con la formula utilizada por Spearman-Karber:
Titulo = DR

Dosis = -log1o (DR) [log1o NDso] esto es [log1o TCIDso]
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Donde:

R = Suma del valorr + 0.5

r = valores de reaccion (Pozos protegidos / Numero de replicados por dilucion)
D = Factor de dilucion

Los resultados de las pruebas de seroneutralizacién se dieron como el logaritmo
negativo de la dosis neutralizante al 50 por ciento (-log1oNDso) ( -log1o la dilucién
mas alta del suero, con la cual no se observa ECP en el 50 por ciento de los

replicados). Un titulo > 0.24 log1oNDso se tomé como neutralizante.
6.3 CONSIDERACIONES ETICAS Y DE BIOSEGURIDAD

Este proyecto fue revisado por el Comité de Bioética y Bienestar Animal de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, UANL, y fue aprobado con el
Dictamen 33/2022” con fecha de emision el 29 de abril de 2022 (Anexo 1).

Este proyecto fue revisado por el Comité de Bioseguridad e Higiene de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, UANL, y fue aprobado con el
dictamen ID CSBH: 075 con fecha de emision el 18 de mayo de 2022 (Anexo 2).
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7 RESULTADOS

7.1 RESULTADOS DEL OBJETIVO 1
7.1.1 Area de muestreo

Las clinicas veterinarias que desearon participar en la recolecta de muestras para
este proyecto se localizan en los municipios de Apodaca, General Escobedo,
Monterrey, San Nicolas de los Garza, Salinas Victoria, San Pedro y Santiago del
estado de Nuevo Ledn (Figura 14). Tras su recoleccién, fueron trasladadas de

inmediato a la FMVZ para su procesamiento.

NUEVO LEON

San Nicolas
de los Garza

San Pedro
Garza Garcia

COAHUILA

Figura 14. Localizacion geografica por municipio de las clinicas que participaron en la

recoleccion de muestras para el proyecto. Se observa un mapa de los municipios que
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constituyen la zona metropolitana de Monterrey, Nuevo Ledn, México. De color anaranjado se

muestran los municipios que participaron en el proyecto.

Ademas, se entregd a los clinicos una encuesta en la que debian registrar la
informacion de cada mascota, incluyendo su expediente clinico y registro de

vacunacion (Anexo 3).
7.1.2 Caracteristicas de las muestras analizadas

Se recolectaron 151 muestras clinicas que fueron clasificadas dependiendo la
signologia presentada en tres grupos: pacientes con sindrome de diarrea
hemorragica aguda (SDHA), pacientes con gastroenteritis no hemorragica (GE)
y pacientes sin signologia aparente (S/S). De las cuales 56 provenian de

pacientes con SDHA, 71 de pacientes con GE y 24 de pacientes S/S.

La extraccion de ADN de las muestras fue llevada a cabo para posteriormente
realizar un PCR de diagnéstico para los virus CCV, CBoV-2, CBoV-1y CPV-2.

De las 151 muestras clinicas analizadas, en 123 se detect6é al menos uno de los
virus de estudio, mientras que en 28 muestras no se identificé ninguno de ellos.
En el Anexo 4 se describen los datos de cada una de las muestras recolectadas

para este objetivo.

Se detectdé a CPV-2 en 113 muestras, de las cuales 83 fueron monoinfecciones
y 30 fueron coinfecciones con los otros virus de estudio. En la figura 15 puede
observarse la electroforesis de un PCR de diagnéstico para CPV-2, donde se

observan tres muestras positivas.
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Figura 15. Electroforesis de PCR de diagnéstico para CPV-2. Carril 1, Marcador de peso
molecular. Carril 2, control positivo. Carril 3, muestra 104 (-). Carril 4, muestra 105 (+). Carril 5,
muestra 106 (-). Carril 6, muestra 108 (+). Carril 7, muestra 109 (+). Carril 8, control negativo
(agua DEPC).

Se detecté a CBoV-1 en 22 muestras, de las cuales 5 fueron monoinfecciones y
17 coinfecciones. En la figura 16 puede observarse la electroforesis de un PCR

de diagndstico para CBoV-1, donde se observan cuatro muestras positivas.

500 pb
400 pb

=00 pb 253 pb

200 pb

Figura 16. Electroforesis de PCR de diagnéstico para CBoV-1. Carril 1, Marcador de peso
molecular. Carril 2, control positivo. Carril 3, muestra 22 (+). Carril 4, muestra 25 (+). Carril 5,

muestra 28 (+). Carril 6, muestra 30 (+). Carril 7, control negativo (agua DEPC).

También se detectdé a CBoV-2 en 15 muestras, de las cuales 3 fueron

monoinfecciones y 12 coinfecciones. En la figura 17 se puede observar la
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electroforesis de un PCR de diagnéstico para CBoV-2, donde se observan dos

muestras positivas.

400 pb
300 pb

200 pb 215 pb

100 pb

Figura 17. Electroforesis de PCR de diagnéstico para CBoV-2. Carril 1, Marcador de peso
molecular. Carril 2, control positivo. Carril 3, muestra 127 (+). Carril 4, muestra 128 (-). Carril 5,

muestra 129 (+). Carril 6, control negativo (agua DEPC).

Por otro lado, se detecté a CCV en 10 muestras donde todas fueron
coinfecciones. En la figura 18 puede observarse la electroforesis de un PCR de

diagndstico para CVV, donde se observan tres muestras positivas.

500 pb
400 pb

300 pb

393 pb

200 pb

Figura 18. Electroforesis de PCR de diagndstico para CCV. Carril 1, Marcador de peso
molecular. Carril 2, control positivo. Carril 3, muestra 17 (-). Carril 4, muestra 18 (+). Carril 5,

muestra 19 (+). Carril 6, muestra 20 (+). Carril 7, control negativo (agua DEPC).

Se detectaron un total de 91 monoinfecciones, de las cuales 83 fueron causadas
por CPV-2, cinco por CBoV-1 y tres por CBoV-2. Por otro lado, se presentaron

un total de 32 coinfecciones de dos o mas virus. En la siguiente tabla se resume
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la cantidad de muestras con monoinfecciones y coinfecciones, asi como su

clasificacion de acuerdo con la signologia observada.

Tabla 4. Monoinfecciones y coinfecciones presentadas en las muestras clinicas

Monoinfecciones / Coinfecciones

Monoinfecciones:

CPV-2 33 49 1
CBoV-1 0 2 3
CBoV-2 0 1 2

Coinfecciones (2 virus):

CPV-2, CBoV-1 6 6 0
CPV-2, CBoV-2 3 4 0
CPV-2, CCV 6 1 0
CBoV-1, CBoV-2 1 0 0

Coinfecciones (3 virus):

CPV-2, CBoV-1, CCV 1 0 0
CPV-2, CBoV-2, CCV 1 0 0
CPV-2, CBoV1, CBoV-2 1 1 0

Coinfecciones (4 virus):

CPV-2, CBoV1, CBoV-2, CCV 1 0 0
Negativos 3 7 18
TOTAL 56 71 24

7.1.3 Patrones de polimorfismo de CPV detectado por PCR-RFLP

Se estableciéo en 56 de las 113 muestras positivas a CPV-2 los patrones de
polimorfismo en la proteina VP2 usando la endonucleasa Mbo Il. De estas, 55

muestras presentaron un patron compatible con el subtipo CPV-2c (Figura 19),
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mientras que una muestra mostré un patron compatible con el subtipo CPV-2b.
En la tabla 5 se describe la cantidad de muestras que se obtuvieron con los

diferentes patrones de corte de polimorfismo.

1 2 3 4
1000 pb 1035 pb
800 pb
600 pb
500 pb 451 pb
400 pb
300 pb 293 pb

Figura 19. Electroforesis de PCR-RFLP de un fragmento del gen VP2 de 1779 pb. Se muestra
el patrén de corte de 1035/451/293 en los carriles 2, 3, y 4. Carril 1, Marcador de peso molecular.

Carril 2, muestra 42. Carril 3, muestra 94. Carril 4, muestra 151.

Tabla 5. Patrones de polimorfismo de un segmento de ADN de la proteina VP2 de cepas de CPV-2
obtenidas por PCR-RFLP

Subtipo/Patrén de corte, tamano de

fragmento obtenido con Mbo-ll CauiiEe
CPV-2 (293/507/979) 0
CPV-2b (78/215/507/979) 1
CPV-2c (293/451/1035) 28
CPV-2c (78/215/451/1035) 10
CPV-2c (56/293/451/979) 11
CPV-2c (56/78/215/451/979) 6
TOTAL 56
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7.1.4 Aislamiento viral

Para llevar a cabo el aislamiento viral, fueron utilizadas 51 muestras positivas a
los virus de estudio de las cuales 31 provenian de pacientes con SDHA, 14 de

pacientes con GE y seis de pacientes S/S.

Se realizé con éxito el aislamiento de CPV-2 de 32 muestras, 23 muestras de
pacientes con SDHA, en ocho de pacientes con GE y en una muestra de un

paciente sin signologia.

El efecto citopatico (ECP) causado por CPV-2 se caracteriz6 por la lisis celular,
cambios morfoldgicos como el redondeamiento de las células y la formacion de
sincitios, asi como también el desprendimiento de la monocapa (Figura 20), los

cuales se observaron entre los dias 4 y 5 posteriores a la inoculacion.

Figura 20. Células MDCK control e infectadas por CPV-2. A. Células MDCK sin infectar a una
confluencia de 90 %. B. Efecto citopatico (ECP) en células MDCK infectadas con CPV-2, se

sefiala con una flecha el ECP observado en la monocapa al dia 4 después de la inoculacion.

De igual manera, se realizd con éxito el aislamiento de CBoV-1 de una muestra

que provenia de un paciente con SDHA.
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El ECP causado por CBoV-1, al igual que con CPV-2, se caracterizd por la lisis
celular, células redondeadas, la formacién de sincitios y el desprendimiento de la

monocapa (Figura 21), visibles a partir del dia 5 de la inoculacion.

Figura 21. Células MDCK control e infectadas por CBoV-1. A. Células MDCK sin infectar a
una confluencia de 95 %. B. Efecto citopatico (ECP) en células MDCK infectadas con CBoV-1,

se sefala con una flecha el ECP observado en la monocapa al dia 5 de la inoculacién.

A pesar de que la presencia de CBoV-2 y CCV fue confirmada mediante PCR en
las muestras, no se logré el aislamiento de ninguno de estos virus, ya que en
ninguno de ambos casos se logré confirmar su replicacion por PCR en los

sobrenadantes después del cultivo.

A cada uno de los aislados obtenidos se le asigno la denominacion MX-ABM,

seguida del numero correspondiente a la muestra de origen.
7.2 RESULTADOS DEL OBJETIVO 2
7.21 Diseio de oligonucleétidos

Mediante el programa MegAlign Pro/DNASTAR Lasergene v.15 fueron alineadas
34 secuencias completas de CPV-2 obtenidas del GenBank, que se utilizaron
para disenar cuatro pares de oligonucleétidos que en conjunto amplifican el

genoma completo de CPV-2. En base al alineamiento, se seleccionaron las zonas

S7



mas conservadas del genoma y utilizando la cepa MX-ZAP-149-2015 con numero
de acceso MT448702 se diseharon los oligonucledtidos con el programa
NCBI/Primer-BLAST. Las secuencias de los oligonucledtidos, asi como también

sus especificaciones pueden consultarse en la tabla 6.

Para obtener la secuencia completa de CBoV-1 fueron disefiados cuatro pares
de oligonucledtidos a partir de un alineamiento de nueve secuencias completas
de CBoV-1 reportadas en el GenBank, la posicion de los oligonucleétidos
disefados fue basada en la secuencia de CBoV-1 con numero de acceso
NC_004442. Las especificaciones de los oligonucleotidos para CBoV-1 pueden

observarse en la tabla 7.

Para obtener la secuencia completa de CBoV-2 fueron disefiados cuatro pares
de oligonucleodtidos a partir de un alineamiento de nueve secuencias completas
de CBoV-2 reportadas en el GenBank, los oligonucleétidos para amplificar el
genoma de CBoV-2 se basaron en la cepa Con-161 con numero de acceso
JN648103. En la tabla 8 pueden consultarse las especificaciones de los

oligonucledtidos para CBoV-2.

Fueron disefiados tres pares de oligonucleétidos para amplificar el genoma de
CCV, seleccionados a partir de un alineamiento de 23 secuencias completas de
CCV reportadas en el GenBank, la posicion de los oligonucleétidos fue basada
en la secuencia con numero de acceso JQ821392. En la tabla 9 se encuentran
descritas las secuencias de los oligonucleétidos, asi como también sus

especificaciones.
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Tabla 6. Oligonucleétidos para la amplificacion del genoma de CPV-2

Nombre Secuencia (5’- 3%) Tamafno (nt) Tm (°C) Producto (pb)
CPV/1-72/FWD ACGGCAGTCACACGTCATAC 20 60.39
CPV/1-1233/REV CACCTCCTGGTTGTGCCATC 20 60.96 ez
CPV/2-1060/FWD AAACCACAGTGACGACAGCA 20 60.11
CPV/2-2469/REV CGGCGTCAGAAGGGTTAGTT 20 60.04 o
CPV/3-2172/FWD CACAAAGACGTGCAAGCGAG 20 60.38
CPV/3-3472/REV GGTGTGCCACTAGTTCCAGTATG 23 60.93 b
CPV/4-3248/FWD ATCTGCTACTCAGCCACCAAC 21 60.07
CPV/4-4953/REV TTGATTAAGCAGAGCAACCAACC 23 59.74 170
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Tabla 7. Oligonucleétidos para la amplificacion del genoma de CBoV-1

Secuencia (5°-3) Tamano (nt) Tm (°C) Producto (pb)
CBoV1/1-25/FWD TGGAGGACGGAAGTGTGATTC 21 59.72
CBoV1/1-1266/REV CGGCGCACCCATTTACAAG 19 59.86 1242
CBoV1/2-1117/FWD TGCCTAAGGTACCTGAATCTTCTTG 25 60.34
CBoV1/2-2524/REV TGGAGGACGATTGGTTCCTG 20 59.39 o8
CBoV1/3-2157/FWD ACAGGTGAGATCCTTAATCACAATG 25 58.88
CBoV1/3-3662/REV TGAGACGTTGCCAGTCTTGT 20 59.54 1508
CBoV1/4-3507/FWD CACGACAGTGGTATGCACCT 20 60.04
CBoV1/4-5095/REV AAACACACCCAGTGGTGACG 20 60.75 1599
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Tabla 8. Oligonucleétidos para la amplificacion del genoma de CBoV-2

Nombre Secuencia (5-3") Tamaiio (nt) Tm (°C) Producto (pb)
CBoV2/1-101/FWD ATTGCGCTGTCTTGTGGTTG 20 59.69
CBoV2/1-1397/REV GTGAACCATCTGAAGCAAGGTC 22 59.51 hd
CBoV2/2-1273/FWD GCTGCGAAAAGAATCACTTGC 21 59.02
CBoV2/2-2658/REV AGACCTCCATCGGAGTCGTC 20 60.75 1950
CBoV2/3-2535/FWD CTTCAGAGTGGGGAGAGATGC 21 59.86
CBoV2/3-4058/REV TTCGTCAGGTCAGCCTGTAG 20 59.11 102
CBoV2/4-3933/FWD TGACGGGAGCCATCAGTTTC 20 60.04
CBoV2/4-5338/REV GGTAGCTTAGTTATGTGACGAGCA 24 60.44 10
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Tabla 9. Oligonucleétidos para la amplificacion del genoma de CCV

Nombre Secuencia (5°-3) Tamaio (nt) Producto (pb)
CCV/1-32/FWD GAGATAGCCGGCGAGGTAAC 20 60.04
CCV/1-1103/REV CAAACGCCATTCAGTGTCACG 21 60.66 o2
CCV/2-1016/FWD AGGGCGTTTACCTGTTCACC 20 60.25
CCV/2-2047/REV TGTGCTGTGTCTGTGACGAG 20 60.25 1052
CCV-FWD CCGTCAAGATCAAGTGCTGTTC 22 59.84
CCV-REV AACCTCCACTTCCGTCTTCC 20 59.31 200
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7.2.2 Amplificaciéon y secuenciacién del genoma completo de CPV-2

Fue estandarizada la reaccion de PCR para la amplificacion del genoma de CPV-
2 con las siguientes condiciones: un ciclo de desnaturalizacion inicial (95 °C por
5 min); 40 ciclos de tres temperaturas, una desnaturalizacion (95 °C por 30 seg),
un alineamiento (60 °C por 30 seg) y una extension (72 °C por 30 seg); y un ciclo

de extension final (72 °C por 10 min).

