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lll.  Resumen

Las gastroenteritis infecciosas son una causa comun de consultas veterinarias,
pueden ser causadas por diversos patdgenos; virus, bacterias, parasitos o la
combinacion de estos (Gizzi, 2014), sin embargo solo parvovirus canino tipo 2 (PVC-
2) se ha posicionado como el patégeno principal que se diagnostica con mayor
frecuencia en los problemas gastroentéricos, existen diversos factores de
importancia para la variabilidad de los cuadros clinicos de parvovirus canino, se ha
mencionado que uno de estos factores es la asociacibn con otros virus

gastroentéricos, como coronavirus canino y rotavirus canino (Rimmelzwaan, 1991).

En la parte 1 del trabajo se realiz6 un tamiz para determinar si algunos de los virus
gastroentéricos presentes en otras partes del mundo se encontraban circulantes en
pacientes con cuadros gastroentéricos asociados a parvovirus. Se tomaron 29
pacientes caninos con algunos criterios de inclusion (material y métodos) de los
cuales se obtuvieron los siguientes resultados: de 29 perros, 11 fueron positivos a
parvovirus canino por el método de PCR simple, 9 fueron positivos a rotavirus
canino por el método de RT-PCR, 6 fueron reactivos a coronavirus canino por el
meétodo de ELISA indirecta. 1 perro presento salmonella ssp. 2 fueron negativos a
parvovirus, coronavirus, rotavirus, presentaban cuadro gastroentérico y fueron
positivos a distemper canino. Parvovirus y rotavirus fueron los patdogenos mas
comunes en esta poblacion canina. Por lo tanto, para la segunda parte del trabajo,

solo se realizd el diagnostico de parvovirus y coronavirus, para analizar el
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comportamiento de algunos signos clinicos de los pacientes en infecciones por un

solo virus o en co- infeccién.

En la parte 2 de la investigacién se hizo el diagnostico a 50 perros, solamente para
parvovirus y rotavirus, debido a que fueron los patégenos que se encontraron con
mayor presencia en la parte de este estudio. Los resultados arrojados fueron los
siguientes: De los 50 perros, 82% (45/50) fueron positivas para al menos uno de los
dos virus, especificamente, 60% (27/45) fueron positivas solamente para
parvovirus, 8% (7/45) fueron positivas sé6lo para el rotavirus y el 14% (11/45) fueron
co-infectados. Cinco muestras no fueron positivas, ya sea para el parvovirus o
rotavirus. Los signos clinicos de rotavirus fueron menos severos que las de
parvovirus; perros infectados con rotavirus exclusivamente, muestran dolor
abdominal, letargo, vomito, diarrea mucoide y en algunos casos leucocitosis. Sin
embargo, en los perros coinfectados observamos sintomas gastrointestinales
graves, ademas de la leucopenia, la panleucopenia, diarrea mucoide o hemorragico,
vomitos y letargo. En este estudio reportamos por primera vez que rotavirus canino
se encuentra circulando entre la poblacion de perros de una regién de México, se
observ6 asociado con el patégeno mas frecuente que es parvovirus pero también
se encontré en otras asociaciones mixtas con coronavirus. Cumpliendo nuestra
hipotesis inicial que decia que en perros del Estado de México se encuentran
circulando rotavirus y coronavirus en asociacion con parvovirus, produciendo

cuadros gastrointestinales.
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IV.  Abstrac

Infectious gastroenteritis is a common cause of veterinary practices, they can be
caused by various pathogens; viruses, bacteria, parasites or a combination of these
(Gizzi, 2014), however, only canine parvovirus type 2 (CPV-2) has been positioned
as the main pathogen that most often diagnosed in the gastroenteric problems, there
are several factors importance to the variability of the clinical features of canine
parvovirus, mentioned that one of these factors is the association with other
gastroenteric viruses such as canine coronavirus and canine rotavirus

(Rimmelzwaan, 1991).

