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RESUMEN

La parvovirosis canina es una enfermedad infecciosa que afecta a perros
domésticos de cualquier edad y se caracteriza por tener una morbilidad del 100 %
y una mortalidad de 10 % en adultos y 91% en cachorros. Se han descrito tres
subtipos de la parvovirosis canina por el cambio de aminoacidos en la proteina
estructural de la VP2, los cuales son 2a, 2b, y 2c. Los subtipos antes mencionados

se encuentran distribuidos a nivel mundial.

En México, en el estado de Guadalajara un estudio realizado por Pedroza Roldan
determind que el subtipo predominante es el 2c. El objetivo de este trabajo, fue
encaminado a conocer qué subtipo es el predominante en el Area Metropolitana
del Valle de México; para ello se obtuvieron 40 muestras de heces en varias
clinicas, a cada muestra se le realiz6 la extraccion de ADN y se procesé mediante
la reaccién en cadena de polimerasa. De las 40 muestras solamente fue posible
secuenciar 18, con las que se realizé el analisis filogenético para el segmento
gendmico que codifica para la proteina VP2, empleando el programa MEGA X.
Las muestras se alinearon por el método Clustal IW y se construyé el arbol
filogenético por maxima verosimilitud con el modelo Tamura-Nei model a 1,000
repeticiones. Se determiné que 14 de las 18 muestran correspondieron al subtipo
2c, mientras que las otras cuatro fueron del subtipo 2b. No fue posible determinar
alguna relacién entre los signos clinicos, hematocrito o cuentas leucocitarias de

los perros que tenian la infeccién con el subtipo 2b y los del 2c.



Introduccion

En 1977 en Nueva Zelanda, América y Europa se describieron los primeros casos
de un cuadro gastro-entero-hemorragico en canidos, y en 1978 se identifico al
agente causal como el Parvovirus canino tipo 2 (CPV-2); por lo que a esta
enfermedad se le llamd parvovirosis canina (PC). Esta afecta a perros domésticos
de cualquier edad, pero los cachorros menores a 6 meses son mas susceptibles.
Se ha reportado una morbilidad del 100% y una mortalidad del 10% en adultos y

del 91% en cachorros (1)(2).

La principal via de contagio es la oronasal por medio de particulas virales en
heces y vomito de animales infectados que se diseminan en el ambiente, pero
también se ha reportado la transmision por fomites (3). El periodo de incubacién
puede ser de tres a diez dias, tiempo en el que se da la primera replicacion viral

en organos linfoides regionales (4).

En la primera etapa, debido al tropismo de CPV-2 hacia células con alta tasa de
proliferacion, la replicacion se presenta en organos linfoides como linfonodos
mesentéricos y timo, en las células epiteliales de las criptas intestinales, y en los
progenitores hematopoyéticos de la médula Osea; posteriormente ocurre una
viremia que da como resultado una segunda replicacion viral en diferentes
organos (5). Los primeros signos clinicos son: vémito, diarrea, anorexia, fiebre y
deshidratacion; si el virus provoca necrosis del epitelio de las criptas intestinales
se desarrolla una gastroenteritis de tipo mucoide o hemorragica. En la médula
O0sea se ha reportado una disminucion de los progenitores hematopoyéticos
ocasionando anemia, neutropenia y linfopenia, mientras que en el tejido linfoide se
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puede observar necrosis que exacerba la linfopenia y produce un estado de
inmunosupresion; estas alteraciones fisiopatoldgicas pueden agravar el cuadro
clinico y llevar al paciente a sepsis y a la muerte. Ademas, en cachorros infectados
provenientes de madres no vacunadas se produce una miocarditis no supurativa
que comienza en el utero y se completa en las primeras dos semanas de vida,
provocando insuficiencia cardiaca y necrosis licuefactiva en cerebro, secundaria a
hipoxia e isquemia cerebral (6) (7). La excrecion viral por heces llega a ser
variable y de corta duracion las siguientes dos semanas después de la infeccion,

pero el virus puede durar hasta 3 meses en condiciones ambientales extremas (8).

Los anticuerpos maternos juegan un papel central en la presentacion de la
enfermedad; su transferencia por calostro es de un 50-60% de anticuerpos
maternos, y dependiendo del nivel de anticuerpos de la madre los cachorros
pueden presentar titulos >1:80, 1:40 o hasta 1:10. Si los titulos de anticuerpos
maternos son altos o se realiza la vacunacién antes de las 6 semanas estos
pueden interferir con el efecto protector y en la manifestacion clinica de la
enfermedad; asi los animales con titulos >1:80 suelen presentarla de manera
subclinica y a medida que estos disminuyen (su vida media es de

aproximadamente 10 dias) pueden aparecer los signos clinicos (9).

Clasificacion y caracteristicas de parvovirus canino tipo 2

El CPV-2, de acuerdo con la clasificacion que otorga el Comité internacional de
taxonomia viral (ICTV), pertenece al orden Piccovirales, a la familia Parvoviridae,
género Protoparvovirus, especie Protoparvovirus carnivoro 1 (10). Es un virus no

envuelto de una sola cadena de ADN en sentido negativo con un diametro de 18-



26 nm, un peso molecular de 5.2 kb, y de forma icosaédrica simétrica (11). Posee
dos marcos de lectura abiertos (ORF): el ORF 1, que codifica para las proteinas
no estructurales NS1 y NS2, y el ORF 2 que codifica para las dos proteinas
estructurales VP1 (83 kDa) y VP2 (67 kDa). La VP1 participa en el transporte del
virus y el ingreso al nucleo célula, la VP2 forma la capside viral que empaqueta y
protege al DNA, contiene los epitopos para la generacion de anticuerpos
neutralizantes (es mas inmunogénica que la VP1) (12); y en ella se localiza el sitio
de union al receptor de transferrina tipo 1 (TfR) (13) (14) que se encuentre en la
superficie de la membrana plasmatica de la célula blanco. El virus se internaliza en
la célula mediante endocitosis por clatrina y una vez dentro los viriones son
transportados a través de endosomas tempranos, en donde se acidifica el medio y
se facilita la exposicion de la porcion amino terminal de la proteina viral VP1,

permitiendo la liberacion de particulas virales al citosol (13).

Subtipos

Evolutivamente el virus de CPV esta relacionado con el virus de la Panleucopenia
felina (FPV), que fue reportado en 1920, presentando una homologia del 99 % con

CPV-2 (descrito en 1940) (15).

La adaptaciéon de FPV a nuevos hospedadores no domésticos como zorros,
tejones y minks se da por las mutaciones ubicadas en la depresion de la capside.
La primera mutacion reportada, y que dio origen a CPV; se generd por un cambio
de aminodacidos en la posicion 564 de una Serina (Ser) a una Asparagina (Asn), y
en la posicion 568 de una Glicina (Gly), a una Alanina (Ala); la segunda mutacion
reportada de FPV se dio en la posicion 93 de una Lisina (Lys) a una Asn y la
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ultima posicion 323 de un Acido aspartico (Asp) a una Asn, dando origen a la

variante CPV-2 (16)(17) que permitié un cambio de hospedero.