Con el protocolo anterior fue posible obtener los fragmentos de 1162 pb, 1410
pb, 1301 pb y 1706 pb para CPV-2. En la figura 22 puede observarse la posicion
de los amplicones en el genoma y la electroforesis de los fragmentos amplificados
por PCR.

A
Oligonucleétidos para CPV-2
5.2 kb
s — - T, - -
! 62bp o -
1410 bp > &
1301 bp
1706 bp
B 1 2 4 6 8
1500 bp
1000 bp

800 bp

600 bp
500 bp

Figura 22. Amplificacion del genoma completo de CPV-2. A. Esquema del genoma completo
de CPV. Se muestra con lineas de doble flecha la posicién de los amplicones esperados en el
genoma. B. Electroforesis de PCR para el genoma completo de CPV-2 del aislado MX-ABMS.
Carril 1, Marcador de peso molecular. Carril 2, fragmento de 1162 pb. Carril 4, fragmento de 1410

pb. Carril 6, fragmento de 1301 pb. Carril 8, fragmento de 1706 pb.
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Se seleccionaron diez aislados de CPV-2 para secuenciar su genoma completo
(MX-ABM4, MX-ABM8, MX-ABM15, MX-ABM19, MX-ABM24, MX-ABM37, MX-
ABM55, MX-ABM56, MX-ABM69 y MX-ABM151), de los cuales seis
correspondieron a casos de GE y cuatro de SDHA. La seleccion fue realizada
considerando tanto la manifestacion clinica observada como los distintos
patrones de polimorfismo detectados en el gen VP2 mediante PCR-RFLP (Tabla
10).

Los fragmentos amplificados de 1162 pb, 1410 pb, 1301 pb y 1706 pb
correspondientes a cada uno de los diez aislados de CPV-2 fueron enviados a
secuenciacion a la empresa Psomagen. Tras el ensamblaje de las secuencias
obtenidas, se generaron diez secuencias completas del genoma de CPV-2. A
partir de las secuencias se identificaron los genes que codifican para las
proteinas NS1 (2007 pb), NS2 (498 pb), VP1 (2184 pb) y VP2 (1755 pb). Las
secuencias completas de CPV-2 fueron depositadas en la base de datos
GenBank. En la tabla 10 se puede consultar los numeros de acceso al GenBank

de cada uno de los aislados.

Tabla 10. Especificaciones de las secuencias de CPV-2 obtenidas en este estudio

Ai 7 Signologia P_atrén_de Longitud ATIE 3
islado Huésped polimorfismo acceso
presentada ™" pr) p) « (pb) GenBank
MX-ABM4 Canino GE 4 4431 PQ683615
MX-ABM15 Canino GE 1 4439 PQ683617
MX-ABM24 Canino GE 2 4439 PX096633
MX-ABM37 Canino GE 3 4609 PQ683619
MX-ABM55 Coyote GE 3 4465 PQ065988
MX-ABM56 Coyote GE 3 4469 PQ065989
MX-ABM8 Canino SDHA 1 4368 PQ683616
MX-ABM19 Canino SDHA 3 4370 PQ683618
MX-ABM69 Canino SDHA 2 4368 PQ683620
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MX-ABM151 Canino SDHA 1 4608 PQ683621

* Los numeros representan el patrén de polimorfismo obtenido de acuerdo con la figura 9 del

presente trabajo.

7.2.3 Amplificaciéon y secuenciacién del genoma completo de CBoV-1

Para amplificar el genoma completo de CBoV-1 fue utilizado el mismo protocolo

de PCR que para CPV-2 mencionado anteriormente.

Se obtuvieron los fragmentos de 1242 pb, 1408 pb, 1506 pb y 1589 pb para
CBoV-1. La electroforesis de los fragmentos obtenidos y su posicion en el

genoma de CBoV-1 puede observarse en la figura 23.

Oligonucleétidos para CBoV-1
5.2 kb
5 NS1/NS2 NP1 VP1/VP2 3
h 1242bp i
1408 bp & &
1506 bp
1589 bp

1500 bp
1000 bp
700 bp

500 bp

Figura 23. Amplificaciéon del genoma completo de CBoV-1. A. Esquema del genoma completo
de CBoV1. Se muestra con lineas de doble flecha la posicion de los amplicones esperados en el
genoma. B. Electroforesis de PCR para el genoma completo de CBoV-1 del aislado MX-ABM30.
Carril 1, Marcador de peso molecular. Carril 2, fragmento de 1242 pb. Carril 4, fragmento de 1408
pb. Carril 6, fragmento de 1506 pb. Carril 8, fragmento de 1589 pb.
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Se secuencio el aislado MX-ABM30, positivo a CBoV-1, de un paciente con
SDHA. Se mandaron los fragmentos amplificados de 1242 pb, 1408 pb, 1424 pb
y 1589 pb para su secuenciacidon a la empresa Psomagen. Después de
ensamblar las secuencias obtenidas, se establecié una secuencia completa de
CBoV-1 de 4973 pb en donde se identificaron los genes de las proteinas NS1
(2322 pb), NP1 (558 pb), VP1 (2109 pb) y VP2 (1713 pb). Esta secuencia se
encuentra disponible en la base de datos del GenBank con el nimero de acceso
PQ683622.

En el caso de los virus CBoV-2 y CCV, no fue posible estandarizar el PCR para
la amplificacién del genoma completo, ya que los oligonucleétidos disefiados no
lograron amplificar los fragmentos correspondientes del genoma en los diferentes

ensayos de PCR realizados.
7.2.4 Analisis filogenético de CPV-2

Utilizando el programa MegAlign Pro/DNASTAR Lasergene v.15 se alinearon 60
secuencias del genoma completo de CPV-2, de diferentes paises y aisladas de
diferentes especies, incluidas las secuencias de los aislados MX-ABM4, MX-
ABM8, MX-ABM15, MX-ABM19, MX-ABM24, MX-ABM37, MX-ABM55, MX-
ABM56, MX-ABM69 y MX-ABM151, ademas, se incluyé la cepa vacunal NL-35-
D y como grupo externo se utilizaron las secuencias del virus de enteritis del mink
(MEV) y el virus de panleucopenia felina (FPV). En el Anexo 5 se describen las

especificaciones de las secuencias genéticas obtenidas del GenBank.

Se determind que los aislados del presente trabajo presentaron una similitud del
98.6 al 99.7 % frente a las demas secuencias reportadas en el GenBank y una
divergencia genética del 0.3 al 1.4 %, que equivale a una variacion de hasta 60

pb entre las secuencias.

Con los datos obtenidos a partir del alineamiento se construyd un dendrograma
(Figura 24), donde se identifican tres clados principales, a pesar de la alta

similitud entre las secuencias analizadas. En uno de los clados predominan
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secuencias provenientes de Sudamérica, otro clado esta conformado
exclusivamente por secuencias de México y Estados Unidos, mientras que el

tercer clado incluye principalmente secuencias del continente asiatico.

Las secuencias obtenidas en el presente estudio se distribuyeron en dos clados
distintos. Los aislados MX-ABM4, MX-ABM37 y MX-ABM19 se agruparon en un
clado con una amplia diversidad geografica. Estos aislados mostraron una
relacion genética cercana con secuencias de Estados Unidos, sin embargo, en
el clado también se incluyen secuencias reportadas en Ecuador, Argentina,
Brasil, Peru y Uruguay.

Por otro lado, los aislados MX-ABM55, MX-ABM56, MX-ABM15, MX-ABM151,
MX-ABM8, MX-ABM69 y MX-ABM24 se agruparon en el clado conformado
unicamente por secuencias de México y Estados Unidos, indicando una mayor

cercania genética con cepas circulantes de la region.

Finalmente, los aislados MX-ABM55 y MX-ABM56, provenientes de coyotes,
presentaron una relacion genética cercana con los aislados MX-ABM15, MX-
ABM151, MX-ABM8, MX-ABM69 y MX-ABM24.
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Figura 24. Dendrograma generado con el genoma completo de CPV-2. Con el programa
MegaAlign/DNASTAR v.15 y utilizando el algoritmo Clustal W, se llevd a cabo un alineamiento
multiple de secuencias nucleotidicas completas de CPV-2. La divergencia genética fue
determinada empleando el método Kimura 2-Parametros (Kimura, 1980), el dendrograma fue
elaborado con el método Neighbour-Joing (Saitou y Nei, 1987). La robustez estadistica de los
resultados se determind utilizando un analisis “Bootstrap” de mil repeticiones (Felsenstein, 1985).
Las secuencias del presente trabajo estan marcadas con color rojo. Solo se muestran los valores
de Bootstrap >70.

7.2.5 Anadlisis filogenéticos de CBoV-1

De igual manera, con el programa MegAlign Pro/DNASTAR Lasergene v.15 se
alinearon 18 secuencias del genoma completo de CBoV-1, incluida la secuencia
del aislado MX-ABM30, 6 secuencias del genoma completo de CBoV-2 y una

secuencia del genoma completo de CBoV-3. En el Anexo 7 se describen las
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especificaciones de las secuencias de CBoV-1, CBoV-2 y CBoV-3 obtenidas del
GenBank.

Se determind que el aislado MX-ABM30 presentd una similitud del 87.3 al 98.1%
frente a las demas secuencias de CBoV-1 y una divergencia genética del 1.9 al
14%, que equivale a una variacién de hasta 646 pb entre las secuencias. Por otro
lado, el aislado MX-ABM30 presentdé una similitud del 62 % frente a las
secuencias de CBoV-2, con una divergencia genética de 55 % y una similitud de

59 % frente a la secuencia de CBoV-3, con una divergencia genética de 58 %.

Con los datos obtenidos a partir del alineamiento se construyé un dendrograma
(Figura 25) en el cual se observa una agrupacion de las secuencias por subtipo,

identificandose tres clados correspondientes a CBoV-1, CBoV-2 y CBoV-3.

El aislado MX-ABM30 se agrup6 dentro del clado de CBoV-1, revelando una
estrecha relacion genética con aislados de Estados Unidos y Portugal con un 98
% de similitud, asi como también con aislados de Japon e ltalia con 97 % de

similitud.
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Figura 25. Dendrograma generado con el genoma completo de CBoV. Con el programa
MegaAlign/DNASTAR v.15 y utilizando el algoritmo Clustal W, se llevé a cabo un alineamiento
multiple de secuencias nucleotidicas completas de CBoV-1, CBoV-2 y CBoV-3. La divergencia
genética fue determinada empleando el método Kimura 2-Parametros (Kimura, 1980), el
dendrograma fue elaborado con el método Neighbour-Joing (Saitou y Nei, 1987). La robustez
estadistica de los resultados se determiné utilizando un analisis “Bootstrap” de mil repeticiones
(Felsenstein, 1985). Las secuencia del aislado MX-ABM30 esta marcada con color rojo. Solo se

muestran los valores de Bootstrap >80.

7.3 RESULTADOS DEL OBJETIVO 3
7.3.1 Analisis de las secuencias de aminoacidos de CPV-2

Mediante el programa MegAlign Pro/DNASTAR Lasergene v.15, fue realizado un
alineamiento de secuencias nucleotidicas correspondientes a los genes
completos de NS1 y NS2 de CPV-2, obtenidas de las secuencias completas de
CPV-2 previamente reportadas en GenBank, junto con las secuencias de los
aislados MX-ABM4, MX-ABM8, MX-ABM15, MX-ABM19, MX-ABM24, MX-
ABM37, MX-ABM55, MX-ABM56, MX-ABM69 y MX-ABM151. A partir de este
analisis, se identificaron un total de 31 mutaciones puntuales en el gen NS1 y

siete mutaciones puntuales en el gen NS2.
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Posteriormente, con base en las secuencias nucleotidicas de los aislados del
presente trabajo, se determinaron las secuencias aminoacidicas de las proteinas
NS1 (669 aa) y NS2 (166 aa).

De las 31 mutaciones puntuales identificadas en el gen NS1, nueve
correspondieron a mutaciones con cambio de sentido: N351K, L354V, R369K,
E530K, G573S, V596A, L597P, D603G y E621K. La sustitucion R369K se detecto
unicamente en un aislado proveniente de un paciente con SDHA. Por su parte,
las sustituciones L354V, G573S y E621K se identificaron exclusivamente en
aislados de pacientes con GE, mientras que las sustituciones N351K, E530K,
V596A, L597P y D603G estuvieron presentes en aislados de pacientes con
SDHA y GE (Figura 26).

Adicionalmente, las sustituciones N351K, E530K, G573S, L597P, D603G y
E621K se clasificaron como no conservativas, dado que implican un cambio de
aminoacidos con propiedades fisicoquimicas distintas. En la tabla 11 se describe
de forma resumida el alineamiento de las secuencias de aminoacidos del gen
NS1, donde los aislados del presente trabajo estan sombreados y las

sustituciones que presentaron se muestran en rojo.

T-1053-A
C-1060-G
G-1106-A
G-1588-A
G-1717-A
T-1787-C
T-1790-C
A-1808-G
G-1861-A

2007nt

m_—u.—

669aa

L-351-K
L-354-V
R-369-K
E-530-K
G-573-S
V-596-A
L-597-P
D-603-G
E-621-K

soHA @ e @ SDHA/GE

Figura 26. Mutaciones identificadas en el gen NS1 de CPV-2 de los aislados del presente
estudio. En la parte superior se senala la posicion del nucleétido correspondiente a la mutacion,
mientras que en la parte inferior se indica la sustitucion del aminoacido asociada. De color rojo

se muestran las sustituciones identificadas en los aislados con SDHA, de color verde las
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sustituciones identificadas en los aislados con GE y en color amarillo las sustituciones

identificadas tanto en aislados con SDHA y GE.

Por otro lado, de las siete mutaciones puntuales identificadas en el gen NS2,
cuatro correspondieron a mutaciones con cambio de sentido: T94A, S109F,
R130K y T135A. La sustitucion T135A se detectd unicamente en un aislado de
un paciente con SDHA, las sustituciones S109F y R130K se identificaron en
aislados de pacientes con GE, mientras que la sustitucion T94A estuvo presente

en aislados de pacientes con SDHA y GE (Figura 27).

Asimismo, las sustituciones T94A, S109F y T135A correspondieron a cambios no
conservativos. La comparaciéon de las secuencias de aminoacidos del gen NS2
puede consultarse en la tabla 12, donde los aislados del presente trabajo estan

sombreados y las sustituciones que presentaron se muestran en rojo.