In part 1 of a screen work we were performed to determine if some of the
gastroenteric viruses in other parts of the world were circulating in patients with
gastroenteric pictures associated with parvovirus. 29 canine patients took some
inclusion criteria (materials and methods) of which the following results: 29 dogs, 11
were positive for canine parvovirus by the method of simple PCR, 9 were positive
for canine rotavirus by the method RT-PCR, 6 were reactive to canine coronavirus
by indirect ELISA method. 1 dog presented salmonella ssp. 2 were negative for
parvovirus, coronavirus, rotavirus gastro box had tested positive for canine
distemper. Parvovirus and rotavirus were the most common pathogens in the canine
population. Therefore, for the second part of the work, only the diagnosis of
parvovirus and coronavirus was performed to analyze the behavior of some clinical

signs of patients in a single virus infection or co-infection.
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In Part 2 of the investigation the diagnosis was 50 dogs, only to parvovirus and
rotavirus, because the pathogens were found with greater presence in the part of
this study. The cast results were as follows: Of the 50 dogs, 82% (45/50) were
positive for at least one of the two viruses, specifically, 60% (27/45) were positive
only for parvovirus, 8% (7 / 45) they were positive for rotavirus and only 14%
(11/45) were co-infected. Five samples were not positive for either rotavirus or

parvovirus.

Clinical signs of rotavirus were less severe than those of parvovirus; exclusively
infected with rotavirus, dogs show abdominal pain, lethargy, vomiting, mucoid
diarrhea and sometimes leukocytosis. However, in co-infected dogs we observe
severe gastrointestinal symptoms, besides leukopenia, panleukopenia, mucoid or

hemorrhagic diarrhea, vomiting and lethargy.

In this study we report for the first time canine rotavirus is circulating among the
dog population of a region of Mexico, was observed associated with the most
common pathogen parvovirus but is also found in other joint ventures with
coronavirus. Fulfilling our initial hypothesis saying that in dogs Mexico State are
circulating rotavirus and coronavirus in association with parvovirus, causing

gastrointestinal problems.
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V. Introduccion general
Las gastroenteritis infecciosas son una causa comun de consultas veterinarias,
pueden ser causadas por diversos patdégenos, como virus, bacterias, parasitos o la
combinacion de estos (Gizzi, 2014), sin embargo parvovirus canino tipo 2 (PVC-2)
se ha posicionado como el patdgeno principal que se diagnostica con mayor
frecuencia en los problemas gastroentéricos (Pérez, 2014), (Mochizuki, 2001). PVC-
2 es un virus de ADN de cadena sencilla, no envuelto, tiene un diametro de 25 nm,
con un genoma de alrededor de 5000 nucleétidos, posee tres genovariantes, PVC-
2a, PVC- 2b y PVC- 2c, estas genovariantes se distribuyen en el mundo, pero se
menciona que PVC- 2c es la genovariante predominante en muchos paises,
incluyendo a México (Decaro, 2008), (Roldan, 2015). Actualmente, existe discusion
en cuanto a las caracteristicas clinicas de la enfermedad relacionadas con las
diferentes genovariantes; para algunos autores no existe diferencia clinica en las
infecciones con las diferentes genovariantes, sin embargo otros investigadores
dicen que los cuadros clinicos son diferentes dependiendo de la genovariante con
la que se infecten los perros (Prittie, 2004). A pesar de estos argumentos, la
sinologia clinica de parvovirus canino se ha descrito desde su aparicion (Goddard,
2010), y se menciona comunmente que en los cuadros clinicos tipicos, los perros
cursan con fiebre, anorexia, letargia, depresion, vémito, diarrea mucoide o
hemorragica y leucopenia (Meunier, 1985),(Decaro, 2007), (Shoeman,2013), sin
embargo otros estudios indican que los signos clinicos no se han mantenido

estables desde la aparicion del PVC-2 hasta ahora, y pueden encontrarse de
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manera variable, dependiendo de cada paciente, afectando no solo a cachorros,
sino también a perros adultos, teniendo como resultado que actualmente se

identifiquen cuadros clinicos tipicos y atipicos de parvovirus (Lamm,2008).

Otro factor de importancia para la variabilidad de los cuadros clinicos en parvovirus
canino es la asociacion con otros virus gastroentéricos, como coronavirus canino y

rotavirus canino (Rimmelzwaan, 1991).