Durante los ultimos 20 afios, CPV-2 a derivado en tres subtipos por las
mutaciones presentadas en los aminoacidos que codifican para la VP2. Estas
mutaciones son de gran importancia ya que pueden modificar la facilidad de unién
al receptor celular y con ello incidir en la capacidad de infeccién del virus o su
tropismo (3). Por otro lado, los cambios en esta proteina pueden modificar su
antigenicidad y tener un efecto en la capacidad del sistema inmune para generar
una respuesta protectora y podrian explicar posibles fallas a la vacunacion, si las
vacunas empleadas no corresponden con los subtipos virales circulantes en la
poblacién (18). En un estudio realizado a 36 perros vacunados se menciona que
15 de ellos se identificaron con la variante CPV-2b y 21 con la variante CPV-2c, en

estos casos la vacunacion fue ineficaz para la proteccion contra estas variantes.

Dentro de las mutaciones registradas de la VP2, se destaca una en la posicién
426, que genera los tres subtipos registrados hasta el momento CPV-2a, CPV-2b,
CPV-2c. La diferencia entre cada una de ellas radica en el cambio de aminoacidos
y esto puede modificar la antigenicidad a cada uno los subtipos; por ejemplo: el
subtipo a tiene una Asn en el epitope A y el subtipo b tiene una Asp, permitiendo
que el primero sea mas antigénico que el b. Otra mutacion reportada es en la
posicion 555, con el cambio de aminoacidos de una Valina (Val), por una
Isoleucina (lle) que confiere menor antigenicidad al subtipo a, la mutacién

reportada en la posicion 426 cambia a un Acido glutamico en el subtipo c (18).



Se han descrito nuevas mutaciones en aminoacidos de la VP2 en las posiciones
267, 297, 324 y 440, ubicados en regiones de alta antigenicidad y en sitios
asociados a la union del receptor de transferrina. Lo anterior ha dado lugar a la
aparicion de nuevas variantes virales, cuyo estudio es esencial para saber si
pueden evadir al sistema inmune y la respuesta a las vacunas tradicionales,
facilitando la adaptabilidad y la diversidad que presenta CPV (19). Por ejemplo, se
ha reportado que existe una mutacion en la posicion 305 que le permite recuperar
la capacidad de infectar felinos, al igual que la mutacién en la posicion 87
cambiando los aminoacidos que se encuentran en la capside viral de los tres

subtipos (17).

El predominio de los subtipos de CPV varia dependiendo de las regiones
geograficas; por ejemplo: en Asia el subtipo predominante es CPV-2a (19), el
CPV-2b predomina en Espana, Alemania, Corea, Brasil y parte del norte de
Ameérica, mientras que los primeros reportes de CPV-2c fueron en ltalia en el 2000
y se ha llegado a distribuir en parte de América Latina, Europa e India (20). Las
tres variantes se han reportado en Africa, Marruecos, Nigeria, Sudafrica, Tanzania
y Tunez (21) y en el caso de México el estudio realizado por Pedroza et al. en

Guadalajara mostr6 que el subtipo predominante es CPV-2c (22).

La diseminacién que presenta CPV-2 en las diferentes partes del mundo se
ejemplifica debido a la investigacion y la elaboracidn de estudios filogenéticos.
Estos han permitido entender la transmision y distribucion de los diferentes
genotipos y sugieren que las similitudes que se encuentran entre virus aislados,

tanto en caninos como en carnivoros silvestres, permiten que exista una



antigenicidad cruzada (23). Un ejemplo de la distribucién de Protoparvovirus
canino fue mencionado por Uyangaa, en este estudio se aislaron, procesaron por
la técnica de PCR y secuenciaron 42 muestras de la capital de Mongolia, y al
compararlas con las reportadas en el Genk Bank se observé que varias de estas
secuencias también fueron reportadas en paises de Europa, Italia, China, India y

Tailandia (20).

PCR y secuenciacion

La técnica de PCR es empleada para amplificar regiones especificas de un agente
y poder analizar las posibles mutaciones que se presentan en ella. Esta consiste
en una reaccion enzimatica in vitro que amplifica una secuencia especifica de
DNA celular, para obtener millones de copias. La técnica se hace en tres etapas:
desnaturalizacion, hibridacidn y extension, esta reaccion se realiza en los
termocicladores donde se controlan los cambios de temperatura y tiempo. Al final
de esta reaccion se obtienen los productos de PCR o amplicones, que pueden ser

analizados en geles de agarosa o de poliacrilamida (24).

La visualizacién de los geles de agarosa se realiza mediante la técnica de
electroforesis de zona, que consiste en la separacidon de moléculas a través de
una matriz solida, dependiendo su tamafo y carga eléctrica, este tamafo se ve
reflejado por marcadores de peso molecular que son fragmentos de DNA
conocidos para calcular el tamafo aproximado de DNA del amplicdn. Esto se hace
utilizando un buffer que puede ser TAE o TBE, que facilita la migracion de los

acidos nucleicos, que tienen carga negativa, al polo positivo. Al finalizar la corrida



de gel la banda se puede observar por tincion con bromuro de etidio que se

intercala entre las bases de DNA y es fluorescente en luz ultravioleta (25).

Para reconocer el orden de los nucledtidos en un fragmento de DNA, se utilizan
métodos a los que llamamos secuenciacion. (26). Una vez obtenidas las
secuencias para poder visualizarlas de una forma ordenada y saber de dénde
provienen las muestras o si se han reportado anteriormente, se pueden utilizar los
estudios filogenéticos y comparar, por medio la homologia con otras muestras

reportadas al rededor del mundo (27).

Estudios filogenéticos

Las secuencias obtenidas se utilizan, en la mayoria de los casos, para investigar y
comparar la evolucion que ha ocurrido entre especies. En el caso de CPV-2, la
filogenia ayuda a comprender el parentesco entre las muestras estudiadas. Estas
filogenias son representaciones o proyecciones en forma de diagrama
bidimensional o multidimensional que pueden ser estimadas con diferentes
aproximaciones como son maxima parsimonia, maxima verosimilitud, e
interferencia bayesiana, dependiendo de los datos que se lleguen a tener o el
propoésito de cada investigacion. En los estudios macro evolutivos se expresan en
forma de filogenias que son diagramas en forma de arboles donde se representan
relaciones entre cada una de ellas, la raiz representa el origen 0 ancestro comun
de lo que se analiza y cada punto de bifurcacién (nodo), se conoce como ramay la
parte final de las secuencias analizadas se les llama terminales. Este enfoque
propone que una vez formados los linajes, ya no intercambian informacién

genética entre si (27). Los productos de cada una de estas formas de analisis
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tienen propiedades diferentes, por o que pueden ser usados para conocer la tasa
de evolucion de un linaje, elaborar una escala temporal o entender como ha sido

el proceso de cambio (28).