5 (o131 ] ORF2 3

¢ K <0

§§ 88
int 261nt 26Int < © O« 498nt
- T — - -
1aa 87aa 88aa 166aa

R-130-K

T-94-A
S$-109-F
T-135-A

soHA @ e @ SDHA/GE

Figura 27. Mutaciones identificadas en el gen NS2 de CPV-2 de los aislados del presente
estudio. En la parte superior se senala la posicién del nucleétido correspondiente a la mutacion,
mientras que en la parte inferior se indica la sustitucion del aminoacido asociada. De color rojo
se muestran las sustituciones identificadas en los aislados con SDHA, de color verde las
sustituciones identificadas en los aislados con GE y en color amarillo las sustituciones

identificadas tanto en aislados con SDHA y GE.
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Tabla 11. Cambios de aminoacidos en la proteina NS1 de CPV-2

Numero Sustituciones de aminoacidos
de acceso Pais Huésped Subtipo

GenBank

OR528749 Argentina Canino  CPV-2b
KY073269 Brasil Canino CPV-2c
MF423125 Canada Coyote  CPV-2a
MF423124  Canada Coyote  CPV-2b
OR528745 Ecuador Canino CPV-2a
MT448702 México Canino CPV-2c
MT448706 México Canino CPV-2c
MT448703 México Canino CPV-2c
MT448704 México Canino CPV-2c
MT448705 México Canino CPV-2c
PQ683615 México Canino CPV-2c
PQ683616 Meéxico Canino CPV-2c
PQ683617 México Canino CPV-2c
PQ683618 Meéxico Canino CPV-2c
PX096633 México Canino CPV-2c
PQ683619 Meéxico Canino CPV-2c
PQ065988 México Coyote CPV-2c
PQ065989 México Coyote CPV-2c
PQ683620 México Canino CPV-2c
PQ683621 México Canino CPV-2c
OR528750 Peru Canino CPV-2b
MN451677 EUA Canino  CPV-2b
MZ647470 EUA Canino  CPV-2a
0Q266793 EUA Canino CPV-2c
OR528753  Uruguay Canino CPV-2a
MW650832 China NA Vacunal

N-351-K  L-354-V  R-369-K E-530-K G-573-S  V-596-A L-597-P D-603-G  E-621-K
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AXVXVDOVXVOODONNNLOOXAOVAOO0NOO0N0XN00D
MMXAXMMMAXAAAMAXMAAMXXMXAXXXAXMMMMM
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Tabla 12. Cambios de aminoacidos en la proteina NS2 de CPV-2

Numero de Sustituciones de aminoacidos
acceso Pais

GenBank

Huésped Subtipo

T-94-A S-109-F R-130-K T-135-A

OR528749 Argentina Canino CPV-2b A S R T
KY073269 Brasil Canino CPV-2c A S R T
MF423125 Canada Coyote CPV-2a A S R T
MF423124 Canada Coyote CPV-2b T S R T
OR528745 Ecuador Canino CPV-2a A S R T
MT448702 México Canino CPV-2c T S R T
MT448706 México Canino CPV-2¢c T S R T
MT448703 México Canino CPV-2c T S R T
MT448704 México Canino CPV-2¢c A S R T
MT448705 México Canino CPV-2¢c T S R T
PQ683615 México Canino CPV-2c A S K T
PQ683616 México Canino CPV-2c T S R T
PQ683617 México Canino CPV-2c T S R T
PQ683618 México Canino CPV-2¢c A S R A
PX096633 México Canino CPV-2¢c T S R T
PQ683619 México Canino CPV-2¢c A S R T
PQ065988 México Coyote CPV-2c T F R T
PQ065989 México Coyote CPV-2c T F R T
PQ683620 México Canino CPV-2¢c T S R T
PQ683621 México Canino CPV-2¢c T S R T
OR528750 Peru Canino CPV-2b A S R T
MN451677 EUA Canino CPV-2b T S R T
MZ647470 EUA Canino CPV-2a T S R T
0Q266793 EUA Canino CPV-2¢c T S R T
OR528753 Uruguay Canino CPV-2a T S R T
MW650832 China NA Vacunal T S R T

74



Adicionalmente, se llevé a cabo un alineamiento de secuencias nucleotidicas
correspondientes a los genes completos de VP1 y VP2 de CPV-2, obtenidas de
las secuencias completas de CPV-2 previamente reportadas en GenBank, junto
con las secuencias de los aislados MX-ABM4, MX-ABM8, MX-ABM15, MX-
ABM19, MX-ABM24, MX-ABM37, MX-ABM55, MX-ABM56, MX-ABM69 y MX-
ABM151, ademas, se incluyeron secuencias parciales de VP2 reportadas
previamente en el GenBank. En el Anexo 6 se describen las especificaciones de

las secuencias parciales de VP2 obtenidas del GenBank.

A partir de este analisis, se identificaron un total de 45 mutaciones puntuales en
los genes VP1 y VP2 en los aislados del presente trabajo. Posteriormente, con
base en las secuencias nucleotidicas de los aislados, se determinaron las

secuencias aminoacidicas de la proteina VP1 (728 aa) y VP2 (585 aa).

De las 45 mutaciones puntuales identificadas en el gen VP2, seis
correspondieron a mutaciones con cambio de sentido, que dieron lugar a las
sustituciones N56D, V139I, T170l, T245P, D426E y T440A. La sustitucion T245P
se detectd unicamente en un aislado proveniente de un paciente con SDHA, la
sustitucién T170I1 se identificd exclusivamente en un aislado de un paciente con
GE, mientras que las sustituciones N56D, V139I, D426E y T440A estuvieron
presentes en aislados de pacientes con SDHA y GE (Figura 28). El gen VP1
presento las mismas sustituciones que el gen VP2.

Adicionalmente, las sustituciones N56D, T170l, T245P y T440A se clasificaron
como no conservativas. En la tabla 13 se presenta de manera resumida el
alineamiento de las secuencias aminoacidicas de VP2, en el que los aislados del
presente estudio se muestran sombreados y las sustituciones de aminoacidos se

indican en rojo.
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Figura 28. Mutaciones identificadas en el gen VP2 de CPV-2 de los aislados del presente
estudio. En la parte superior se sefiala la posicidon del nucleétido correspondiente a la mutacién,
mientras que en la parte inferior se indica la sustitucion del aminoacido asociada. De color rojo
se muestran las sustituciones identificadas en los aislados con SDHA, de color verde las
sustituciones identificadas en los aislados con GE y en color amarillo las sustituciones
identificadas tanto en aislados con SDHA y GE.
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Tabla 13. Cambios de aminoacidos en la proteina VP2 de CPV-2

Numero de Sustituciones de aminoacidos

acceso Pais/Estado

Huésped Subtipo

GenBank

OR528749 Argentina Canino CPV-2b N V T T D T
KY073269 Brasil Canino CPV-2c N \Y T T E T
MF423125 Canada Coyote CPV-2a N \ T T N T
MF423124 Canada Coyote CPV-2b N V T T D T
OR528745 Ecuador Canino CPV-2a N \Y T T E T
MT448702 México/GdlI Canino CPV-2c N \% T T E A
MT448706 México/GdlI Canino CPV-2c N V T T E T
MT448703 México/GdI Canino CPV-2c N \Y T T E A
MT448704 México/GdI Canino CPV-2c N \Y T T E T
MT448705 México/GdI Canino CPV-2c N \ T T E A
KY818846 México/Ags Canino CPV-2c N \ T T E A
KY818850 México/BCN Canino CPV-2c D \Y T T E A
KY818853 México/BCN Canino CPV-2b N \ T T D T
KY818859 México/Gto Canino CPV-2c D \ T T E T
KY818860 México/Gto Canino CPV-2c N \Y T T E A
KY818864 México/Hgo Canino CPV-2c D \% T T E T
KY818868 México/Hgo Canino CPV-2c N \ T T E A
KY818854  México/EdoMex Canino CPV-2c N \Y T T E T
KY818855 México/EdoMex Canino CPV-2c N \ T T E A
KY818857 México/EdoMex Canino CPV-2c D \Y T T E T
KY818869 México/Mich Canino CPV-2c N \Y T T E A
KY818874 México/Mor Canino CPV-2c N \Y T T E T
KY818877 México/Mor Canino CPV-2c D V T T E T
KY818879 México/Nay Canino CPV-2c D V T T E T
KY818881 México/Nay Canino CPV-2c N \Y T T E T
KY818883 México/Nay Canino CPV-2c N \% T T E A
KY818884 México/Pue Canino CPV-2c N V T T E T
KY818885 México/Pue Canino CPV-2c N \Y T T E A
KY818886 México/Qro Canino CPV-2c N \% T T E A

N-56-D

V-139-I

T-170-1

T-245-P

D-426-E

T-440-A
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KY818887
KY818889
KY818890
KY818891
KY818894
KY818895
KY921600
KY921601
KY921602
KY921603
KY921604
KY921605
KY921606
KY921607
MH480646
MH480647
PQ683615
PQ683616
PQ683617
PQ683618
PX096633
PQ683619
PQ065988
PQ065989
PQ683620
PQ683621
OR528750
MN451677
MZ647470
0Q266793
OR528753
MW650832

México/Qro
México/Son
México/Tam
México/Tam
México/Tam
México/Yuc
México/NL
México/NL
México/NL
México/NL
México/NL
México/NL
México/NL
México/NL
México/NL
México/NL
México/NL
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México/NL
México/NL
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México/NL
México/NL
Peru
EUA
EUA
EUA
Uruguay
China

Canino
Canino
Canino
Canino
Canino
Canino
Canino
Canino
Canino
Canino
Canino
Canino
Vacuna
Vacuna
Canino
Canino
Canino
Canino
Canino
Canino
Canino
Canino
Coyote
Coyote
Canino
Canino
Canino
Canino
Canino
Canino
Canino
Vacuna

CPV-2c
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Con los datos obtenidos a partir del alineamiento de aminoacidos del gen VP2 se
construyé un dendrograma (Figura 29), en el cual las secuencias se organizaron

en cinco clados distintos, correspondiendo a los distintos subtipos de CPV-2.

En este dendrograma, las cepas vacunales se agruparon en un clado
independiente correspondiente al subtipo CPV-2. En el clado correspondiente al
subtipo CPV-2a se agruparon secuencias provenientes de China, Nigeria,
Estados Unidos, Canada y Uruguay. Por otro lado, el clado del subtipo CPV-2b
lo conformaron secuencias de Argentina, Estados Unidos, Canada, Peru y una

de México.

Dentro del clado del subtipo CPV-2c se agruparon las secuencias de origen
mexicano, incluidos los aislados del presente trabajo, junto con secuencias de
Argentina, Estados Unidos, Brasil, Ecuador y Uruguay. Mientras que los aislados
MX-ABM4, MX-ABM8, MX-ABM15, MX-ABM24, MX-ABM55, MX-ABM56, MX-
ABM69 y MX-ABM151 se agruparon con cepas regionales y de Estados Unidos,
los aislados MX-ABM19 y MX-ABM37 se agruparon en un subclado con cepas

de Brasil, Ecuador y Uruguay.

Por otro lado, los aislados provenientes de los coyotes (MX-ABM55 y MX-ABMS56)
mostraron una estrecha relacion aminoacidica con los aislados MX-ABM15 y MX-
ABM151.

Adicionalmente se formoé un segundo clado mas pequeno del subtipo CPV-2c, sin

embargo, este clado contiene exclusivamente secuencias de origen asiatico.
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Figura 29. Dendrograma basado en el gen VP2 de CPV-2. Con el programa
MegaAlign/DNASTAR v.15 y utilizando el algoritmo ClustalW, se llevo a cabo un alineamiento
multiple de secuencias aminoacidicas del gen VP2 de CPV-2. La variacion aminoacidica fue
determinada empleando el método Kimura 2-Parametros (Kimura, 1980), el dendrograma fue
elaborado con el método Neighbour-Joing (Saitou y Nei, 1987). La robustez estadistica de los
resultados se determind utilizando un analisis “Bootstrap” de mil repeticiones (Felsenstein, 1985).

Se marcaron con color rojo las secuencias del presente trabajo.
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7.3.2 Analisis de las secuencias de aminoacidos de CBoV-1

Mediante el programa MegAlign Pro/DNASTAR Lasergene v.15, se llevé a cabo
un alineamiento de secuencias nucleotidicas correspondientes al gen NS1 de
CBoV-1, obtenidas de las secuencias completas de CBoV-1 previamente
reportadas en GenBank, junto con la secuencia del aislado MX-ABM30. A partir
de este analisis, el aislado MX-ABM30 presenté un total de 22 mutaciones

puntuales en el gen NS1.

Posteriormente, con base en la secuencia de nucledtidos del aislado MX-ABM30,

se determinoé la secuencia de aminoacidos de la proteina NS1 (774 aa).

De las 22 mutaciones puntuales detectadas en NS1, cuatro correspondieron a
mutaciones con cambio de sentido: K176R, K182N, P669S y 1680L (Figura 30).

Las sustituciones K182N y la P669S se clasificaron como no conservativas.

En la tabla 14 se puede consultar el alineamiento de las secuencias de
aminoacidos del gen NS1, donde el aislado MX-ABM30 esta sombreado y las

sustituciones que se presentaron se muestran en rojo.

5 ORF1 ORF3 ORF2 3

[
&
=
=]
™
o

A-2032-C

Figura 30. Mutaciones identificadas en el gen NS1 de CBoV-1 del aislado MX-ABM30. La
localizacion de cada mutacion en el gen se indica mediante lineas rojas. En la parte superior se
senala la posicion del nucleétido correspondiente a la mutacion, mientras que en la parte inferior

se indica la sustitucidon del aminoacido asociada.
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Tabla 14. Cambios de aminoacidos en la proteina NS1 de CBoV-1

Sustituciones de aminoacidos

Numero de

Pais Huésped
acceso GenBank P

K-176-R K-182-N P-669-S 1-680-L

MH711303 Brasil Canino K K P S
OM640114 Canada Canino K K P S
FJ899734 China Canino K K S |
MH051156 China Canino K K P N
MHO051157 China Canino K K S |
MN947833 Italia Canino K K P |
MN947835 ltalia Canino K K P S
AB158475 Japén Canino K K S L
AB518882 Japén Canino K K S I
AB518883 Japén Canino K K S I
AB518884 Japoén Canino K K S I
PQ683622 México Canino R N S L
KY214446 Portugal Canino K K S I
AF495467 EUA Canino K K P S

FJ214110 EUA Canino K K P S
NC 004442 EUA Canino K K P S
NC 075119 EUA Canino K K P S
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De igual manera, fue realizado un alineamiento de secuencias nucleotidicas
correspondientes a los genes VP1y VP2 de CBoV-1, obtenidas de las secuencias
completas de CBoV-1 previamente reportadas en GenBank, junto con la
secuencia del aislado MX-ABM30.

A partir de este analisis, se identificaron un total de 38 mutaciones puntuales en
los genes VP1 y VP2 del aislado MX-ABM30. Posteriormente, con base en la
secuencia de nucledtidos del aislado MX-ABM30, se determinaron las

secuencias de aminoacidos de las proteinas VP1 (703 aa) y VP2 (571 aa).

De las 38 mutaciones puntuales detectadas en VP2, solo dos correspondieron a
mutaciones con cambio de sentido: S200G y S536A (Figura 31). Ambas
sustituciones se clasificaron como no conservativas. El gen VP1 presenté las

mismas sustituciones que el gen VP2.

En la tabla 15 se presenta de manera resumida el alineamiento de las secuencias
de aminoacidos del gen VP2, donde el aislado MX-ABM30 esta sombreado y las

sustituciones que se presentaron se muestran en rojo.