Respecto a Coronavirus canino (CVC) se sabe que pertenece a la familia
Coronaviridae, del género Alphacoronavirus (ICTV, 2015), es un virus de ARN, de
una sola hebra que tiene un genoma de 27 a 32 kb (Pratelli, 2006), a pesar de que
este virus es causante de infeccion gastrointestinal en perros, no existen datos de
Su presencia en México, pero los reportes de otros paises indican que se manifiesta
con letargia, anorexia, vomito, y diarrea. A menudo se puede encontrar en las
infecciones con bacterias como Salmonella ssp. parasitos y virus, tales como
parvovirus canino (PVC), esta asociacién puede llegar a causar la muerte del

animal, debido a la complicacién de los cuadros clinicos. (Decaro, 2008).

Los rotavirus han sido ampliamente estudiados en nifios, pero hasta ahora no
existen datos de la presencia de Rotavirus canino (RVC) en México, sin embargo
también se han reportado en co-infecciones por PVC y CVC en otras partes del
mundo (Mochizuki, 2001). Rotavirus es virus de RNA de doble cadena,
aproximadamente mide de 60 a 75 nm de diametro, sin envoltura y con un genoma

segmentado (Mihalov, 2015), pertenece a la familia Reoviridae, genero Rotavirus
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(ICTV, 2015). La gastroenteritis es mas comun en cachorros de menos de 4 meses
de edad (Yesilbag, 2007). Los rotavirus afectan a las células epiteliales maduras en
la punta de las pequefias vellosidades intestinales, lo que tiene una leve a moderada

atrofia de vellosidades y diarrea acuosa a mucoide (Mosallanejad, 2014).

La identificacion de las co-infecciones en los perros que presentan parvovirus
canino es importante para determinar el prondstico y disefiar estrategias en su
tratamiento y profilaxis. Aunque en otros paises se han detectado patdégenos
gastroentéricos de manera individual con técnicas como PCR, ELISA, cultivos
bacteriolégicos etc. un diagnostico para PVC-2 y algunos virus asociados (CVC y
RVC) no se ha descrito en México, tampoco se sabe si las asociaciones virales y
bacterianas (salmonella ssp.) con PVC-2 pueden causar la complicacion de los

cuadros clinicos.

10
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1. Parvovirus canino

1.1 Etiologia

"Parvo" significa pequefio en latin (virus pequefio) (Murphy, 1999). Parvovirus
canino tipo 2 (PVC-2) es un virus de ADN descrito por primera vez en 1978 y
actualmente es considerado como el principal patégeno viral que causa
gastroenteritis en los caninos (Carmichael, 2005). Se ha reportado en diferentes
partes de América y Europa, se describe como un virus con alta morbilidad (100%),
una mortalidad de hasta 10% en perros adultos y 91% en cachorros (Prittie, 2004).
PVC-2 presenta una serie de genovariantes conocidas como PVC-2a, 2b y 2c
(Nandi, 2010), estas genovariantes se distribuyen en el mundo, pero se sabe que
PVC- 2c es la genovariante predominante en la mayoria de los paises (Decaro,
2008), en México un estudio mostro que PVC-2c es la genovariante dominante

actual (Roldan, 2015).

11
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1.2 Taxonomia

Siguiendo la clasificacion del Comité Internacional de Taxonomia de Virus o ICTV
(International Commitee on Taxonomy of Virus) (http://ictvonline.org/) los parvovirus

se clasifican de la siguiente manera:

Tabla 1. Clasificacion jerarquica de parvovirus canino

Familia Subfamilia Genero Especie Subespecie

Parvovirus
Parvoviridae Parvovirinae  Protoparvovirus de los Parvovirus canino
carnivoros

tipo 1

Fuente: Elaboracion propia con datos de ICTV, 2015

1. 3 Morfologia del virus

PVC-2 conserva una simetria icosaédrica, es un virus sin envoltura, de sentido negativo
gue tiene un tamafo de 5.2 Kb, su capside mide 25 nm de diametro y envuelve una
sola molécula lineal de ADN (Hoelzer y Parrish, 2010). El viribn estd compuesto por
tres proteinas (VP1, VP2 y VP3), a pesar de las diferencias en las formas de las
proteinas y la baja homologia entre algunos de los virus, ahora se sabe que varios
elementos estructurales destacados en la superficie de la capside son comunes en la

mayoria de los parvovirus. Estos incluyen regiones elevadas en los ejes quintuples de

12
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simetria, que en algunos virus podrian formar un poro en la capside, regiones
deprimidas denominados (cafiones) que rodean los ejes quintuples, uno o tres
protuberancias en torno a los ejes triples de simetria (espiculas triples o espiculas) y
las regiones deprimidas (depresiones) en los ejes de doble simetria (Figura 1.) (Parrish,
1999).