El analisis de la secuenciacion ayuda a entender la evolucion tanto de una manera
molecular como epidemiologica. En otros paises ha servido para conocer las
variantes circulantes de la parvovirosis y demostrar que estos subtipos han
desplazado a la variante original de CPV-2 utilizada en la mayoria de las vacunas
comerciales actuales. Ademas, permite analizar las mutaciones presentadas en la
VP2, el origen de los subtipos, y la evolucion que han tenido de forma local en
algunos paises y si relacion con la situacion que se presenta sobre esta

enfermedad a nivel mundial (28).

Justificacion

El analisis y secuenciacion de las muestras recolectadas nos ayudara a conocer
las variantes que circulan en el area metropolitana del Valle de México como CPV-
2a, CPV-2b, CPV-2c, para generar informacion y poder ayudar a crear nuevas
herramientas para el control de la enfermedad, ya sea en los ambitos de medicina

preventiva o medicina aplicada a la clinica.

Hipotesis

La variante de CPV-2 que predomina en la poblacion canina del area

metropolitana del Valle de México es CPV-2c.
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Objetivo general

Identificar las variantes de CPV-2 en muestras de heces de cachorros con
parvovirosis canina del area metropolitana del Valle de México, mediante la

secuenciacion de un fragmento de la proteina de capside VP2.

Objetivos particulares

® Obtener valores hematologicos y muestras de heces de cachorros
diagnosticados con parvovirus canino mediante una prueba rapida en

hospitales del area metropolitana del Valle de México.

® Confirmar que las muestras sean positivas mediante la técnica de PCR.

® Obtener productos de PCR con la cantidad adecuada para realizar la
secuenciacion del fragmento de CPV-2 de interés.

® Realizar la secuenciaciéon de los productos de PCR e identificar la variante
de CPV-2.

® Realizar un arbol filogenético para conocer el origen y las relaciones
filogenéticas de las variantes circulantes en el Valle de México.

® Hacer un analisis descriptivo de los signos clinicos, hematocrito y cuentas
leucocitarias de los cachorros en los que se logré determinar el subtipo

viral.
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Material y métodos

Poblacion de estudio

Se seleccionaron, entre los afios 2019-2020, cuarenta pacientes previamente
identificados como positivos a CPV-2 por medio de la técnica de
Inmunocromatografia provenientes de clinicas y hospitales veterinarios del Valle
de México. De estos pacientes se obtuvieron muestras de heces y se midieron sus

valores hematoldgicos.

Obtencidn y conservacion de las muestras

Se colectaron entre 1-5 gr de heces directamente del recto, con un hisopo estéril,
se almacenaron en tubos sin anticoagulante con 1 mL de solucién salina
fisioloégica estéril (SSF) y se mantuvieron en cadena de refrigeracion para su
transporte al Laboratorio de Virologia FMVZ-UNAM. Posteriormente, las muestras
se centrifugaron a 3500 rpm durante 10 minutos para obtener los sobrenadantes
que fueron colocados en DNAzol (Probiotek) en relacion 1:1 para conservarlas a -

75°C.

Extraccion de DNA

A cada una de las 40 muestras conservadas en DNAzol se le anadieron 10 pl de
proteinasa K. Dicha mezcla fue colocada en tubos Eppendorf de 1.5 mL y se

incubo6 a 56 °C durante 15 minutos en un Termoblock.

Una vez terminado el periodo de incubacién se adicionaron 250 pl de etanol al
100%, estas se homogeneizaron y se dejaron reposar 3 minutos, después del
tiempo transcurrido se observé una precipitacion de ADN, este precipitado fue

colocado en tubos Eppendorf nuevos y se adicion6é 1 mL de etanol al 75%. Las
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muestras se centrifugaron en una centrifuga refrigerada (Eppendorf 5427R) a
12,000 rpm durante 15 minutos, se decanto el sobrenadante y se afiadio 1 m L de
etanol al 75 %, esto se realiz6 en una ocasién mas; por ultimo, se hidrataron con

50 pl de agua libre de DNAsas.

Reaccion de PCR

Para la reacciéon de PCR se disefiaron los iniciadores para la proteina VP2; Fw 5’
GACCAGCTGAGGTTGGTTATAG 3’ y Rv 5 GGTGCATTTACATGAAGTCTTGG
3’ y que incluyen la region de los nucleétidos de la posicion 426, la amplificacion
se realizd con las concentraciones de reactivos senaladas en el cuadro 1, el
producto de amplificacion esperado es de 466 pb. La PCR se realizé en el
Termociclador MultiGene Optimax. En el cuadro 2 se observan las condiciones de
temperatura y tiempo del protocolo, el total de ciclos fue de 30. Como control
positivo se empled el DNA extraido de la vacuna comercial (Vanguard® Plus CPV
Zoetis). El volumen de la reaccién total de cada una de la mezcla de reaccion fue

de 50 pL.

Cuadro 1. Reaccion de PCR del kit Mix Platinum [IPCR MM.

Componentes de lareaccion 50 pL rxn
Agua libre de nucleasas Hasta 50 pL
Platinum Il Hot Start PCR Master Mix (2X) 25 pL
10 uM primer Fw 1L
10 uM primer Rv 1L
DNA 15 uL
Platinum GC Enhancer 8 uL
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Cuadro 2. Condiciones del termociclador para la amplificacion de CPV-2.

Desnaitnuigei\el]llzauon Desnaturalizacion Alineacion Extension
Temperatura 95°C 95°C 55°C 72°C
Tiempo 3.0 min 0.30 min 0.30 min 0.30 min

Condiciones de la Electroforesis

Se preparo un gel de agarosa de grado molecular al 2 % y en cada pozo se coloco
2.5 pL de buffer de carga y 7.5 L del producto amplificado. El gel se corrié a 100
volts por 30 minutos. Se empled el marcador de peso Invitrogen®, estandar de
DNA de 100 pb a una concentracion de 0.5 pg/ pL, para corroborar que todas las
bandas tuvieran el peso molecular esperado de 466 pb. Cada gel se tifiid6 con

bromuro de etidio para poder visualizar las bandas obtenidas.

PURIFICACION DE LOS PRODUCTOS DE PCR

Para la purificacion de bandas se utilizé el kit de Zymoclean gel DNA Recovery®

siguiendo las pautas del proveedor.

Cuadro 3. Pasos para la purificacion con el Kit Zymoclean gel DNA Recovery®

Agregar 3 veces el peso de la agarosa ADB (Agarose Dissolving Buffer). (100 mg|300
md ADB).

Incubar 55 °C por 10 minutos.