5° ORF1 ORF3 ORF2 3

A-597-G
T-1606-G

int 1713aa
laa 571aa

Figura 31. Mutaciones identificadas en el gen VP2 de CBoV-1 del aislado MX-ABM30. La

localizacion de cada mutacion en el gen se indica mediante lineas rojas. En la parte superior se

$-200-G
5-536-A

senala la posicion del nucleétido correspondiente a la mutacion, mientras que en la parte inferior

se indica la sustitucion del aminoacido asociada.
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Tabla 15. Cambios de aminoacidos en la proteina VP2 de CBoV-1

Sustituciones de aminoacidos

Numero de acceso

GenBank Pais Huésped

S$-200-G S-536-A
MH711303 Brasil Canino G A
OM640114 Canada Canino G A
FJ899734 China Canino S A
MHO051156 China Canino G A
MHO051157 China Canino S S
MN947833 Italia Canino S S
MN947835 Italia Canino G A
AB158475 Japoén Canino G S
AB518882 Japoén Canino S S
AB518883 Japoén Canino S S
AB518884 Japén Canino S S
PQ683622 México Canino G A
KY214446 Portugal Canino S S
AF495467 EUA Canino S S
FJ214110 EUA Canino S S
NC_004442 EUA Canino S S
NC 075119 EUA Canino S S




También se llevd a cabo un alineamiento de secuencias nucleotidicas
correspondientes al gen NP1 de CBoV-1, obtenidas de las secuencias completas
de CBoV-1 previamente reportadas en GenBank, junto con la secuencia del
aislado MX-ABM30. A partir de este andlisis, se identificaron un total de 6
mutaciones puntuales en el gen NP1 del aislado MX-ABM30. Posteriormente, con
base en la secuencia de nucledtidos del aislado MX-ABM30, se determind la

secuencia de aminoacidos de la proteina NP1 (186 aa).

En este caso, todas las mutaciones puntuales en el gen NP1 fueron silenciosas,

sin generar ningun cambio de aminoacido en la proteina.
7.4 RESULTADOS DEL OBJETIVO 4
7.4.1 Titulacion de los virus stock

Para las pruebas de seroneutralizacion, se titularon doce aislados de CPV-2 (MX-
ABM4, MX-ABM8, MX-ABM15, MX-ABM16, MX-ABM19, MX-ABM24, MX-
ABM25, MX-ABM37, MX-ABM55, MX-ABM56, MX-ABM69 y MX-ABM151). La
titulacion viral fue llevada a cabo en placas para cultivo de 96 pocillos, donde se
realizaron diluciones quintuples seriadas por cuatriplicado con una suspensién
de células MDCK al 1.25x10°, a un volumen de 200 pl por pocillo. Tras un periodo
de incubacion de 3-7 dias, los pocillos que presentaron ECP fueron registrados
como positivos con un “+” (Figura 32), y se calcul6 el TCIDso mediante la férmula
de Spearman-Karber. Los titulos obtenidos para cada aislado se muestran en la
tabla 16.
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Figura 32. Placa de titulacion del aislado MX-ABM55. La titulacion viral del aislado MX-ABM55
fue realizada en una placa de 96 pocillos. Las filas A, B, C y D son los replicados de la prueba,
las filas F y G son los controles negativos. Se partié de una dilucion 1:5, realizando diluciones
quintuples seriadas de la columna 1 hasta la columna 12. Se marcaron los pozos con “+” cuando
se observé ECP. El aislado MX-ABM55 obtuvo un titulo de 7.69 -log1o TCIDso usando la férmula

de Spearman-Karber.

Tabla 16. Titulos en TCIDso de los aislados virales de este estudio

Aislado sr'g;‘:r']‘t’féz Virus aislado TCIDso/ ml
MX-ABM4 GE CPV-2 1.95 x 10°
MX-ABM15 GE CPV-2 1.95 x 10°
MX-ABM24 GE CPV-2 9.77 x 10°
MX-ABM37 GE CPV-2 1.15x 10°
MX-ABMS55 GE CPV-2 1.95 x 109
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MX-ABM56 GE CPV-2 1.95 x 10°

MX-ABM8 SDHA CPV-2 1.95 x 10°
MX-ABM16 SDHA CPV-2 1.15x 10°
MX-ABM25 SDHA CPV-2 1.95 x 10°
MX-ABM19 SDHA CPV-2 1.95 x 10°
MX-ABM69 SDHA CPV-2 4.37 x 10°
MX-ABM151 SDHA CPV-2 4.37 x 10°

7.4.2 Produccion de sueros policlonales contra CPV-2

Se obtuvieron dos sueros policlonales empleando las cepas vacunales Cornell y
NL-35-D de CPV-2. Se recolectaron muestras sanguineas al dia 0, previo al
esquema de inmunizacion. Ninguna de las cabras presenté actividad
neutralizante detectable frente a CPV-2, lo que confirmd la ausencia de

anticuerpos preexistentes.

Posteriormente, tras completar el protocolo de inmunizacion, fueron obtenidas
nuevas muestras de sangre a los 15 dias de la ultima inoculacion (dia 30 del
esquema). En estas muestras se observo actividad neutralizante frente a las
cepas homodlogas. Los dos antisueros alcanzaron titulos de neutralizacion de
1:140. Estos antisueros fueron inactivados para utilizarlos para las pruebas de

seroneutralizacion.
7.4.3 Pruebas de seroneutralizacion

Se realizaron las pruebas de seroneutralizacion de cada antisuero vacunal frente
a doce virus heterdlogos; seis virus del grupo GE (MX-ABM4, MX-ABM15, MX-
ABM24, MX-ABM37, MX-ABM55 y MX-ABM56) y seis virus del grupo SDHA (MX-
ABMS8, MX-ABM16, MX-ABM19, MX-ABM25, MX-ABM69 y MX-ABM151).

El antisuero generado contra la cepa vacunal Cornell presentd neutralizacién a
una dilucion de 1:27 contra los aislados MX-ABM4, MX-ABM8, MX-ABM15, MX-
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ABM16, MX-ABM19, MX-ABM25, MX-ABM37, MX-ABM55, MX-ABM56, MX-
ABM69 y MX-ABM151, mientras que el aislado MX-ABM24 presento

neutralizacion a una dilucion de 1:81 (Figura 33).

Titulacion viral Control citotoxicidad

ATAT AN AN

~ —

Figura 33. Seroneutralizacion cruzada de los antisueros SVC y SVH frente al virus
heterélogo MX-ABM24. La prueba de seroneutralizacion del aislado MX-ABM24 contra los
antisueros policlonales anti CVP-2 fue llevada a cabo en una placa de 96 pocillos. El virus se
evalu6 a una dosis constante de 100 TCIDso /50 pl frente a diluciones triples seriadas de cada
antisuero. El simbolo “+” indica neutralizacion y “-” presencia de ECP. Control positivo (CP).
Control negativo (CN). Antisuero vacunal cepa Cornell (SVC). Antisuero vacunal cepa NL-35-D

(SVH).

El antisuero generado contra la cepa vacunal NL-35-D presentd un patron de
seroneutralizacion semejante al observado con el antisuero de la cepa vacunal
Cornell. La neutralizacion contra las cepas heterélogas se observo a una dilucion
de 1:27 en los aislados MX-ABM4, MX-ABM8, MX-ABM15, MX-ABM16, MX-
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ABM19, MX-ABM25, MX-ABM37, MX-ABM55, MX-ABM56, MX-ABM69 y MX-
ABM151, de la misma forma, el aislado MX-ABM24 presenté neutralizacion a una
dilucién de 1:81.

Por ultimo, se calcularon las dosis neutralizantes de cada antisuero contra las
diferentes cepas de CPV-2 utilizando la férmula de Spearman-Karber. Los
resultados se dieron como el logaritmo negativo de la dosis neutralizante al 50 %
(-log10 NDso) (Tabla 17).

Tabla 17. Dosis neutralizantes de los antisueros anti-CPV-2

Cepas GE Cepas SDHA
Antisuero

15

24 37 55 56 16 19 25 69 151

Cepa 157 4167 215 167 167 167|167 167 167 167 167 167
Cornell
Cegsa_g"' 167 167 215 167 167 167|167 167 167 167 167 167

Los resultados se dieron como el logaritmo negativo de la dosis neutralizante al 50 % (-log1o

NDso)
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8 DISCUSION

El sindrome de diarrea hemorragica aguda (SDHA) es considerado uno de los
trastornos gastrointestinales en caninos mas comunmente tratados en la practica
veterinaria. Se caracteriza por la aparicion de diarrea con sangre y vomitos,
pueden acompanarse de otros signos como anorexia, letargo y malestar
abdominal, lo que puede llevar a una deshidratacion severa debido a la pérdida

masiva de fluidos (Unterer y Busch, 2021).

A pesar de su importancia clinica, la etiologia del SDHA aun no esta
completamente definida, diferentes estudios asocian la enfermedad
principalmente con la presencia de las toxinas NetE y NetF de Clostridium
perfringens, que podrian contribuir con el dafio de la mucosa intestinal (Unterer y
Busch, 2021). No obstante, ademas de los agentes bacterianos, también han sido
relacionados otros patdgenos como parasitos y virus, siendo éstos ultimos
responsables de aproximadamente 40-60 % de los casos de diarrea hemorragica
en caninos, con parvovirus canino tipo 2 (CPV-2) como el agente etioldégico mas
frecuentemente relacionado (Decaro et al., 2020; Khatri et al., 2017; Miranda y
Thompson, 2016; H. Zhou et al., 2025). Sin embargo, recientemente se ha
reconocido la participacion de virus emergentes como bocavirus canino (CBoV)
y circovirus canino (CCV) en cuadros gastroentéricos y respiratorios en caninos
(Caddy, 2018; Capozza et al., 2023).

La alta frecuencia de deteccion de CPV-2 en cuadros gastrointestinales ha sido
reportada a nivel global. En el continente asiatico han reportado prevalencias del
70 % en muestras de caninos con sintomatologia gastrointestinal (Singh et al.,
2021). Por otro lado, en Egipto se reporté una prevalencia del 85 % en caninos

con signologia de gastroenteritis (Magouz et al., 2023).

A diferencia de CPV-2, la tasa de deteccibn para CBoV y CCV es
considerablemente menor en la poblacion canina. En Turquia se reportaron

prevalencias del 3.9 % en caninos adultos y del 34 % en caninos jovenes para
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CBoV-1, asi como del 2.3 % en adultos y 26 % en jovenes para CBoV-2 (Isidan
y Turan, 2021), mientras que en Chile se reporté una prevalencia del 7.5 % para
CBoV-1 en muestras de sangre de caninos (Gonzalez-Hein et al., 2020).
Respecto a CCV, en Vietnam se reporté una prevalencia del 19 % en caninos
con diarrea (Tuong et al., 2021). Sin embargo, en Estados Unidos se reporté un

11 % de positividad en caninos con gastroenteritis (L. Li, McGraw, et al., 2013).

En México, diversos estudios han caracterizado genéticamente a CPV-2 en base
a la proteina estructural VP2 (Cedillo, 2019; Faz et al., 2019; Pedroza-Roldan
et al., 2015), lo que ha permitido identificar los subtipos circulantes en el pais. No
obstante, los estudios sobre las variantes genéticas de CPV-2 y su implicacién
en la infectividad, virulencia y antigenicidad siguen siendo limitados. Asimismo,
aunque en el norte del pais se ha documentado la presencia de CCV, CBoV-2y
CBoV-1 en coinfecciones con CPV-2 (Busqueta, 2020), hasta el momento no

existen reportes publicados sobre la caracterizacién molecular de los mismos.

En este trabajo fueron analizadas 151 muestras fecales distribuidas en tres
grupos clinicos: 56 muestras fueron de pacientes con SDHA, 71 muestras de
pacientes con gastroenteritis no hemorragica (GE) y 24 muestras de pacientes
sin signologia aparente (S/S). Todas las muestras fueron evaluadas mediante
PCR para la deteccion de CCV, CBoV-2, CBoV-1y CPV-2.

Enel 74.8 % (113/151) de las muestras fue detectado CPV-2, lo que lo posiciona
como el agente viral mas prevalente en caninos con gastroenteritis entre la
poblacion estudiada en el presente estudio. Similar a estos resultados, en
Ecuador se reportd una prevalencia del 78 % de CPV-2 en caninos con
gastroenteritis (Loor-Giler et al., 2025) y en Chile se documenté una prevalencia
de 72 % en muestras sanguineas de caninos enfermos (Gonzalez-Hein et al.,
2020). En contraste, Faz et al. (2019) describen una prevalencia del 33 %

(50/150) de CPV-2 en caninos con signos de gastroenteritis en México.

Por otra parte, se detect6 a CBoV-1 en el 14.5 % (22/151) y a CBoV-2 en el 9.9

% (15/151) en las muestras analizadas. Estas frecuencias son superiores a las
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reportadas en Chile, donde se reportd una prevalencia del 7.5 % para CBoV-1
(Gonzalez-Hein et al., 2020).

También se detecté a CCV en el 6.6 % (10/151) de las muestras analizadas. En
contraste con los resultados de CBoV, esta frecuencia estd por debajo de lo
observado en otros estudios. En Colombia fue reportada una prevalencia del 16
% en caninos con diarrea hemorragica y no hemorragica, y en Brasil se informé
una tasa del 15 % (22/147) en caninos enfermos y sanos (Giraldo-Ramirez,

Rendon-Marin, Vargas-Bermudez, et al., 2020).

En conjunto, las variaciones en las frecuencias de deteccion de los virus
estudiados respecto a las reportadas por otros autores podrian atribuirse a
variaciones en las caracteristicas de la poblacion estudiada, el estado de salud e
inmunoldgico de los pacientes, su calendario de vacunacion, el tamafo de

muestra y las técnicas diagnosticas empleadas.

Recientemente, ha sido resaltada la importancia que tienen las coinfecciones de
CPV-2 en la forma de presentacion del SDHA, particularmente con virus
emergentes como CBoV y CCV, situacion que se ha asociado con cuadros
clinicos mas severos e incluso fatales (Caddy, 2018; Capozza et al., 2023). En
una investigacion realizada en Alemania, los pacientes con SDHA que
presentaron una coinfeccion de CPV-2 con CCV también presentaron una
elevada mortalidad (Anderson etal., 2017). En contraste, se han reportado
coinfecciones de CPV-2 con CBoV en caninos con gastroenteritis, sin embargo,
no las han relacionado con un cuadro severo de la enfermedad (Gonzalez-Hein
et al., 2020; Isidan y Turan, 2021).

En el presente trabajo se obtuvo una tasa de monoinfecciones del 60.2 %
(91/151), de las cuales el 91.2 % (83/91) fueron causadas por CPV-2, el 5.4 %
(5/91) por CBoV-1y el 3.2 % (3/91) por CBoV-2. No se identificaron casos de
monoinfeccion por CCV en ninguna muestra. Esto refuerza el papel de CPV-2
como uno de los virus mas relevantes implicados en procesos gastroentéricos en
caninos (H. Zhou et al., 2025).

92



Mientras que CPV-2 se detectd principalmente como monoinfeccién en los
grupos de SDHA y GE, las monoinfecciones por CBoV-1 y CBoV-2 fueron menos
frecuentes y se identificaron principalmente en los grupos de GE y S/S. Este
hallazgo coincide con reportes previos que describen a CBoV tanto en animales
enfermos como en clinicamente sanos, lo que sugiere que estos virus podrian

circular de manera subclinica (Capozza et al., 2023).