Figura 1. Modelo de la superficie de la capside de CPV, se muestran sus
elementos estructurales, una unidad asimétrica de la capside

Fuente: Modificado de Parrish, 1999.

1. 4 Propiedades del virion

PVC-2 tiene tres proteinas estructurales (VP1, VP2 y VP3) y dos proteinas no
estructurales (NS1 y NS2), VP2 de (64 kDa) es el componente principal, representa
el 90% de la capside viral, lo que constituye el principal determinante de interaccion

virus-huésped, VP3 se deriva de VP2 (Decaro, 2008).

Se conoce gque las capsides se ensamblan a partir de un total de 60 copias de la
VP1y VP2, con cerca de 5 - 6 copias de VP1 y 54 - 55 copias de VP2 (Decaro,

13
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2008). VP1 contiene la secuencia de VP2 de longitud completa, mas un dominio

adicional N-terminal (Parrish, 2003).

La particularidad de la capside de parvovirus esta en ser altamente antigénica y
jugar un rol importante determinando el rango del hospedador y su tropismo hacia
los tejidos (Truyen, 2006). Practicamente todas las diferencias bioldgicas entre
Parvovirus canino y parvovirus felino son determinadas por la capside viral, esto se
explica porque ciertas mutaciones de diversos residuos de aminoécidos (93 y 103,
299, 300, 301 y 323) limitan la gama de huéspedes de PVC-2 y estan situados en
la regién de las triples espiculas. Los residuos 93, 103 y 323 que hacen la diferencia
entre PVC y PVF determinan la capacidad de replicarse en células caninas

(Miranda, 2015).

1. 5 Genoma viral

Los parvovirus son tanto pequefios como genéticamente simples (Parrish, 2003). El
genoma de PVC-2 es una sola cadena de ADN, de aproximadamente 5000
nucleétidos que tienen dos marcos abiertos de lectura (ORFs) que resultan en la
expresion de dos proteinas estructurales (VP1 y VP2) y dos proteinas no
estructurales (NS1y NS2) a través de empalme alternativo del RNAm viral (Parrish,

1999). Sélo la cadena de ADN se empaqueta en la capside.

Una region no codificante cerca del extremo derecho del lado del genoma que

contiene un nuamero variable de secuencias repetidas directas, y hay horquillas
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palindromicas en cada extremo del genoma que se utilizan en la replicacion del ADN

viral (Agbandje, 1995).

El genoma tiene palindromos terminales de 150 bases. Los promotores en las
unidades del mapa gendémico 4 y 40 dan lugar a (R1 + R3) para las proteinas no
estructurales (NS) y proteinas de la capside (VP), respectivamente. NS1y NS2, y
VP1 y VP2 se forman por corte y empalme alternativo del mismo RNAm. Tres
secuencias en el extremo 50 del genoma pueden estar presentes como copias

simples o multiples. (Figura. 2).

Figura 2. La estructura genética del genoma de CPV. ADN gendmico de
parvovirus canino y su estrategia de transcripcion

P40

Fuente: Parrish, 1999.
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1. 6 Replicacion viral

La replicacion del virus tiene lugar en los nacleos celulares y requiere de células en
rapida division, de los tejidos hematopoyéticos e intestinales de animales jovenes y
adultos (Decaro, 2007). La infeccion viral se da en células susceptibles y comienza
con la unién al receptor en la membrana plasmaética, el receptor para parvovirus
canino es el receptor de tranferrina, la introduccion a la célula se da por endocitosis
(Shackleton, 2005). La replicacion de parvovirus esta intimamente relacionada con
la replicacion celular, debido a que ocurre solo en células que se encuentran en la

fase S mitotica del ciclo celular (MacLachlan, 2011).

Una vez dentro de las células, los viriones pasan a través de las vias endosomales
dentro del citoplasma incluyendo al endosoma temprano y tardio, no se tiene claro
cémo se lleva a cabo la salida de las particulas del sistema endosomal, sin embargo
la proteina VP1 del virus contiene una fosfolipasa A2 en su region Unica N-terminal
gue puede estar involucrada en la modificacion de la membrana endosomal, lo que
facilita la liberacion de la capside. Posteriormente, las particulas que entran en el
citoplasma son transportadas al poro nuclear y la particula entra al nicleo donde se
lleva a cabo la replicacién viral (Buonavoglia, 2001).