Transferir el producto a los “Zymo-spin columns” en los tubos colectores.

Centrifugar 3,500 rv por 1 minuto.

Agregar 200 mg de DNA Wash Buffer.

Centrifugar 3,500 rv por 30 segundos y desechar el sobrante.

Nio|oy b~ wWiN

Agregar >6 mg de DNA Elution Buffer a la columna y pasar el sobrenadante a tubos de
1.5 mL.

Centrifugar 3,500 rv por 1 minuto
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Secuenciacion y analisis filogenético

La secuenciacion se realizé en el Instituto de Fisiologia Celular-UNAM por el
método de Sanger. Los resultados obtenidos se analizaron y se limpiaron con el
programa BioEdit del formato original ab1, para revisar la viabilidad de la muestra.

Cada uno de estos archivos se convirtio en formato FASTA.

Se realizd una muestra consenso del Fw y Rv y se compararon en el GenBank. Se
seleccionaron aquellas con un porcentaje superior al 95% usando Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST) del NCBI, utilizando 10 muestras
complementarias del genoma parcial de la VP2, por cada muestra consenso. El
analisis filogenético fue elaborado para el segmento genémico que codifica para la
proteina VP2, empleando el programa MEGA X. Se alinearon las 18 muestras por
el método Clustal IW, para corroborar las similitudes de las secuencias obtenidas
como de las reportadas en la NCBI. Una vez alineadas todas las muestras el arbol
filogenético se construyé por maxima verosimilitud con el modelo Tamura-Nei

model a 1,000 repeticiones.

A continuacién, se muestra un diagrama de flujo sefialando los pasos que se

siguieron en el estudio
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OBTENCION DE MUESTRAS

40 pacientes
previamente
identificados como
positivos por medio
de
Inmunocromatografia.

Extraccion con DNAzol
y PCR.

Purificacién y
secuenciacion.

Comparacioén de cada
secuencia con la
obtenida en el Gen

Bank.

ANALISIS
FILOGENETICO

Alineacion y
construccién del arbol
filogenético por

maxima verosimilitud

Figura 1. Diagrama de flujo con los pasos que se siguieron en este estudio

Resultados

De las 40 muestras que se obtuvieron de las diferentes clinicas, 29 se
consideraron viables y se utilizaron para la cuantificacion de los productos de PCR

y para la purificacidon de las bandas de electroforesis por medio del Kit de

purificacion antes mencionado.

Los resultados de la cuantificacion de DNA de las 40 extracciones se observan en

el cuadro 5. Las 29 muestras que tenian la mayor concentracion fueron

amplificadas por PCR.
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Cuadro 5. Cuantificacion de la extraccion de ADN de las 40 muestras de heces

obtenidas.

Muestra ID ng/microlitro | 260/280 [ Muestra ID ng/microlitro | 260/280
Akira 17.3 0.8 Bruna 8.9 3.7
Toby1l 23.4 1.6 Roc 54.2 1.1
Hemes 140.2 1.14 Coco 2.3 2.6

Marshall 34 1.31 Luna 4.1 1.5
Rosio 31.8 14 Lukas 5.3 1.1
Chip1 11.2 1.5 Pumba 4.7 14

Everest 141 15 Laysa 95.9 13.5
Sally 6.6 0.9 Toby2 42.6 1.1

Mia 0.1 0.2 Ledn 21.9 0.9
Mina 58.8 1.1 Doki 35.8 1.3
Tonyl 45.9 1.6 Toby3 20.3 1.3
Terry 16.2 1.0 Dolly 31.2 29
Chim1 4.3 26.0 Coco 14.4 1.9

Hércules 2.1 1.3 Akira 6.5 1.2
Conel 14.5 2.2 Chip2 3.4 0.8

Rot 454 1.2 Tony B 92 1.1

Tyron B 15.7 15 Greta 21.7 14

Rayo 18.5 1.6 Winny 19.2 0.8
Oso 1.1 0.4 Dingo 221 0.7
4153 0.7 24 Chim2 25.3 0.9

Las muestras se corrieron en un segundo gel de electroforesis, se separaron por
columnas y se cuantificaron. En el cuadro 6 se muestran las concentraciones
obtenidas después de la purificacion. Los primers que se utilizaron para la
secuenciacion se encontraban en una concentracion de 10 micromolar y fueron los
mismos que se usaron para la reaccion de PCR. En los resultados obtenidos se
verifico que todas las muestras seleccionadas entraran en el rango que se pide
para el método de secuenciacion (20-60 ng/microlitro) y aquellas que salieron del

rango se les realizé una dilucion 1/10.
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Cuadro 6. Cuantificacion a partir de 1.2 pl en nanodrop de las 29 muestras amplificadas

por PCR y purificadas.

Muestras ID ng/uL 260/280 Muestras ID ng/uL 260/280
Hemes 23.9 2.7 Oso 20 1.9
Chipl 20.4 2.1 Roc 284 1.7

Sally 29 1.6 Lukas 38.6 1.8
Terry 22.6 1.4 Pumba 20 1.8
Marshall 24.7 1.9 Laysa 29.7 1.7
Hercules 229 1.7 Toby2 B 70.2 3.4
Mina 20.1 1.6 Leon B 53.5 24
TobylB 32.3 1.5 Doki B 29.5 5.9
Rosio 20.2 1.8 Toby3 B 53.6 2.6
Tyron B 47.8 1.3 Dolly 85.1 2.1
Cone 1l 20.3 1.9 Coco 47.6 29.3
Rot 25.5 2.7 Winny 32.8 1.8
Rayo 119.3 1.9 Dingo 28.3 1.8
Luna 284 1.6 Chim2 315.3 1.8
Mia 24.7 1.6

Gel de electroforesis

Cada uno de los geles de electroforesis, se corrieron con un marcador de peso
molecular un control positivo de una vacuna comercial y un control negativo que
es agua inyectable como se ejemplifica en la imagen 1, se cortaron las bandas de
los geles de electroforesis después de confirmar que cada una estaba en un peso

aproximado de 466 pb y se purificaron por columnas.
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Imagen 1. Gel de electroforesis al 2% de agarosa. En el primer carril (C1) se observan
las bandas correspondientes al marcador de peso molecular; en el carril 2 (C2), se
observa el control positivo obtenido de una vacuna comercial, en los carriles C3, C4, C5
se corrieron 3 de las muestras que se mandaron a purificar que estaban en un peso
aproximado de 466 pb, en el carril C6 se encuentra agua inyectable que se utilizé como
control negativo.

Secuenciacion

De las 29 muestras secuenciadas, 18 mostraron un porcentaje de alineacion
superior al 95% usando Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) del NCBI y
fueron utilizadas para realizar el analisis filogenético. Los numeros asignados a

cada muestra se indican en el cuadro 7.