Por otro lado, se obtuvo una tasa de coinfeccién del 21.1 % (32/151) de los virus
de estudio. Las coinfecciones se presentaron en combinaciones de dos, tres y
hasta cuatro virus, principalmente en el grupo SDHA. Las asociaciones mas
frecuentes incluyeron a CBoV-1 con CPV-2 (12/151), CBoV-2 con CPV-2 (7/151)
y a CCV con CPV-2 (7/151). Otras combinaciones se presentaron con menor
frecuencia, se identifico un caso de coinfeccion de CBoV-1 con CBoV-2, un caso
de CPV-2 con CBoV-1y CCV; y un caso de CPV-2 con CBoV-2y CCV. Asimismo,
se registraron dos casos de coinfeccién de CBoV-2, CPV-2 y CBoV-1, y un unico
caso de coinfeccion cuadruple que incluyé a CCV, CPV-2, CBoV-2 y CBoV-1. El
virus con mayor incidencia en las coinfecciones fue CPV-2, lo cual coincide con
estudios previos que lo senalan como el agente viral mas prevalente en
coinfecciones con CBoV y CCV (Guo et al., 2016; Isidan y Turan, 2021).

La mayor frecuencia de coinfecciones observadas en el grupo con SDHA sugiere
que la interaccion entre los virus podria influir en la severidad del cuadro clinico.
Esto ya ha sido mencionado en diferentes estudios, donde estadisticamente la
presencia de coinfecciones esta relacionada con un cuadro mas severo de
gastroenteritis. Anderson et al. (2017) correlacionaron las coinfecciones de CPV-
2 y CCV con una frecuencia de mortalidad elevada (p < 0.039). Recientemente
en México se correlaciond la presencia de coinfecciones virales entre CPV-2,
CBoV y CCV con los cuadros de diarrea hemorragica en caninos (p < 0.0007) y
una elevada letalidad (p < 0.0002) (Busqueta, 2020).

Adicionalmente, el grupo S/S presentd la mayor cantidad de muestras negativas,
lo que respalda la relacion entre la deteccion viral y la manifestacion de signos

clinicos. Sin embargo, la identificacion de CPV-2, CBoV-1y CBoV-2 en pacientes
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aparentemente sanos enfatiza la importancia de considerar la condicion
inmunoldgica del hospedero, el estadio de la infeccion viral, el tiempo de
infeccidn, asi como también la carga viral y otros parametros predisponentes que
podrian repercutir en la presentacion de las enfermedades gastrointestinales en

caninos (Capozza et al., 2023).

La evolucién de CPV-2 ha dado lugar a las variantes CPV-2a, CPV-2b y CPV-2c,
cuya caracterizacion se centra en el analisis molecular del gen VP2. Estos
subtipos se distinguen por una sustitucion de aminoacido en el residuo 426 de
dicha proteina; el aminoacido asparagina (N) esta presente en CPV-2a, en CPV-
2b se encuentra el aminoacido acido aspartico (D) y en el subtipo CPV-2c se
presenta el aminoacido acido glutamico (E) (Miranda y Thompson, 2016; H. Zhou
et al., 2025).

Uno de los métodos empleados para la identificacion de las variantes de CPV-2
es la técnica molecular de fragmentos de restriccion de longitud polimérfica
(Restriction fragment length polymorphism, RFLP). Esta técnica permite detectar
variaciones en las secuencias de ADN mediante la identificacion de cambios en
el tamafio de los fragmentos producidos mediante digestion con endonucleasas
especificas. Estas variaciones ocurren cuando mutaciones o polimorfismos crean
o eliminan sitios de restriccion, produciendo fragmentos de distintos tamanos que
posteriormente se separan y analizan mediante electroforesis. Entre sus
principales ventajas destaca que es una técnica rapida y accesible, sin embargo,
presenta limitaciones importantes, ya que, al identificar polimorfismos en un gen
especifico, se puede subestimar la diversidad genética viral. En contraste, la
secuenciacion genética permite identificar todas las mutaciones presentes,
analizar relaciones filogenéticas, detectar eventos de recombinacion y estudiar la
dinamica evolutiva del virus, por lo que se considera el método de referencia para
la caracterizacién molecular de CPV-2 (Magouz et al., 2023; Polat et al., 2019;
Umar et al., 2024).

En México, multiples investigaciones se han enfocado en determinar el subtipo

de CPV-2 presente en distintas regiones. Pedroza-Roldan et al. (2015)
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identificaron a CPV-2c como el subtipo predominante en el oeste del pais
mediante la técnica de PCR-RFLP y el uso de la endonucleasa Mbo Il. De manera
similar, se identific en la mayoria de los caninos con gastroenteritis en el noreste
de México al subtipo CPV-2c (Cedillo, 2019).

En esta investigacidon se determiné el subtipo de CPV-2 en 56 muestras mediante
un PCR-RFLP utilizando el método modificado de Buonavoglia (Cedillo, 2019).
El subtipo CPV-2c se identific6 en 55 muestras, mientras que una muestra
correspondio al subtipo CPV-2b. Estos hallazgos coinciden con reportes previos
que identifican al subtipo CPV-2c como la variante predominante de CPV-2 en
México mediante la técnica de PCR-RFLP (Cedillo, 2019; Pedroza-Roldan et al.,
2015). Adicionalmente, Faz et al. (2019) y Lépez-Pérez et al. (2019) han
reportado la circulacion de los subtipos CPV-2a y CPV-2b en México, sin
embargo, también identificaron al subtipo CPV-2c como el mas frecuente en el
pais, utilizando la secuenciaciéon como método para diferenciar los subtipos de
CPV-2.

Aunado a las herramientas moleculares como el PCR, el aislamiento viral es
reconocido como la prueba de referencia para el diagndéstico y la caracterizaciéon
viral, ya que permite recuperar el agente infeccioso y disponer de cepas virales
viables, dando lugar a estudios adicionales, como la caracterizacion genética y
antigénica, el analisis del comportamiento del virus en diferentes medios in vitro,
asi como la elaboracién de vacunas y el desarrollo de herramientas para mejorar

las técnicas de diagnéstico (Hematian et al., 2016).

En este trabajo se logré aislar a CPV-2c de 32 muestras clinicas en la linea
celular MDCK, de las cuales 23 aislados provenian de pacientes con SDHA, ocho
aislados provenian de pacientes con GE y un unico aislado de un paciente S/S.
El ECP observado en células MDCK causado por CPV-2c se caracterizo por lisis
celular, redondeamiento de las células junto con la formacién de sincitios y la
pérdida de integridad de la monocapa. Estos cambios se hicieron evidentes entre

los dias 4 y 5 posteriores a la inoculacion. De igual forma se ha descrito el
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aislamiento de CPV-2 en diferentes lineas celulares con ECP similares a los

observados en nuestros resultados (Mira et al., 2019).

También se logro el aislamiento de CBoV-1 en la linea celular MDCK a partir de
una muestra de un paciente con SDHA. De manera similar, un estudio en Japén
se reportd el aislamiento de CBoV-1 en células MDCK de un paciente geriatrico
con gastroenteritis severa (Ohshima et al., 2010). Estos resultados sugieren la
asociacion de CBoV-1 con cuadros gastroentéricos graves en caninos. En
general, la infeccion por CBoV-1 se ha relacionado con infecciones subclinicas o
con cuadros gastroentéricos y respiratorios leves en cachorros (Capozza et al.,
2023). El ECP observado fue similar al descrito para CPV-2, incluyendo lisis
celular, redondeamiento celular acompafiado de la formaciéon de sincitios y
desprendimiento de la monocapa, visibles a partir del dia 5 posterior a la

inoculacion.

En contraste, a pesar de confirmar la presencia de CBoV-2 y CCV en muestras
clinicas, no fue posible establecer su aislamiento en cultivo celular. Lo anterior
coincide con lo reportado en diferentes trabajos. En el caso de CBoV-2, se ha
intentado el aislamiento con resultados negativos, por lo que su deteccidn
depende principalmente técnicas como PCR o la hibridizacién in situ en muestras
de tejido (Bodewes et al., 2014). Por otro lado, a pesar de que se ha intentado
aislar a CCV sin éxito, no se descarta la posibilidad de caracterizar a los virus por
otros métodos. Por ejemplo, en un estudio se logré rescatar una cepa de CCV
mediante la clonacion del genoma viral en un plasmido y su posterior transfeccién
en células F81 (Hao, Li, Chen, et al., 2022). Esta dificultad para aislar a CBoV-2
y CCV puede atribuirse a diversos factores, entre ellos una baja carga viral en las
muestras clinicas o una baja susceptibilidad de la linea celular. Asimismo,
algunos virus requieren de condiciones particulares para su replicacion in vitro,
dando lugar a infecciones latentes o abortivas, lo que puede dificultar su

aislamiento (Hematian et al., 2016).

La caracterizacidn genética de los virus que afectan al tracto gastrointestinal en

la poblacion canina es considerada una herramienta fundamental para la
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vigilancia epidemioldgica y el analisis de la dinamica de las infecciones virales.
Permite identificar las variantes genéticas presentes en la poblacién canina,
comprender su dinamica de transmision, desarrollar estrategias de prevencion de
enfermedades, asi como también estudiar los mecanismos de infeccion y

evolucion de los virus en poblaciones caninas (Condon et al., 2024).

La caracterizacion genética de CPV-2 a nivel global se ha enfocado
principalmente en el analisis del gen de la proteina VP2 debido a que posee los
principales determinantes antigénicos y las mutaciones que permiten diferenciar
entre los distintos subtipos de CPV-2 se localizan en esta proteina (Hao, Li, Xiao,
et al., 2022; P. Zhou et al., 2017). Los estudios basados en la caracterizacion del
gen VP2, ademas de indicar los patrones de agrupamiento de los subtipos de
CPV-2, también proporcionan informacion sobre la distribucién geografica y la
evolucion de las variantes de CPV-2 (Silva et al., 2022), ademas de identificar
mutaciones en el gen que podrian estar asociadas con la aparicion de nuevas
variantes antigénicas (Magouz et al., 2023; Polat et al., 2019). En contraste, las
investigaciones que analizan el genoma completo de CPV-2 son relativamente
escasas en comparacion con aquellas que solamente caracterizan el gen VP2.
La caracterizacion del genoma completo de CPV-2 permite evaluar no
unicamente a las proteinas estructurales, sino que también las proteinas
involucradas en los procesos de replicacion viral, las cuales desempefian una

funcion relevante en la patogénesis del virus (Reddy et al., 2024).

Como se discutio anteriormente, la caracterizacion genética de CPV-2 en México
se ha realizado principalmente del gen VP2. Los estudios realizados coinciden
en que el subtipo CPV-2c es actualmente la variante predominante en el pais y
adicionalmente han reportado las mutaciones de aminoacidos en el gen VP2
(Cedillo, 2019; Faz etal., 2019; Pedroza-Roldan et al., 2015; Quiroga et al.,
2024). No obstante, hasta la fecha, la informacién sobre la caracterizacion del
genoma completo de CPV-2 en México es limitada, por lo que se desconoce la
variabilidad de otras regiones genéticas del virus, particularmente de las

proteinas no estructurales.
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En el presente trabajo fueron obtenidas 10 secuencias genéticas completas de
CPV-2, de las cuales seis provenian de pacientes con GE (MX-ABM4, MX-
ABM15, MX-ABM24, MX-ABM37, MX-ABM55 y MX-ABM56) y cuatro de
pacientes con SDHA (MX-ABM8, MX-ABM19, MX-ABM69 y MX-ABM151). Estos
aislados presentaron una alta similitud (>98 %) con secuencias previamente
reportadas en el GenBank. Estudios han reportado una elevada similitud entre
secuencias del gen VP2 de paises distintos (Faz et al., 2019; Loor-Giler et al.,

2025), lo que refleja una elevada conservacion del virus a nivel global.

A pesar de la alta similitud genética entre las secuencias, el analisis filogenético
de CPV-2 permitié identificar tres diferentes clados en el dendrograma (Figura
24), los cuales mostraron una agrupacion por zonas geograficas. Uno de los
clados esta conformado por secuencias de Sudamérica, mientras que el segundo
clado esta integrado exclusivamente por secuencias de México y Estados
Unidos, y el tercer clado incluy6 principalmente secuencias provenientes de Asia.
La divergencia genética que presentaron las secuencias de este estudio refleja
la contribucidn de las mutaciones puntuales a procesos evolutivos y de
adaptacion del virus (Hao, Li, Xiao, et al., 2022; Mietzsch et al., 2019; H. Zhou
et al., 2025).

La agrupacion de los aislados MX-ABM55, MX-ABMS56, MX-ABM15, MX-
ABM151, MX-ABM8, MX-ABM69 y MX-ABM24 con otras secuencias de México
y Estados Unidos coinciden con lo descrito por Faz et al. (2019) y Quiroga et al.
(2024), en donde describen una estrecha relacién genética con las secuencias
reportadas en Estados Unidos, favorecida principalmente por su proximidad

geografica.

La relacion genética entre los aislados provenientes de coyotes (MX-ABMS55 y
MX-ABMS56) con los aislados MX-ABM15, MX-ABM151, MX-ABM8, MX-ABM69
y MX-ABM24 sugiere una posible transmision cruzada entre hospedadores
silvestres y domésticos. Cabe destacar que las muestras de los coyotes fueron
obtenidas de individuos localizados en las instalaciones del Aeropuerto

Internacional General Mariano Escobedo. Un estudio realizado en el noroeste de
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México ha reportado la deteccion de CPV-2 tanto en carnivoros silvestres como
en caninos domeésticos, sugiriendo una transmision bidireccional, ademas, se
describe una mayor exposicion del virus en animales capturados cerca de zonas
urbanas, indicando que los caninos domésticos podrian actuar como reservorios
que facilitan la circulacién del virus en la fauna silvestre (Lépez-Pérez et al.,
2019). Adicionalmente, estudios internacionales sobre CPV-2 sefialan que la
transmision inter-especie es relativamente frecuente en la periferia de las zonas
urbanas, donde la propagacion del virus es favorecida por la estrecha relacion

entre los animales domésticos vy silvestres (Allison et al., 2013).

Por otro lado, los aislados provenientes de pacientes con SDHA y GE se
agruparon dentro de los mismos clados. Este resultado sugiere que las
diferencias en la presentacion clinica en las infecciones por CPV-2 no
necesariamente estan determinadas por la variabilidad genética mostrada en el
analisis filogenético. No obstante, es importante considerar que los estudios
filogenéticos por si solos no permiten establecer conclusiones definitivas sobre

los determinantes de la gravedad clinica.

Para determinar si la variabilidad genética del virus puede influir en la
patogénesis, se analizaron las mutaciones puntuales y sustituciones de
aminoacidos que se observaron en los genes NS1, NS2, VP1 y VP2 de los 10
aislados de CPV-2 con SDHA y GE.

El gen NS1 se identificaron nueve sustituciones de aminoacidos (N351K, L354V,
R369K, E530K, G573S, V596A, L597P, D603G y E621K). Dentro del dominio de
la helicasa se identificd la sustitucion N351K, que se presentd en aislados
provenientes de pacientes con SDHA y con GE (MX-ABM19 y MX-ABM37,
respectivamente). También se identific6 en el dominio de la helicasa a la
sustitucion L354V. Interesantemente, esta mutacion se detectd exclusivamente
en los aislados provenientes de coyotes (MX-ABMS55 y MX-ABM56), siendo Unica
entre todas las secuencias analizadas de CPV-2. Aunque los estudios evolutivos
de CPV-2 sehalan que los cambios adaptativos suelen concentrarse en la

proteina VP2, también se ha propuesto que mutaciones en las proteinas no
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estructurales pueden influir en la interaccion con factores celulares del hospedero
(Mira et al., 2019). Bajo este contexto, la mutacion observada en los aislados de
coyotes podria representar una variacion asociada a la adaptacion del virus a

este hospedero silvestre.