En la imagen 2 se aprecia un ejemplo del alineamiento de una de las muestras
analizadas, mientras que en la imagen 3 se observa la alineacién de todas las

muestras analizadas.
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IFiIe Edit view Zoom Horizontal Scale Accesory Application  RNA  Window Help
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35’ ABI Chromatogram: C\Users\karenpc\Documents\Secuencias muestras\1. Hemes 19705 Fw.ab1
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Imagen 2. Alineamiento de la muestra de Hemes mediante el programa BioEdit; En
la imagen se muestra la secuencia parcial de Hemes que va de la posicion 40 a la
posicion 128, estas muestras se encuentran en formato ab1, cada letra representando el
nucleétido que se encuentra dentro de la secuencia T= Timina, A= Adenina G= Guanina,
C= Citosina, que dependiendo la secuencia da el aminoacido que codifica para la proteina
VP2. Los picos representados en esta parte de la muestra de Hemes se encuentran en
cada una de las muestras por interferencia analitica sin afectar los resultados esperados.

CI-B \II\IIIW’A‘.I! i «FD xrax %|+ [a» @ 2382
DNA Sequences | Translated Protein Sequences |
— T T T T T T e e e e e

1. KY818867.1 Canine parvovirus 2c isolate WX-HGO4 coat protein (VP2) gene partial cds| cABc c cl@c c c chEc
2. Chip Trim Canc. cABC ® clec ® c chagc
3. Hemes Trim Cone cABC @ clec @ c caec
4. Lukas Trim Conc: {4 C (s cBC (s c c {4

5. Luna Trim Conc.
6. Mia Trim Conc.

7. Rayo Trim Conc
8. Roc Trim conc

9 Winny trim conc:
10. Chim Trim conc

c c
® c
c c
12. Laysa Trim conc: c c

1. Dingo trim conc:

13. Pumba Trim conc

14. 0so Trim conc

15. Rot Trim conc

16. Cone Trim conc

17. Hercules Trim conc

18. Marshal Trim conc

19. Sally Trim FW

20. 1119296.1 Canine parvovirus strain CPV-N complete cds

TATTECAGCAGEACEEE6EECAECECAAACATATEAAAATCAAGE

< | | >
stes |1 E  @wih Owogaps Selected genetic code: Standard

Alineacion

Imagen 3. Alineacion de las muestras mediante el programa MEGA X. En la imagen
se representan las 18 muestras obtenidas de la secuenciacion con el consenso del Fw y
Rv alineadas y completas, con dos muestras obtenidas en el GenBank de una secuencia
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Completa de Protoparvovirus canino, cada color y letra en la imagen representa un
nucleétido que codifican para los aminoacidos dentro de la proteina VP2 G= Guanina
color morado, A= Adenina color verde, C= Citosina color azul, T= Timina color R.

Arbol filogenético

En el siguiente cuadro se observa la identificacion de las muestras, dichas

identificaciones se utilizaron para identificarlas en la construccidon del arbol

filogenético, el cual se observa en el figura 2.

Cuadro 7. Identificacién de las muestras para el arbol filogenético

Nombre de la muestra

N° de identificacion asignado

Chip consenso M20CDMX-1
Hemes consenso M20CDMX-2
Lukas consenso M20CDMX-3
Luna consenso M20CDMX-4
Mia consenso M20CDMX-5
Rayo consenso M20CDMX-6
Roc consenso M20CDMX-7
Winny consenso M20CDMX-8
Chim consenso M20CDMX-9
Dingo consenso M20CDMX-10
Laysa consenso M20CDMX-11
Pumba consenso M20CDMX-12
Oso consenso M20CDMX-13
Rot consenso M20CDMX-14
Cone consenso M20CDMX-15
Hercules consenso M20CDMX-16
Marshall consenso M20CDMX-17
Sally consenso M20CDMX-18
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MN104185.1:1112-1445
KR559895.1:1112-1445 2b
MKBE7441.1:1112-1445 UK
MN562440.1:74-407 CPV2b
MN562441.1:74-407 CPV2b
MN562442.1:74-407 CPV2b
MN562443.1:74-407 CPV2b
MMN562443.1:62-298 CPV2b
MMN562442.1:62-298 CPV2b
MMN562441.1:62-298 CPV2b
MMN562440.1:62-298 CPV2b
MK867441.1:1100-1337 UK
MMN104185.1:1100-1337
KR559895.1:1100-1337 2b
MK8E7441.1:1009-1441 UK

86

£ MN104185.1:1009-1441
KR559895.1:1009-1441 2b
p KPE82515.1:1009-1441 2b
KPE82514.1:1009-1441 2b
KPE82512.1:1009-1441 2b
KJB813850.1:1009-1441
MK867441.1:1004-1450 UK
MN104185.1:1004-1450
KR559895.1:1004-1450 2b
KPE82515.1:1004-1450 2b
KP682514.1:1004-1450 2b ]
KPE82512.1:1004-1450 2b
KJB13850.1:1004-1450
P KJB13830.1:1004-1450
@ M20CDMX-7
28 @ M20CDMX-13
- @ M20CDMX-17
@ M20CDMX-10
KR611471.1:1004-1450
KR611466.1:1004-1450
MK076901.1:834-1266
KR611471.1:1009-1441
KR611466.1:1009-1441
18 MK076901.1:925-1162
MKO076901.1:937-1270
'KR611471.1:1112-1445
KR611466.1:1112-1445
| MF177269.1:3614-3851 Canine parvovirus 2b

76 | MG264078.1:1101-1338 Canine parvovirus 2b
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KC196079.1:1007-1414 Canine parvovirus 2c
MT458230.1:3521-3928
KC196094.1:1007-1414 2¢
MF177247.1:3521-3928 Canine parvovirus 2c
MF177283.1:3521-3928 Canine parvovirus 2c
MF177284.1:3521-3928 Canine parvovirus 2c
MF177285.1:3521-3928 Canine parvovirus 2c
MH106700.1:3791-4198 Canine parvovirus

e 1IN38936.1:209.616
20

34

NIN389740.1:247-554

NIN389736.1:247-554

14| MH106700.1:3829-4136

MF177285.1:3569-3866 2cUY

MF177284.1:3569-3866 2c UY

MF177283.1:3569-3866 2cUY

MF177247 1:3569-3866 2c Arg66
MT840289.1:3630-3857
MT840288.1:3630-3857
MT840290.1:3630-3857
MT840291.1:3630-3857
MT840292.1:3630-3857

- MT840293.1:3630-3857
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MT840294.1:3630-2857
MZ005306.1:348-575
MZ005308.1:348-575
MZ005309.1:348-575
W M20CDMX-4

W M20CDMX-11

MN389739.1:273-547

MK413750.1:3585-3859 CPV-2c

MK413749.1:3585-3859 CPV-2c

MK413747.1:3585-3859 CPV-2c

MK413746.1:3585-3859 CPV-2c
MK413744.1:3585-3859 CPV-2¢
MK413743.1:3585-3859 CPV-2c
MK348095.1:1071-1345 CPV-2¢
MN451690.1:3585-3859
MN104212.1:1071-1345

24

o [ M20CDHX-2
@ 1KY818856.1:947-1354 Canine parvovirus 2c MX-MEXT79
W M20CDMX-3

KY818856.1:985-1292 Canine parvovirus 2c MX-MEX79

MT585698.1:1045-1352 Canine parvovirus 2c

KT074323.1:190-497 Canine parvovirus b2



I M20CDMX-1
MK413750.1:3525-3928 CPV-2c
MK413749.1:3525-3928 CPV-2c
MK413747.1:3525-3929 CPV-2c
MK413746.1:3525-3929 CPV-2c
MK413744.1:3525-3920 CPV-2c
MK413743.1:3525-3929 CPV-2c
MK348095.1:1011-1415 CPV-2c/673/2014
MMN451690.1:3525-3929
MMN104212.1:1011-1415
MMN104194.1:1011-1415

B mM20CDMX-9
MK413750.1:3525-3948 CPV-2c
MK413749.1:3525-3848 CPV-2c
MK413747.1:3525-3948 CPV-2c
MK413746.1:3525-3948 CPV-2c
MK413744.1:3525-3948 CPV-2c
MK413743.1:3525-3848 CPV-2c
MK348095.1:1011-1434 CPV-2c
MM451690.1:3525-3948
MM104212.1:1011-1434
MM104194.1:1011-1434
KY818867.1 2c MX-HGO4

KY818877.1:949-1389 2c MX-MORS

KYB818887.1:949-1389 2c MX-QROS

MH480646.1:1009-1449 MX-DCR22/18

MHT05100.1:381-821 2c MX-GDL/54/7/14

MHT05101.1:381-821 2c MX-GDL/64/7/14

MHT05114.1:381-821 2c MX-ZAP/130/4/16

MHT05116.1:381-821 2c MX-ZAF/135/6/16

MHT05118.1:381-821 2c MX-ZAF/M50/3/117

MHT05124.1:381-821 2c MX-ZAP/MT8/6/17

M M20CDMX-8

MH480646.1:1103-1343 MX-DCR22/18

KYB818887.1:1043-1283 2c MX-QRO6

MH480649.1:116-356 MX-DCR23/18

MHT05100.1:475-T15 2c MX-GDL/54/7/14

MHT05101.1:475-T15 2c MX-GDL/G4/7/14

B M20CDMX-5

MHT05124.1:475-T15 2c MX-ZAP/MT8/6/17

MHT05122.1:475-T15 2c MX-ZAP/MG62/517

MHT05118.1:475-T15 2cMX-ZAP/150/3/17
MHT05116.1:475-T15 2c MX-ZAP/135/6/16
MHT05114.1:475-T15 2c MX-ZAP/130/4/16
KY818879.1:949-1389 2c MX-NAY1

10

S&
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[ 120CDMXB
MH705124.1:456-715 2c MX-ZAPMT78/6/17
MH708122.1:456-715 2c MX-ZAPM62/51T
MH705118.1:456-715 2c MX-ZAPM50/317
MH705116.1:456-715 2c MX-ZAPI135/6/16
MH705114.1:456-715 2c MX-ZAP130/4/16
MH705101.1:456-715 MX-GDL/G4/T/14
MH705100.1:456-715 2c MX-GDL/54/7/14
MH480649.1:97-356 MX-DCR23/18

MH480646.1:1084-1343 WMX-DCR22/18

KY818667.1:1024-1283 2c MX-QROG

MH705097.1:398-676 2c MX-GDL/46/5/14
1H480651.1:141-419 MX-DCR7318
MH705103.1:398-676 2c MX-GDL/91/5/15
MH705106.1:398-676 2cMX-GDL/1 11/9/15
MH705107.1:398-676 2c MX-GDL/189/8/17
MH709117.1:398-676 2c MX-ZAPA49/2/17

1N451684.1:3540-3818

ES

[

=N

MH705105.1:398-676 2c MX-GDL107/8/15

[ 120CDNX-16
MH705098.1:398-676 2c MX-GDL/51/6/14
KY821600.1:1026-1304 MX-DCR1/17

[ 1M20CDMX-18

MHT05124.1:485-596¢ MX-ZAP/178/6117
[ 120CDMX-14

MHT08117.1:431-708 2c MX-ZAPM48/217
MN451684.1:3573-3850
MHT05106.1:431-708 2c MX-GDL/111/9/15
MHT05107.1:431-708 2c MX-GDL/189/8/17
MHT05103.1:431-708 2c MX-GDL/91/5/15
MH480651.1:174-451 MX-DCRT73/18
MHT08097.1:431-708 2c MX-GDL/46/5/14
MG425966.1:65-342
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MK517990.1:1113-1224
1N451684.1:3627-3738
1N451686.1:3627-3738
MKBE7440.1:1113-1224 UK
MKB67442.1:1113-1224 UK
MKBET444.1:1113-1224 UK
MKBE7446.1:1113-1224 UK
MKBE7450.1:1113-1224 Ireland
MKB67452.1:1113-1224 UK



MG425965.1:12-350
MG425959.1:12-350
MG425966.1:12-350
IMH480651.1:121-458 MX-DCR73/18
MH705097.1:378-716 2c MX-GDL/46/5/14
MH705103.1:378-716 2c MX-GDL/81/5/15
MH705106.1:378-716 2c MX-GDL/111/8/15
MH705107.1:378-716 2c MX-GDL/188/8/17
MH705117.1:378-716 2c MX-ZAP/149/2/17
MN451684.1:3520-3858

M20CDMX-15
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MG425962.1:65-342
MG425965.1:65-342

M20CMDX-12
MMN451684.1:3625-3861
MHT05121.1:483-T19 2c MX-ZAP/158/4/17
MH705117.1:483-T19 2c MX-ZAP/149/2/17
MH705107.1:483-719 2cMX-GDL/M189/8/17
MHT05106.1:483-719 2c MX-GDL/111/9/15
MH705103.1:483-719 2c MX-GDL/81/5/15
MH705097.1:483-719 2c MX-GDL/46/5/14
MH480651.1:226-462 MX-DCR73/18
MH480648.1:1111-1347 MX-DCR56/18
MG425966.1:117-353

0.0050

Figura 2. Arbol de Protoparvovirus canino por maxima verosimilitud, basado en los aminoacidos
de la proteina estructural de la VP2. Las secuencias senaladas de color azul, representan el
subtipo 2c y la relacion que tienen cada una de ellas con las muestras obtenidas del GenBank.
Las secuencias sefialadas de color verde representan el subtipo 2b, relacionadas entre otras
muestras reportadas en el Gen Bank, localizadas en el Valle de México. Cada una de estas
muestras fue relacionada con un BLAST, para ver la relacion con otras muestras de
Protoparvovirus canino reportadas.