Dentro del mismo dominio, la sustitucion R369K fue unica entre las secuencias
de CPV-2 analizadas y se present6 en un aislado proveniente de un paciente con
SDHA (MX-ABM19). Diversos estudios han demostrado que las regiones N-
terminal y B-loop en el dominio de la helicasa ejercen un papel fundamental en la
union de NS1 al ADN (Niskanen etal., 2010, 2013), sugiriendo que las
mutaciones dentro de este dominio pueden afectar la eficiencia de la replicacion

viral y, potencialmente, influir en la gravedad de la enfermedad.

Las sustituciones E530K, G573S, V596A y L597P no se localizaron dentro de
dominios funcionales de NS1. Las sustituciones E530K, G573S, V596A y L597P,
presentes tanto en aislados de SDHA y GE, también se identificaron en

secuencias de Canada, Estados Unidos, Peru, Uruguay y Brasil.

En el dominio de transactivacion de NS1 se identificaron las sustituciones D603G
y E621K. La sustituciéon D603G fue detectada en asilados con SDHA y GE. Por
otro lado, la sustitucion E621K, presente en un aislado de un paciente con GE
(MX-ABM4), también fue identificada en dos secuencias de Estados Unidos (No.
Acceso GenBank MN451690 y MN451685). Estudios han descrito la importancia
de residuos especificos en esta regidn para la patogénesis viral. Se ha
demostrado que los residuos T598 y T601 desempefian un rol importante en la
replicacion viral, ya que mutaciones en estos sitios la reducen significativamente
(Miao et al., 2022). En contraste, en el virus FPV, se demostr6é que el residuo

N588 en NS1 incrementa la eficiencia de replicacion viral (L. Li et al., 2024).

En el gen NS2 se identificaron cuatro sustituciones de aminoacidos (T94A,
S109F, R130K y T135A). La sustitucion T94A fue la mutacion mas frecuente
(26/63) y se presentd en secuencias de diferentes paises, asi como en los

aislados provenientes de pacientes con SDHA y GE.
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Por otro lado, la sustitucion S109F se observd exclusivamente en los aislados
provenientes de coyotes, pudiendo representar una variacion asociada a la
adaptacion del virus a los coyotes, al igual que la sustitucion L354V en el gen
NS1. Tanto T94A como S109F también fueron reportadas en un estudio realizado
en ltalia, donde se caracterizaron los genes NS1 y NS2 de CPV-2 y FPV (Mira
et al., 2019).

La sustitucion R130K, presente en un aislado de GE (MX-ABM4), también se
identific6 en dos secuencias de Estados Unidos (No. acceso GenBank
MN451690 y MN451685). Finalmente, la sustitucion T135A, detectada en un
aislado de un paciente con SDHA (MX-ABM19), se observé igualmente en dos
secuencias reportadas en Argentina y Uruguay (No. acceso GenBank OR528748
y OR528746).

Si bien las mutaciones identificadas en NS1y NS2 podrian influir en la replicaciéon
viral de CPV-2, se requieren de estudios funcionales dirigidos a las mutaciones

para poder asociarlas con la presentacion clinica del virus.

Las sustituciones de aminoacidos identificadas en el gen VP1 fueron las mismas
observadas en el gen VP2, esto debido a que VP1 comparte la secuencia
sobrepuesta con VP2, pero contiene una region N-terminal extendida (Mietzsch
et al., 2019). En el gen VP2 se identificaron las sustituciones N56D, V139, T170lI,
T245P, D426E y T440A.

La sustitucion N56D, presente en aislados de pacientes con SDHA y GE, fue
reportada con anterioridad por Faz et al. (2019), quienes senalaron que esta
mutacion era exclusiva de cepas mexicanas. Sin embargo, también se identificd
esta mutacion en dos secuencias de Estados Unidos recolectadas en el 2011 y
2019 (No. acceso GenBank MN451690 y MN451685).

Las sustituciones V139I, T1701 y T245P se identificaron exclusivamente en los
aislados del presente trabajo. La sustitucion V139l la presentaron los dos
aislados de coyotes (MX-ABM55 y MX-ABM56) y el aislado MX-ABM151, este
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hallazgo refuerza la idea de la transmision cruzada entre caninos domésticos y
coyotes en las areas periurbanas de la zona metropolitana de Monterrey. La
sustitucion T170I, identificada exclusivamente en el aislado MX-ABM24, y la
sustitucion T245P, presente unicamente en el aislado MX-ABMS8, podrian
representar variaciones genéticas que no estan involucradas con cambios en el
tropismo, antigenicidad o virulencia de CPV-2, ya que no se encuentran en
regiones expuestas de la capside, sin embargo, no puede descartarse que
puedan influir de indirectamente en la estabilidad estructural de la capside. Por
otra parte, el hecho de que ambas sustituciones se hayan detectado
exclusivamente en aislados individuales sugiere que podrian corresponder a
mutaciones esporadicas, mas que a cambios fijados evolutivamente. En estudios
evolutivos de VP2 se ha demostrado que solo un numero reducido de
sustituciones logra mantenerse en la poblacion viral, generalmente aquellas

asociadas con ventajas adaptativas (G. Li et al., 2017).

Como se ha mencionado anteriormente, CPV-2 se divide en subtipos antigénicos
dependiendo del aminoacido presente en el residuo 426, CPV-2a presenta
asparagina (N), CPV-2b presenta acido aspartico (D) y CPV-2c presenta acido
glutamico (E) (Miranda y Thompson, 2016). Sin embargo, se han documentado
las nuevas variantes “new CPV-2a” y “new CPV-2b”, caracterizadas por la
sustitucion S297A en el gen VP2, ademas, la variante “new CPV-2b” presenta la

sustitucion adicional Y3241 en el mismo gen (Oliveira et al., 2019).

En los 10 aislados del presente trabajo se identificd la sustitucion D426E,
clasificandolas como CPV-2c. Estos resultados coinciden con lo reportado en
estudios realizados en México donde describen que la cepa CPV-2c es la mas
frecuente en el pais (Cedillo, 2019; Faz et al., 2019; Pedroza-Roldan et al., 2015;
Quiroga et al., 2024). Sin embargo, también se ha reportado en México un caso
de infeccién con subtipo CPV-2a en un zorro del noroeste del pais (Lopez-Pérez
et al., 2019), y dos casos con el subtipo CPV-2b en caninos con gastroenteritis
(Cedillo, 2019; Faz et al., 2019).
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La sustitucién T440A se presento en el 36.6 % (47/132) de las secuencias de
VP2 analizadas, incluidas cuatro del presente estudio (MX-ABM15, MX-ABMS55,
MX-ABM56 y MX-ABM151). Esta mutacion se situa dentro de la protrusion
superior del bucle 4 de VP2, similar al residuo 426, por lo que mutaciones en este
residuo pueden influir en la antigenicidad del virus (Hao, Li, Xiao, et al., 2022; P.
Zhou et al., 2017). Diferentes autores han asociado la sustitucion T440A junto
con otras mutaciones en VP2 como F267Y y Y324l con procesos de deriva
antigénica, posiblemente impulsados por la presion inmunolégica derivada de la
vacunacion, lo que podria contribuir al fallo vacunal (Capozza et al., 2023; Hao,
Li, Xiao, et al., 2022; Polat et al., 2019; P. Zhou et al., 2017).

Adicionalmente, fue elaborado un dendrograma derivado del alineamiento de
secuencias de aminoacidos del gen VP2 de CPV-2 que permitio inferir la relacion
aminoacidica entre las secuencias analizadas. A diferencia del analisis
filogenético basado en el genoma completo de CPV-2, en donde las secuencias
tendieron a agruparse por zonas geograficas, el dendrograma basado en el gen

VP2 mostré una agrupacién de las secuencias por subtipo de CPV-2.

Los aislados del presente trabajo se agruparon en distintos subclados dentro del
subtipo CPV-2c, en funcion de las mutaciones identificadas. Los aislados MX-
ABM4, MX-ABM8, MX-ABM24 y MX-ABM®69, caracterizados por la sustitucion
N56D, se agruparon en un mismo subclado. De manera similar, los aislados MX-
ABM15, MX-ABMSS5, MX-ABMS56 y MX-ABM151 formaron otro subclado,
caracterizado por la sustitucion T440A. Por otro lado, los aislados MX-ABM19 y
MX-ABM37, que unicamente presentaron la sustitucion D426E se agruparon en

un subclado distinto a los aislados anteriores.

Interesantemente, el subtipo CPV-2c se organizé en dos clados distintos, en uno
se agruparon la mayoria de las secuencias mexicanas, incluidos los aislados del
presente trabajo, junto con secuencias de otros paises del continente americano,
y el segundo clado dentro del subtipo CPV-2c se conformé exclusivamente por

secuencias de origen asiatico. Diversas mutaciones en el gen VP2 han sido
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reportadas en cepas de CPV-2 de origen asiatico. Las mutaciones A5G, F267Y,
Y3241, G365H y Q370R funcionan como marcadores genéticos que distinguen a
las cepas de CPV-2 de origen asiatico de las secuencias occidentales (Umar
et al., 2024).

Estos resultados resaltan la importancia de considerar tanto el analisis de las
secuencias nucleotidicas como las de aminoacidos para una mejor comprension
de la evolucién y dispersion de CPV-2, ya que cada enfoque aporta informacion

complementaria sobre la dinamica evolutiva del virus.

Las sustituciones N351K, ES30K, G573S, L597P, D603G y E621K en NS1, T94A,
S109F y T135A en NS2, asi como N56D, T170I, T245P y T440A en VP2,
correspondieron a cambios no conservativos, representando el 68.4 % (13/19)
del total de sustituciones de aminoacidos identificadas. Este predominio de
cambios no conservativos sugiere posibles alteraciones en las propiedades
fisicoquimicas de las proteinas virales, lo que podria repercutir en la eficiencia de
replicacidn, el tropismo celular o la antigenicidad del virus, dependiendo de la
proteina afectada. No obstante, es importante considerar que la prediccion del
impacto funcional basada unicamente en la naturaleza de las sustituciones no es
determinante, por lo que es indispensable realizar estudios experimentales

dirigidos que permitan determinar su impacto real en la biologia del virus.

La caracterizacion genética de los aislados de CPV-2 permitio identificar diversas
sustituciones de aminoacidos potencialmente relevantes en la forma de
presentacion del SDHA. No obstante, la gravedad de la enfermedad no depende
exclusivamente de las caracteristicas genéticas virales, sino que también esta
influenciada por otros factores del virus como la carga viral, factores del
hospedero como la respuesta inmune o la presencia de coinfecciones, asi como

también por factores ambientales.

Aunado a esto, la circulacion simultanea de otros virus entéricos en caninos
resalta la importancia de ampliar el analisis molecular hacia virus emergentes. En

este contexto, CBoV es considerado como un patdégeno emergente de interés
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debido a su deteccidén en infecciones entéricas y respiratorias, por lo que su
caracterizacion genética ayudara a comprender mejor su variabilidad, evolucion

y su posible papel en la patogénesis del SDHA.

Se ha demostrado que CBoV presenta una alta variabilidad genética, lo que ha
permitido clasificarlo en tres genotipos (CBoV-1, CBoV-2 y CBoV-3) (Capozza
et al.,, 2023). El primer bocavirus identificado en caninos fue CBoV-1 (Antes
conocido como minute virus canino (MVC)) en 1970 (Binn et al., 1970). La mayor
parte de los casos de infecciones por CBoV-1 son leves en cachorros y
subclinicas en adultos, sin embargo, se ha asociado con diversas afecciones
sistémicas y con la habilidad de traspasar la barrera placentaria, causando
problemas reproductivos y mortalidad neonatal (Capozza et al., 2023; Choi et al.,
2016; Ohshima et al., 2010).

Después, en el 2012 se identific6 a CBoV-2, que compartia menos del 64 % de
similitud con CBoV-1 (Kapoor, Mehta, et al., 2012). De los tres genotipos, CBoV-
2 ha sido el mas estudiado por su asociacion con gastroenteritis severa y

neumonia intersticial en caninos (Bodewes et al., 2014; Choi et al., 2015).

Por ultimo, en el 2013 se identificé a CBoV-3, que compartia una similitud del 47
% y 57 % con CBoV-1y CBoV-2 respectivamente. CBoV-3 fue identificado en el
tejido hepatico de un canino con gastroenteritis hemorragica (Li, Pesavento,

et al., 2013). No obstante, es el unico caso reportado de CBoV-3 de forma global.

En Meéxico, la informacion disponible sobre CBoV se centra en su deteccién
molecular por PCR. En 2020 se identificé a CBoV-1 y CBoV-2 en coinfeccion con
CPV-2 en caninos con SDHA en el noreste del pais (Busqueta, 2020). Sin
embargo, al momento no se han generado articulos cientificos basados en la

caracterizacion genética de este virus.

En este trabajo se establecié una secuencia genética completa de CBoV-1 a
partir del aislado MX-ABM30, proveniente de un paciente con SDHA. Esta

secuencia presentd una similitud mayor al 87 % con respecto a las demas
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secuencias completas de CBoV-1 analizadas, indicando una baja variabilidad
entre las cepas de CBoV-1. Estos hallazgos son similares a lo reportado por
Ohshima et al. (2010), en donde compararon cepas de CBoV-1 de Estados
Unidos, Japén y Corea. Sin embargo, en comparacion con los resultados de las
secuencias de CPV-2, la similitud con secuencias reportadas en otros paises fue
considerablemente menor en el caso de CBoV-1. Esto podria deberse a la
limitada disponibilidad de secuencias completas de CBoV-1, subestimando la

verdadera diversidad genética de CBoV-1.

Por otro lado, la similitud del aislado MX-ABM30 frente a las secuencias de CBoV-
2 (62 %) fue muy similar a lo establecido por Kapoor, Mehta et al. (2012). En
contraste, la similitud observada frente al genotipo CBoV-3 (59 %) resultd
ligeramente superior a lo descrito por L. Li, Pesavento et al. (2013), quienes
reportaron una similitud del 47 % entre secuencias de CBoV-1 y la secuencia de
CBoV-3.

Estudios filogenéticos han demostrado que las cepas de CBoV-1 que circulan en
Europa estan estrechamente relacionadas con cepas de origen asiatico,
indicando una dispersion global de este virus (Gonzalez-Hein et al., 2020;
Ohshima et al., 2010). En el presente trabajo, el aislado MX-ABM30 mostré una
estrecha relacion genética con secuencias reportadas en Estados Unidos,
Portugal, Japén e ltalia. Sin embargo, el aislado MX-ABM30 se organizé en un
subclado independiente de las otras secuencias, l0 que sugiere la posible

existencia de un linaje propio en México.

Al igual que con las secuencias obtenidas de CPV-2, se analizaron las
mutaciones puntuales y sustituciones de aminoacidos que se identificaron en los
genes NS1, NP1, VP1 y VP2 del aislado MX-ABM30.

Dentro del gen NS1 se identificaron las sustituciones K176R, K182N, P669S e
I680L. Las sustituciones K176R, K182N fueron exclusivas del aislado MX-

ABM30, pudiendo ser cambios particulares de esta variante.
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Por otro lado, las sustituciones P669S e 1680L también fueron identificadas en
secuencias provenientes de China, Japén y Portugal, indicando que estas
mutaciones pudieran ser conservadas a nivel global. Adicionalmente, secuencias
de Brasil, Canada, Italia y Estados Unidos presentaron el aminoacido Serina (S)
en el residuo 680, mientras que una secuencia de China (No. acceso GenBank
MHO051156) presentd el aminoacido Asparagina (N), evidenciando una elevada

variabilidad en este residuo.