De las 18 muestras analizadas 4 fueron del subtipo 2b (22%) y 14 el subtipo 2c (78%),
por lo que la variante predominante que circula en los pacientes analizados en este

estudio corresponde al subtipo 2c. Ver cuadro 8.
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Cuadro 8. Subtipos obtenidos en las 18 muestras consenso.

ID MUESTRA Subtipo ID MUESTRA Subtipo
M20CDMX-1 2c M20CDMX-10 2b
M20CDMX-2 2c M20CDMX-11 2c
M20CDMX-3 2c M20CDMX-12 2c
M20CDMX-4 2c M20CDMX-13 2b
M20CDMX-5 2c M20CDMX-14 2c
M20CDMX-6 2c M20CDMX-15 2c
M20CDMX-7 2b M20CDMX-16 2c
M20CDMX-8 2c M20CDMX-17 2b
M20CDMX-9 2c M20CDMX-18 2c

Mutaciones

Se observaron mutaciones en dos muestras del subtipo 2c (M20CDMX-2 y
M20CDMX-3): se cambié un Acido aspartico por una Asparagina en la posicién
565 y en cinco de ellas (M20CDMX-2, M20CDMX-3, M20CDMX-12, M20CDMX-
14, M20CDMX-15) se observo el cambio de una Treonina a una Alanina en la
posicion 578. Ver cuadro 9. En los subtipos b se mantuvo la Serina en la misma

posicion.

Cuadro 9. Mutaciones en los aminoacidos encontradas en el subtipo ¢

Muestra N° codon Aminoacido original Cambio

M20CDMX-2

M20CDMX-3 965 Asp Asn

M20CDMX-2
M20CDMX-3
M20CDMX-12 578 Thr Ala
M20CDMX-14
M20CDMX-15
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Analisis descriptivo

Los cuatro pacientes que presentaron la variante 2b fueron machos y tenian un
rango de edad de entre 4 y 7 meses de edad, en cuanto a los resultados
hematoldgicos no se encontré una similitud en sus valores ya que cada uno de
ellos present6 diferentes rangos en el conteo de hematocrito leucocitos y
neutroéfilos. De los 14 pacientes que presentaron la variante 2c, 8 son machos y 6
hembras, todos de diferentes razas y con rangos de edad entre los 2 meses y un
afio de edad. El conteo de leucocitos va de un intervalo de 0.7 - 26.7 x10%L y en
cada uno de los pacientes el conteo mostr6 diferencia entre ellos y un conteo de
neutréfilos que tiene un intervalo amplio que va de 0.10 - 23.2 x10%L. No fue
posible realizar una comparacion entre los signos clinicos, hematocrito y valores
hematoldgicos de los perros que tenian la infeccién con el subtipo 2b y los del 2c,
debido a que solamente 4 perros eran del subtipo 2b y no se contaba con todos

los valores. Los datos de los 18 perros se muestran en el cuadro 10.

Cuadro 10. Datos de los pacientes, con sus valores hematologicos y el subtipo viral
reportado.

D Sub. Raza (meses) | Sexo | sc | MemEpenito | Leseagine | NeILy®
M20CDMX-7 2b Mestizo 4 M SD SD SD SD
M20CDMX-10 2b Pastor Aleman 4 M V,D 0.46 26.7 23.2
M20CDMX-13 2b Pug 5 M SD 0.44 3.2 0
M20CDMX-17 2b Dogo Aleman 4 M SD SD SD SD
M20CDMX-1 2c Chihuahuefo 7 M SD 0.46 0.7 0.1
M20CDMX-2 | 2c Labrador 4 M | vD SD sD SD

Dorado
M20CDMX-3 2c Schnauzer 8 M V,D 0.45 4.2 2.4
M20CDMX-4 2c Schnauzer 4 H SD 0.38 2.1 1.3
M20CDMX-5 2c Chihuahuefo 12 H SD 0.52 13.8 12.3
M20CDMX-6 2c Schnauzer 4 M SD 0.50 2.1 1.3
M20CDMX-8 | 2c | Cocker Spaniel 2 Ho | VPAL o038 9.2 7.7
M20CDMX-9 2c Pastor Aleman 5 M SD 0.19 22.9 15.1
M20CDMX-11 2c Mestizo 12 H GH, F 0.59 0.2 0.1

N
(Y]




M20CDMX-12 2c Akita 3 H V, A SD SD SD
M20CDMX-14 2c Mestizo 4 M SD 0.38 7.2 4.8
M20CDMX-15 2c Mestizo 5 M SD 0.38 14.4 11.6
M20CDMX-16 2c Pitt Bull 2 M SD 0.42 1.1 0.1
M20CDMX-18 2c Mestizo 3 H SD 0.41 79 5.5

M: Macho, H: Hembra, V: Vomito, D: Diarrea, A: Anorexia GH: Gastroenteritis Hemorragica, F: Fiebre, SD: sin dato,
SC: signos clinicos

Discusion

En este estudio se secuenciaron 18 muestras de CPV-2 obtenidas de clinicas y
hospitales veterinarios del Valle de México y se determind que la variante
predominante fue la 2c. Lo anterior concuerda con lo reportado por Pedroza-
Roldan et al (22), quienes en el 2015 reportaron que la variante 2c predominaba
en Guadalajara Jalisco, tras analizar 24 muestras. En el 2018 se realiz6 otra
investigacion por Faz Mirna et al (29) a partir de un muestreo en 5 zonas
geograficas que abarcaban 13 estados de México (Querétaro, Guanajuato,
Nayarit, Hidalgo, Sonora, Aguascalientes, Tamaulipas, Morelos, Baja california
Norte, Michoacan, Yucatan, Puebla y Estado de México). En dicho estudio, se
analizaron 50 muestras y se encontraron dos variantes: la 2c (78%) y la 2b (22%));
en el estudio concluyen que la primera provenia de Europa (ltalia y Alemania) y la

segunda de Estados Unidos.

Conocer la diversidad de las variantes que circulan en el mundo es relevante,
pues distintos estudios han demostrado que las mutaciones generan cambios
antigénicos en el virus que modifican su virulencia y con ello la presentacion
clinica de la enfermedad; ademas, la proteccién de ciertas vacunas puede verse
disminuida si la variante circulante no coincide con la vacunal. En este sentido,

desde que en 1978 se reportd la aparicion de CPV-2, provocando cuadros
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Gastroentéricos en cachorros, el virus se ha ido modificando: en 1979 surgié la
primera variante CPV-2a y afios después (1984) la CPV-2b. Estas dos variantes

desplazaron a la original, tanto en cachorros como en perros adultos (17).

En el 2000 se reporto6 en ltalia la aparicién de una tercera variante CPV-2c que, en
la mayoria de los paises, ha desplazado a CPV-2a. Esta presenta una mutacion
entre las posiciones 93 y 300, es altamente contagiosa, y ha logrado logrando una
mejor union al receptor de la célula blanco (16). En Asia todavia se detecta la
variante CPV-2a (22), mientras que en Africa (Nigeria Sudafrica, Tanzania y
Tusinia) circulan las tres: CPV-2a, CPV-2b y CPV-2c (18). En otros estudios de
Ameérica central se también se menciona a la variante 2c como la causante del 54
% a 96% de los casos de CPV-2 (23) y en América latina se han reportado tanto la

variante CPV-2b como la CPV-2c (29).

La mutacion del virus en su proteina de capside VP2, ha permitido su adaptacion a
distintas especies; asi, la variante CPV-2 surgi6 por la mutacion en la posicion 323
le dio la capacidad de infectar caninos y mutaciones en la posicion 87 y 305
pueden recuperar la capacidad de infectar a felinos (17). Ademas, las mutaciones
en la posicidon 426 son las responsables del surgimiento de nuevas variantes; por

lo que identificar cambios en esta region es de suma relevancia.

En este estudio se encontraron mutaciones en dos muestras del subtipo 2c
(M20CDMX-2 y M20CDMX-3): se cambié un Acido aspartico por una Asparagina
en la posicion 565; y en cinco de ellas (M20CDMX-2, M20CDMX-3, M20CDMX-12,

M20CDMX-14, M20CDMX-15) se observo el cambio de una Treonina a una
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Alanina en la posicion 578. Estas no han sido reportadas en otros articulos, por lo
que en futuros trabajos habria que estudiar si estas mutaciones podrian generar
cambios en la proteina VP2, en la viremia o alteraciones en la presentacion de la
enfermedad (lo cual no fue posible realizar, por la cantidad de muestras que se
trabajaron en el estudio). Se reporta en Ecuador que la variante CPV-2c; presenta
cambios en la posicidn 514, una de las regiones mas antigénicas de la proteina
VP2, pero aparentemente ninguna esta asociada a interferencia en la funcion de la

capside viral o a un cambio estructural (31).

Los aislamientos encontrados en nuestro estudio tienen una relacion estrecha con
muestras que fueron aisladas en otras partes de México y Argentina (ver Figura 2).
En el caso de la variante 2b se encontré una homologia con muestras aisladas de
Inglaterra, pero también ejemplifica una politomia porque no hay una cercania

para saber si estan emparentados.

Una excelente forma de controlar las enfermedades infecciosas es con ayuda de
la vacunacion y en concordancia con la prevalencia de la enfermedad en la zona
en donde se encuentre el animal. En el caso de Protoparvovirus canino en algunos
programas de vacunacion de medicina preventiva se recomienda a los propietarios
contemplar una vacunaciéon anual. Sin embargo, pocas veces se hace el analisis
sobre si las variantes circulantes coinciden con las cepas vacunales. En el caso de
México, casi todas las vacunas comerciales tienen solamente la variante CPV-2b y
CPV-2a, excepto Nobivac que contempla la CPV-2c, para su protocolo de
vacunacion (32); esto es relevante, pues como ya se menciono la variante

predominante en nuestro pais es esta ultima y si los médicos no contemplar
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vacunar con biolégicos que la incluyan, podria haber una menor proteccion
conferida por la vacunacién. En este sentido, en el estudio de Faz Mina (29) se
relacionaron las secuencias vacunales reportadas en el Gen Bank con las
variantes aisladas en los perros y concluyeron que ninguna de las muestras tiene
un 100 % de homologia entre ellas o con las cepas de vacunas comerciales
distribuidas en México, lo que las hace variantes exclusivas del pais. Spibey y
Greenwood realizaron una investigacion en el afno 2007 en lItalia en el que
comprobaron que existe una antigenicidad cruzada con vacunas de CPV-2 virus
atenuado de las variantes a y b, o si la vacuna de Nobivac con la variante CPV-2c
conferia una proteccion eficaz; para ello utilizaron perros sanos vacunados entre
las 8-10 semanas de edad y desafiados un mes después con la variante CPV-2c,
y demostraron que los animales vacunados pueden tener una proteccion contra la
variante CPV-2c que ellos aislaron y que el titulo de excrecién viral por heces es
bajo en comparaciéon con los animales no vacunados. Pero también observaron
que la mitad de los animales del grupo control no vacunados sobrevivieron,
indicando que esta fue por la respuesta inmune del propio animal (30). Por otro
lado, en el estudio de la Torre et a/ (31) se encontré que los animales que fueron
positivos a la variante 2c no contaban con un cuadro de vacunaciéon o este estaba
incompleto, por lo que solamente pudieron relacionar la enfermedad con la falta de

medicina preventiva.

La proteccion conferida por las vacunas también podria estar influenciada por la
edad a la vacunacion, Prittie menciona la interferencia de los anticuerpos

maternos por protocolos de vacunacién a temprana edad y propone que esto
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Podria ser la causante de que varios de los perros vacunados adquieran
Parvovirus canino; otra propuesta es los cuadros de vacunacion incompletos y la
falta de vacunacion en los animales susceptibles por condiciones insalubres (7).
Faz Mina y colaboradores también mencionan que el 32% de los perros
muestreados fueron vacunados al menos una vez, reportando que la
susceptibilidad a Protoparvovirus canino pudo ser una interferencia con los
anticuerpos maternos y que esta vacunacion no les confiriera una proteccion

adecuada (29).

Finalmente, los cuatro pacientes que presentaron la variante 2b tenian un rango
de edad de entre 4 y 7 meses de edad; mientras que los 14 pacientes que
presentaron la variante 2c, variaban entre los 2 meses y un afo; no se pudo
correlacionar ni la edad, ni otras variables (como el hematocrito leucocitos y
neutréfilos) con la variante encontrada. Los rangos de edad que presentaron los

animales de este estudio coinciden con los reportados por De la Torre et al (31).

Conclusion

Esta investigacibn nos muestra que entre los anos 2019-2020 la variante
predominante en el Valle de México es el subtipo 2c, y que estas secuencias
tienen una relacion estrecha con aislados en otras partes de México y Argentina.
En el caso de la variante 2b se encontré una homologia con muestras aisladas de
Inglaterra, pero también ejemplifica una politomia. Las variantes encontradas
mostraron mutaciones en la posicion 578 y en la posiciéon 565 que no han sido

reportadas en otros articulos.
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Prospectiva

Una prospectiva de este estudio seria realizar un mayor numero de muestreos
para determinar si las mutaciones encontradas son consistentes en México y
analizar qué cambios podria generar en la proteina VP2, asi como la posible
correlaciéon con la presentacién de signos clinicos, hallazgos hematolégicos o

virulencia.
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