Aunque el gen NS1 desempefia un papel clave en la replicacion viral,
actualmente no existe evidencia que asocie mutaciones especificas con cambios
en la presentacion clinica de la infeccién por CBoV-1 (Choi et al., 2016; Gonzalez-
Hein et al., 2020).

Dentro del gen NP1 se presentaron seis mutaciones puntuales, sin embargo,
todas las mutaciones fueron silenciosas. La elevada conservacién de esta
proteina puede atribuirse a que NP1 ejerce una funcion crucial en la modulacién
de la expresidon genética de las proteinas de la capside. Especificamente, NP1
facilita la lectura de un sitio interno de poliadenilacién (pA)p en un precursor del
RNA mensajero, permitiendo la generacion de RNAs mensajeros que codifican
las proteinas de la capside (Dong et al., 2019). Mutaciones en NP1 podrian
afectar la produccion de las proteinas estructurales, que son fundamentales para

el ensamblaje de viriones infecciosos.

Al igual que con las secuencias de CPV-2, las sustituciones de aminoacidos
presentes en el gen VP1 fueron las mismas identificadas en el gen VP2, debido
a que ambas proteinas comparten parte de su secuencia codificante. En el gen
VP2, el aislado MX-ABM30 presentd las sustituciones S200G y S536A, que
también fueron identificadas en secuencias reportadas en Brasil, Canada, China

e ltalia.

Investigaciones sobre la estructura de los bocavirus han descrito la presencia de
nueve regiones variables en la proteina VP2 (VR-l a VR-IX), las cuales se

distribuyen en los bucles superficiales de la capside (Gurda et al., 2010; Velez
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et al., 2023). Interesantemente, la sustitucion S200G se localiza en la regién VR-
lll, dentro del eje de simetria de dos pliegues. A pesar de que este eje se describe
como una depresion en la region superficial de la capside de la mayoria de los
bocavirus, en el caso de CBoV-1 este eje se presenta como una protusion debido
a la presencia de aminoacidos adicionales en VR-IIl en comparaciéon con otros
bocavirus (Velez et al., 2023), sugiriendo un posible papel en la interaccion virus-
huésped de CBoV-1.

De igual forma, la sustitucion S536A se localiza dentro del eje de simetria de dos
pliegues, en la region variable VR-IX. En el caso de CBoV-1, esta regidn presenta
un incremento en la superficie radial de la capside en comparacién con HBoV y
BPV (Velez et al., 2023).

Estas mutaciones en VP2, al localizarse en regiones superficiales de la capside,
podrian estar asociadas a la interaccion virus-huésped, lo que sugiere que
podrian contribuir a la adaptacion del virus a otras especies o a cambios en la
antigenicidad de CBoV-1. Asi como con CPV-2, es importante recalcar que se
necesitan estudios dirigidos a las mutaciones en NS1 y VP2 que se presentaron
en el aislado MX-ABM30 para poder determinar su impacto real en la patogénesis

y antigenicidad de CBoV-1.

Tras el analisis de las secuencias de aminoacidos de las proteinas de la capside
de los virus CPV-2 y CBoV-1, la caracterizacion antigénica basada en la
determinacién de la capacidad neutralizante de anticuerpos generados a partir
de cepas vacunales frente a cepas de campo permite evaluar su eficacia contra
las variantes virales circulantes. Debido a que actualmente no existen vacunas
disponibles para CBoV, la caracterizacion antigénica se llevd a cabo

exclusivamente para los aislados de CPV-2 del presente trabajo.

En la ultima década se han incrementado los casos a nivel global de caninos que
no desarrollan una inmunidad activa contra CPV-2 a pesar de haberse
administrado una vacuna contra el virus, dejando expuesto al paciente a una
infeccién por CPV-2 (Decaro et al., 2020; H. Zhou et al., 2025). Decaro et al.
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(2020) describen que entre las principales causas de inmunizacion fallida estan
la presencia de anticuerpos maternales, una respuesta humoral deficiente por
parte del paciente, la reversidn de las cepas vacunales a virus virulentos, errores
en la manufactura y/o almacenamiento de las vacunas y las variantes

emergentes de CPV-2.

En un estudio en Brasil sefialaron que existian diferencias genéticas y
estructurales entre las cepas vacunales y las cepas de campo de CPV-2 (Silva
etal.,, 2022). A pesar de que los subtipos de CPV-2 son antigénicamente
distintos, las vacunas actuales proporcionan proteccion cruzada frente a todas
las variantes (Cavalli et al., 2008). No obstante, se han documentado casos de
enfermedad en caninos vacunados, aumentando la preocupacion de la
efectividad de las vacunas contra variantes emergentes de CPV-2,
especialmente contra las nuevas variantes de CPV-2c (Alexis et al., 2021; Decaro
et al., 2020).

En el presente estudio fue evaluado el potencial neutralizante de los anticuerpos
generados por la inmunizacién con las cepas vacunales Cornell y NL-35-D (dos
de las vacunas comerciales mas empleadas en el area metropolitana de
Monterrey) frente a 12 aislados de CPV-2c de la misma region, seis provenientes

de pacientes con GE y seis de pacientes con SDHA.

Los resultados de las pruebas de seroneutralizacion indicaron que los antisueros
generados por las cepas vacunales Cornell y NL-35-D mostraron titulos
neutralizantes de 1:140, equivalente a una dosis neutralizante de 2.15 -log10
NDso, frente a su cepa homologa. Por otro lado, ambos antisueros mostraron
titulos neutralizantes de 1:47 (1.67 -log10 NDso), frente a los aislados MX-ABM4,
MX-ABM8, MX-ABM15, MX-ABM16, MX-ABM19, MX-ABM25, MX-ABM37, MX-
ABM55, MX-ABM56, MX-ABM69 y MX-ABM151, y un titulo neutralizante de
1:140 (2.15 -log10 NDso) frente al aislado MX-ABM24.

Estos hallazgos coinciden con lo descrito por Cavalli et al. (2008), quienes

observaron que animales inmunizados con cepas CPV-2 desarrollaron titulos de
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anticuerpos neutralizantes mas bajos frente a las variantes CPV-2a, CPV-2b y

CPV-2c en comparacion con el virus homologo.

Aunque en el presente estudio la reduccion en los titulos de seroneutralizacion
frente a los aislados de CPV-2c fue menor a la reportada previamente, estas
diferencias podrian atribuirse a variaciones bioldgicas entre las especies
utiizadas para generar los antisueros, asi como también a diferencias

metodologicas en las pruebas de seroneutralizacion.

El aislado MX-ABM24 que presentd una dosis neutralizante mayor a los demas
aislados, mostré la mutacion T1701 en la proteina VP2. No obstante, como se
menciond previamente, este residuo no se localiza en una regién expuesta de la
capside, por lo que su contribucion directa a la antigenicidad del aislado es
limitada. Por otra parte, los aislados MX-ABM15, MX-ABM55, MX-ABM56 y MX-
ABM151, que presentaron la mutacion T440A, presentaron dosis neutralizantes
similares a los aislados carentes de esta mutacion. Lo anterior puede deberse a
que la proteina VP2 contiene multiples regiones de epitopos reconocidas por las
células B, localizadas en regiones superficiales de la proteina, que participan en
la union al receptor, el tropismo del hospedador y la respuesta de anticuerpos
neutralizantes (Silva et al., 2022). Ademas, se ha demostrado que los anticuerpos
policlonales se unen a multiples regiones de la capside, mas alla de la espicula

de tres pliegues de la proteina VP2 (Hartmann et al., 2023).

Sin embargo, recientemente han asociado diversas mutaciones en la proteina
VP2 con la deriva antigénica de CPV-2, lo que podria desencadenar una evasion
de la respuesta inmune, asi como inmunizaciones poco eficientes (Hao, Li, Xiao,
et al., 2022; Magouz et al., 2023; Oliveira et al., 2019; Silva et al., 2022). Las
mutaciones F267Y, Y3241 y T440A en VP2 estan localizadas en bucles
superficiales altamente antigénicos y se han asociado a la evasion de la
respuesta inmune y fallas en la vacunacion (Capozza et al., 2023; Polat et al.,
2019). Aunque en este trabajo las mutaciones N56D, V139I, T170l, T245P y

T440A no mostraron un efecto directo sobre la capacidad neutralizante, la
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acumulacién de modificaciones en las regiones antigénicas de la proteina VP2

podrian contribuir a una disminucién progresiva en la eficacia vacunal.

Es importante sefalar que los aislados provenientes de coyotes (MX-ABM55 y
MX-ABM56) mostraron un patrén de seroneutralizacion similar al observado en
aislados de caninos domésticos, lo que sugiere una estrecha relacion antigénica
entre las cepas que circulan en ambos hospedadores y respalda la reciente

transmision interespecie.

En conjunto, las pruebas de seroneutralizacion sugieren que las cepas vacunales
Cornell y NL-35-D conservan la capacidad de inducir una respuesta neutralizante
frente a las variantes de CPV-2c que circulan en caninos del area metropolitana
de Monterrey. Sin embargo, la reduccion en los titulos neutralizantes frente a los
aislados respalda la existencia de diferencias antigénicas entre el CPV-2 original

y las variantes de CPV-2c circulantes, tal como lo reportan Cavalli et al. (2008).

La continua evolucion genética de CPV-2 resalta la importancia de sostener una
vigilancia molecular constante y de reevaluar periodicamente la capacidad
neutralizante de los anticuerpos generados con las cepas vacunales con el fin de

garantizar una proteccion adecuada frente a las nuevas variantes de CPV-2.
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9 CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

El presente estudio permitié caracterizar a las variantes genéticas de virus ADN
asociados al sindrome de diarrea hemorragica aguda (SDHA) en caninos del

area metropolitana de Monterrey, Nuevo Leon.

Fue confirmada la presencia de CPV-2 en monoinfecciones, asi como también
en coinfecciones con los virus emergentes CBoV-1, CBoV-2y CCV, evidenciando

la diversidad viral implicada en cuadros de gastroenteritis en caninos de la region.

El aislamiento exitoso de CPV-2 y CBoV-1 en células MDCK, confirmd la
susceptibilidad de esta linea celular para estos virus, estableciendo el aislamiento
viral como un método diagnaostico viable. Sin embargo, no se logré establecer el
aislamiento de CBoV-2 y CCV en esta linea celular a pesar de confirmar su

presencia en las muestras clinicas de los caninos.

A partir de los aislados virales, se amplificd y secuencio el genoma completo de
diez aislados de CPV-2, de los cuales seis provenian de pacientes con
gastroenteritis no hemorragica (GE) y cuatro de pacientes con SDHA. El analisis
filogenético reveld que los aislados de CPV-2 obtenidos en el presente estudio
fueron del subtipo CPV-2c y mostraron una estrecha relacion genética con cepas
reportadas en el continente americano, especialmente con cepas de Estados

Unidos.

Ademas, se demostrd la relacion genética entre los aislados provenientes de
coyotes (MX-ABM55 y MX-ABM56) con los aislados de caninos del presente
trabajo, sugiriendo una posible transmisién cruzada de CPV-2 entre fauna
silvestre y caninos domésticos, favorecida por la estrecha relacion de estas
especies en las zonas periurbanas de Monterrey. Hasta donde se tiene
conocimiento, este es el primer reporte en México de una infeccion clinica por
CPV-2c en coyotes silvestres. Evidenciando la diseminaciéon de CPV-2 mas alla
del entorno doméstico, con la capacidad de causar enfermedad clinica en

hospederos silvestres.
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La caracterizacién genética de los aislados de CPV-2 permitio6 identificar diversas
sustituciones de aminoacidos en las proteinas NS y VP del virus. Algunas de
estas sustituciones se localizan en sitios previamente relacionados con procesos
como la replicacion viral, la antigenicidad y la determinacién del rango de
hospedero, lo que sugiere su posible participacion en la evolucién del virus y su
patogenicidad. Sin embargo, no se identificaron mutaciones que se asocien

directamente a la presencia del SDHA.

De igual forma, se amplifico y secuencié el genoma completo de CBoV-1 a partir
del aislado MX-ABM30, proveniente de un paciente con SDHA. Los resultados
del analisis filogenético mostraron una relacion genética cercana entre el aislado
MX-ABM30 y cepas de CBoV-1 reportadas en Estados Unidos, Portugal, Japén
e Italia.

La caracterizacion genética del aislado MX-ABM30, al igual que con los aislados
de CPV-2, permiti6 identificar sustituciones de aminoacidos en las proteinas NS
y VP que pudieran tener un papel en la replicacion viral, la produccién de las
proteinas estructurales y en la antigenicidad del virus, que en conjunto podrian
ser de importancia en la presentacion del SDHA. Cabe mencionar que esta
muestra presentd una coinfeccion de los virus incluidos en este estudio (CPV-2,
CCV, CBoV-1 y CBoV-2), por lo que no es posible asociar la enfermedad
solamente a CBoV-1.

Hasta donde se tiene conocimiento, este estudio representa el primer reporte del
aislamiento y la caracterizacion de CBoV-1 en México, lo que aporta informacién
novedosa sobre la epidemiologia de CBoV y sienta las bases para futuros
estudios enfocados en su distribucion y su rol en enfermedades entéricas de la

poblacion canina del pais.

Es importante considerar que, debido a la naturaleza descriptiva de este estudio,
no es posible establecer una relacion causal directa entre las sustituciones
identificadas en las proteinas de virales y cambios funcionales especificos. Se

requieren de estudios funcionales dirigidos que permitan evaluar el impacto de
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las sustituciones identificadas en los aislados de CPV-2 y CBoV-1 con el fin de

comprender su verdadero papel en la patogénesis y adaptacion de estos virus.

Las pruebas de seroneutralizacién revelaron que los antisueros generados a
partir de las cepas vacunales Cornell y NL-35-D, basadas en la cepa de CPV-2
original, tienen capacidad de neutralizar a las cepas circulantes de CPV-2c del
area metropolitana de Monterrey, independientemente de la presencia de SDHA

o GE y de las mutaciones especificas identificadas en el gen VP2.

En conjunto, estos resultados confirman la circulacion de variantes genéticas de
CPV-2c y CBoV-1 en caninos domésticos con SDHA y GE, asi como la infeccidn
clinica de CPV-2c en coyotes silvestres de México. Sin embargo, con base en los
datos obtenidos, no es posible establecer una asociacion directa entre estas

diferencias genéticas y la presentacion de SDHA y GE.

Adicionalmente, los resultados de las pruebas de seroneutralizacién indican que,
a pesar de la reduccion observada en los titulos neutralizantes frente a los
aislados de CPV-2c, no se evidenciaron diferencias antigénicas que sugieran una
capacidad de evadir por completo la respuesta inmune generada por las cepas

vacunales basadas en la cepa de CPV-2 original.

A partir de los hallazgos de este proyecto, es posible implementar diversas areas
de investigacion a futuro. Incrementar el numero de secuencias genéticas
analizadas contribuiria a generar un panorama mas representativo de la
diversidad genética de CPV-2 y CBoV, tanto en el norte de México como en el
resto del pais. Asimismo, seria relevante realizar estudios funcionales mas
profundos que permitan determinar el impacto biolégico de las mutaciones
identificadas en CPV-2 y CBoV-1, particularmente de aquellas localizadas en
dominios importantes de las proteinas NS1 y VP2, con el objetivo de esclarecer
su participacion en la replicacion viral y en la antigenicidad del virus,
respectivamente. De igual manera, resulta necesario evaluar la eficacia de las
vacunas comerciales frente a variantes emergentes mediante estudios in vivo, a

fin de correlacionar los resultados obtenidos en las pruebas de seroneutralizacion

114



del presente trabajo con una respuesta inmune en condiciones reales.
Adicionalmente, seria importante profundizar en el estudio de la dinamica de
transmision de CPV-2c entre canidos domeésticos y silvestres, asi como en el
posible papel de las poblaciones silvestres en la circulacion y mantenimiento de

variantes emergentes.

Finalmente, los hallazgos de esta investigacidon subrayan la importancia de
mantener programas de vigilancia epidemioldégica y molecular continuas, que
permitan la deteccion oportuna de nuevas variantes virales tanto en poblaciones
domésticas como silvestres, y contribuyan al desarrollo de estrategias de control

mas efectivas, incluyendo la posible actualizacion de cepas vacunales.
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11 ANEXOS

ANEXO 1. DICTAMEN APROBADO POR EL COMITE DE BIOETICA Y
BIENESTAR ANIMAL
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ANEXO 2. DICTAMEN APROBADO POR EL COMITE DE BIOSEGURIDAD
E HIGIENE
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ANEXO 3. CUESTIONARIO EPIDEMIOLOGICO

Nombre del propietario:

Fecha:

Nombre mascota:

Sexo:

Raza:

Edad:

Teléfono clinica:

Clinica de procedencia:

Municipio de origen:

Marcar con “X” en donde corresponda y contestar lo que se le pide.

SIGNOS CLINICOS

Sl NO TIPO DIAS CON SINTOMA
Diarrea
Voémito
Deshidratacion
Pérdida de consciencia
Muerte
Otros:
Comentarios
VACUNACION
Si NO Tipo de vacuna utilizada y Dosis aplicadas, intervalo de
marca comercial aplicacion, edad inicio calendario
Tiene vacunas
Comentarios
SI NO Marca comercial de Dosis aplicadas, intervalo de
desparasitante aplicacion, edad inicio
Desparasitaciones

Comentarios

DIAGNOSTICO Y TRATAMIENTOS

Sl

NO

Diagnéstico presuntivo

Pruebas de laboratorio realizadas y
resultados sobresalientes de las

pruebas
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Diagnéstico

presuntivo

Se utilizé shap para Marca de prueba y Resultado

CPV y otros virus

Comentarios

TIPO DE MUESTRA TOMADA, MEDIO DE TRANSPORTE Y CONSERVACION
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ANEXO 4. DATOS DE LAS MUESTRAS CLINICAS

No.
muestra

© 00 N OO g A~ WON =

T G G G |
O g A~ O N = O

Especie

Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico

Canino domeéstico

Signologia

SDHA
SDHA
GE
GE
SDHA
SDHA
SDHA
SDHA
SDHA
SDHA
GE
GE
SDHA
SDHA
GE
SDHA

Muerte

No
Desconocido
No
No
Desconocido
No
No
No
No
Si
No
No
No
Si
No
Si

PCR
CPV-2

PCR
RFLP*

NE
NE

NE

NE
NE
NE
NE

PCR
CCV

PCR
CBoV-1

PCR
CBoV-2

130



17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36

Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico

Canino domeéstico

GE
SDHA
SDHA
SDHA

GE

GE

GE

GE
SDHA

GE
SDHA

GE

GE
SDHA

GE

GE

GE
SDHA
SDHA
SDHA

No
No
No
No
Si
No
No
No
Si
No
Si
Si
Si
Si
Desconocido
Desconocido
No
No
Si
Si

w W w -

NE
NE
NE

NE

NE

NE

NE

NE
NE

w NN B
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37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56

Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Coyote
Coyote
Coyote

GE
GE
GE
SDHA
GE
GE
GE
SDHA
SDHA
GE
GE
GE
SDHA
GE
GE
GE
SDHA
SDHA
GE
GE

No
No
No
No
No
No
No
No
Si
No
Si
No
Si
Si
No
Si
No
Si
No
No

- W =~ N N »

NE

NE
NE

A W A~ o »

NE

w
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57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76

Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico

Canino domeéstico

SDHA
GE
SDHA
GE
SDHA
SDHA
GE
SDHA
SDHA
GE
GE
SDHA
SDHA
SDHA
GE
GE
SDHA
GE
SDHA
GE

Desconocido
Desconocido
No
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
No
No
Si
No
No
Si
No
No
No
Desconocido
No
Desconocido

Desconocido

+

+

+

NE
NE
CPV-2b

Z Z Z
m m m

I_%_\I\)LAI\)_\_\N_\[\)_\

Z Z
m m
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77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96

Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico

Canino domeéstico

SDHA
SDHA
GE
GE
GE
GE
SDHA
SDHA
GE
GE
SDHA
GE
GE
GE
GE
GE
GE
S/S
SDHA
GE

Desconocido
No
Desconocido
No
No
Desconocido
No
No
Desconocido
Desconocido
No
No
No
No
No
No
No
No
Desconocido
No

NE

NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE

NE
NE
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97

98

99

100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116

Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico

Canino domeéstico

SDHA
GE
SDHA
GE
SDHA
SDHA
GE
S/S
GE
GE
SDHA
GE
GE
GE
SDHA
GE
S/S
GE
SDHA
SDHA

No

No

No

No

No

No
Desconocido

No
Desconocido

No
Desconocido

No

No

No

Si
Desconocido

No

Si

Si

No

—_— ) e e

NE
NE

NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
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117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136

Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico

Canino domeéstico

GE
SDHA
GE
SDHA
SDHA
SDHA
S/S
S/S
GE
GE
GE
GE
S/S
S/S
S/S
S/S
S/S
S/S
S/S
S/S

Desconocido
Desconocido
Si
No
Si
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
No
No
No
No
No
No
No
No

NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
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137 Canino domeéstico S/S No - NE - = =

138 Canino doméstico SIS No - NE - - -
139 Canino doméstico SIS No - NE - - -
140 Canino doméstico SIS No - NE - - -
141 Canino doméstico SIS No - NE - + -
142 Canino doméstico SIS No - NE - - +
143 Canino doméstico S/S No - NE - - -
144 Canino doméstico SIS No - NE - - -
145 Canino doméstico SIS No - NE - - -
146 Canino doméstico SIS No - NE - - -
147 Canino doméstico SIS No - NE - - -
148 Canino doméstico GE Desconocido - NE - - -
149 Canino doméstico GE Desconocido - NE - - -
150 Canino doméstico GE Desconocido - NE - - -
151 Canino doméstico SDHA Si + 1 - - -

* Los numeros representan el patrén de polimorfismo obtenido de acuerdo con la figura 9 del presente trabajo.

NE (No evaluado) En estas muestras no se establecio el patrén de polimorfismo.
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ANEXO 5. DATOS DE SECUENCIAS COMPLETAS DE CPV-2
OBTENIDAS DEL GENBANK

Referencia
GenBank

Aislado / Cepa

Genotipo

Huésped

Pais

MH800217
OR528749
ORb528748
KY073269
OP093953
MF423125
MF423124
MN862741
MN862742
KY403998
KT382542
MG013488
MK388674
0OP985292
MN840830
MT394167
OR528745
OR528747
OR528756
MK306289
MK306290
OR363111
MT448702
MT448706
MT448703
MT448704
MT448705
MK895483
MK895484

CoatiPV-2013
CPV_ARG22 2b
CPV_ARG_13_2c

UFMT
PKO5
C67
C55
MIVI-73
OTVI-13
YH
SH14
SH1516
HB2017
RCD-PrV_BJF6
SH_1
QD-20
EC113
EC116
FPV_9 AR
CPV2c_1
CPV-2¢_2
MEV_SD-4
MX-ZAP 149
MX-ZAP H
MX-ZAP 166
MX-GDL A
MX-ZAP C
idUV1
idYVs

2c
2b
2c
2c
2b
2a
2b
2a
2a
2a
2a
2c
2c
2a
2c
2c
2a
2c
FPV
2c
2c
MEV
2c
2c
2c
2c
2c
2a
2a

Coati
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico

Coyote
Coyote

Mink

Nutria
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico

Paloma
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico

Felino
Canino doméstico
Canino doméstico

Mink
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico

Canino domeéstico

Argentina
Argentina
Argentina
Brasil
Brasil
Canada
Canada
Canada
Canada
China
China
China
China
China
China
China
Ecuador
Ecuador
Argentina
Corea
Corea
China
México
México
México
México
México
Nigeria

Nigeria
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MN451689
OR528751
OR528750
ORb528752
0Q366405
0Q366404
MN832850
MN451677
MN451691
MN451690
MN451679
MN451675
MN451676
MN451686
MN451684
MN451685
MZ647470

0Q266793

MN451673
M38245
ORb528753
OR528754
OR528746
MW650832

CPV616
CPV_PE_34 2a
CPV_PE3_2b
CPV_PE1 2¢

Turkey_lzmir_2

Turkey_Sanliurfa_3

Taiwan_2018
CPV604
RACCPV1
CPV617
CPV606
CPV601
CPV603
CPV613
CPV611
CPV612
MO
AZ-USA-June-
2022
CPV307
790312
CPV_Uy6 2a
CPV_UY_252 2a
CPV_86_2c
NL-35-D

2a
2a
2b
2c
2b
2b
2c
2b
2a
2c
2c
2c
2c
2c
2c
2c
2a

2c

2a
2b
2a
2a
2c

Vacunal

Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Pangolin
Canino doméstico
Mapache
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico

Canino domeéstico

Lobo
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico

NA

Nigeria
Peru
Peru
Peru
Turquia
Turquia
Taiwan
Estados Unidos
Estados Unidos
Estados Unidos
Estados Unidos
Estados Unidos
Estados Unidos
Estados Unidos
Estados Unidos
Estados Unidos
Estados Unidos

Estados Unidos

Estados Unidos
Estados Unidos
Uruguay
Uruguay
Uruguay
China

139



ANEXO 6. DATOS DE SECUENCIAS PARCIALES DEL GEN VP2 DE
CPV-2 OBTENIDAS DEL GENBANK

Referencia -
Pais/Estado

Aislado / Cepa Genotipo

Huésped

GenBank

KY818846
KY818847
KY818848
KY818849
KY818850
KY818851
KY818852
KY818853

KM234975

KM234976

KM234977

KM234978

KM234979

KY818859
KY818860
KY818861
KY818862
KY818863
KY818864
KY818865
KY818866
KY818867
KY818868

MX-AGC1
MX-AGC2
MX-AGC4
MX-AGC5
MX-BCNG6
MX-BCN7
MX-BCN8
MX-BCN9
MX-
GDL/1/10/13
MX-
GDL/2/10/13
MX-
GDL/6/11/13
MX-
GDL/7/11/13
MX-
GDL/24A/2/14
MX-GTO1
MX-GTO2
MX-GTO3
MX-GTO4
MX-GTO9
MX-HGO2
MX-HGO6
MX-HGO1
MX-HGO4
MX-HGO8

2c
2c
2c
2c
2c
2c
2c
2b

2c

2c

2c

2c

2c
2c
2c
2c
2c
2c
2c
2c
2c
2c

Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico

Canino doméstico

Canino domeéstico

Canino domeéstico

Canino domeéstico

Canino domeéstico

Canino domeéstico

Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico

Canino domeéstico

México/AGS
México/AGS
México/AGS
México/AGS
México/BCN
México/BCN
México/BCN
México/BCN

México/GDL

México/GDL

México/GDL

México/GDL

México/GDL

México/GTO
México/GTO
México/GTO
México/GTO
México/GTO
México/HGO
México/HGO
México/HGO
México/[HGO
México/HGO
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KY818854
KY818855
KY818856
KY818857
KY818858
KY818869
KY818870
KY818871
KY818872
KY818873
KY818874
KY818875
KY818876
KY818877
KY818878
KY818879
KY818880
KY818881
KY818882
KY818883
KY818884
KY818885
KY818886
KY818887
KY818888
KY818889
KY818890
KY818891
KY818892
KY818893
KY818894
KY818895
KY921600

MX-MEX71
MX-MEX72
MX-MEX79
MX-MEX82
MX-MEX83
MX-MICH1
MX-MICH2
MX-MICH3
MX-MICH4
MX-MICH5
MX-MOR2
MX-MOR3
MX-MOR4
MX-MORS
MX-MORG6
MX-NAY1
MX-NAY4
MX-NAY6
MX-NAY7
MX-NAY8
MX-PUE1
MX-PUE2
MX-QRO3
MX-QRO6
MX-QRO8
MX-SON1
MX-TAM1
MX-TAM2
MX-TAM3
MX-TAM6
MX-TAM7
MX-YUC1
MX-DCR1/17

2c
2c
2c
2c
2c
2c
2c
2c
2c
2c
2c
2c
2c
2c
2c
2c
2c
2c
2c
2c
2c
2c
2c
2c
2c
2c
2c
2c
2c
2c
2c
2c
2c

Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico

Canino domeéstico

México/EMEX
México/EMEX
México/EMEX
México/EMEX
México/EMEX
México/MICH
México/MICH
México/MICH
México/MICH
México/MICH
México/MOR
México/MOR
México/MOR
México/MOR
México/MOR
México/NAY
México/NAY
México/NAY
México/NAY
México/NAY
México/PUE
México/PUE
México/QRO
México/QRO
México/QRO
México/SON
México/TAM
México/TAM
México/TAM
México/TAM
México/TAM
México/YUC
México/NL
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KY921601
KY921602
KY921603
KY921604
KY921605
KY921606

KY921607

MH480646
MH480647
MH480649
MH480650
MH480651
MH480652

MX-DCR2/17
MX-DCR3/17
MX-DCR4/17
MX-DCRG6/17
MX-DCR7/17
MX-VACVBC/17
MX-
VACNBVC/17
MX-DCR22/18
MX-DCR41/18
MX-DCR23/18
MX-DCR66/18
MX-DCR73/18
MX-DCR80/18

2c
2c
2c
2c
2c

2c

2c
2c
2c
2c
2c
2c

Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico

Canino domeéstico

Canino domeéstico

Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico

Canino domeéstico

México/NL
México/NL
México/NL
México/NL
México/NL
México/NL

México/NL

México/NL
México/NL
México/NL
México/NL
México/NL
México/NL
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ANEXO 7. DATOS DE SECUENCIAS COMPLETAS DE CBOV
OBTENIDAS DEL GENBANK

Referencia
GenBank

Aislado / Cepa

Genotipo

Huésped

MH713703
OM640114
FJ899734
MHO051156
MH051157
MN947833

MN947835

AB158475
AB518882
AB518883
AB518884
KY214446

AF495467

FJ214110

NC_004442

NC_075119

MH626633
KF771828
JQ692590
KP281717
MG025952

NC_020499

Paraiba
LSD33
SH1
CDK47/2017
CQY9/2016
4033/Italy/2012
17DIAPD59116/It
aly/2017
HM-6
08-017
97-047
97-114
South Douro

NA

GA3

NA

GA3

17CC0312
F13000791S
HK882U
14D142
TH-2016

Con-161

CBoV-1
CBoV-1
CBoV-1
CBoV-1
CBoV-1
CBoV-1

CBoV-1

CBoV-1
CBoV-1
CBoV-1
CBoV-1
CBoV-1

CBoV-1

CBoV-1

CBoV-1

CBoV-1

CBoV-2
CBoV-2
CBoV-2
CBoV-2
CBoV-2

CBoV-2

Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico

Canino domeéstico

Canino doméstico

Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico

Canino domeéstico

Canino doméstico

Canino domeéstico

Canino doméstico

Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico
Canino doméstico

Canino domeéstico

Canino domeéstico

Brasil
Canada
China
China
China

Italia
Italia

Japon
Japon
Japon
Japon
Portugal
Estados
Unidos
Estados
Unidos
Estados
Unidos
Estados
Unidos
China
Alemania
Hong Kong
Corea
Tailandia
Estados

Unidos
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Estados
KC580640 ucb CBoV-3 Canino domeéstico
Unidos
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