Como se describid anteriormente la replicacion del ADN viral y el ensamble de la
capside tienen lugar en el nucleo y es necesaria la fase S del ciclo celular de la

célula huésped para llevar a cabo este proceso, debido a que el ADN viral necesita
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la maquinaria de replicacion de la célula anfitriona porque el virus no codifica alguna
enzima que tenga esta funcion , por lo tanto las ADN polimerasas celulares replican
el ADN viral para formar intermediarios de ADN doble cadena el cual se utiliza como
molde para la transcripcion de los ARNm virales (Kang, 2008).

El empalme alternativo da lugar a varios tipos de RNAm que se traducen en cuatro
proteinas principales y otras proteinas adicionales pequefias que no se encuentran
bien caracterizadas (Decaro, 2008). EI RNAmM mas abundante se encuentra
codificando un marco abierto de lectura hacia el extremo 5 que codifica las
proteinas estructurales, el extremo 3" del genoma codifica las proteinas no
estructurales (NS1) que tienen diversas funciones como: 1) unirse al extremo 5’ del
ADN viral durante la replicacién, 2) Servir como una helicasa de ADN durante la
replicacion y el empaquetamiento de ADN, 3) Funciona como un sitio de corte en
una hebra simple de ADN, 4) Mediacion de la detencién de la célula en la fase G1
del ciclo celular. EI mecanismo de replicacion del genoma es descrito como un
modelo de horquilla, se considera un mecanismo complejo por lo que existen varios

detalles que todavia no se estdn muy claros (Calderon, 2009).

1. 7 Epidemiologia

Se han presentado diferentes teorias sobre el origen de PVC, algunos autores
sostienen que parvovirus canino surgidé como una variante del virus de la
panleucopenia felina (VPF) mediante una mutacion directa, otra teoria indica que

surgié de una mutacion sobre el virus de la vacuna que era utilizada inicialmente
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para proteger a los perros de la infeccion, sin embargo existe una tercer teoria que
dice que el virus se originé a partir de un ancestro viral que se encontraba en
carnivoros silvestres (Truyen,2006). La hipdtesis mas comun y relevante es la que
afirma su origen a partir de la evolucidon en mutaciones que se originaron a partir de

la panleucopenia felina (figura 3) (Hoelzer, 2010).

Figura 3. Comprension actual de la evolucion CPV

Fuente: Tomada de Hoelzer, 2010.

AuUn existen especulaciones respecto al origen de parvovirus canino, pero se han
descrito mediante los diversos brotes, por ejemplo; se refiere que durante la década
de 1970, se present6 una nueva enfermedad infecciosa en los cachorros, que tenia
como caracteristica principal ser una enfermedad gastroentérica y con algunos
casos de miocarditis, en diversas partes del mundo se observaba por microscopia

electrénica un pequefio y redondo virus sin envoltura en las muestras de heces y en
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los tejidos de los animales afectados, se design6 con el nombre de virus diminuto
de los caninos (PVC) al cual se le considero responsable de la muerte neonatal en
cachorros ( Rezabebek, 2008; Mojan, 2010). Mas tarde se le dio el nombre de

parvovirus canino tipo 1 (PVC-1) (Lamm, 2008).

Posteriormente, en el afio de 1978 parvovirus canino tipo 2(PVC-2), fue reconocido
como el agente causal de una epizootia severa de gastroenteritis en perros,
caracterizada por depresion, pérdida de apetito, vomito, diarrea mucoide o
hemorragica y leucopenia (Carmichael, 2005; Gallo, 2009; Decaro, 2008). Fue hasta
1980 que la cepa original PVC-2 evoluciona hacia el tipo 2a (PVC-2a),
posteriormente, en 1984 apareci6 otra variante designada tipo 2b (PVC-2b) ambas
identificadas mediante anticuerpos monoclonales (Truyen, 2006). Por dltimo, en
Italia en el afio 2001 fue detectada una nueva genovariante, PVC-2c que ya ha sido
identificada en otros paises europeos asi como en Asia, Africa y México

(Buonavoglia, 2001, Gallo, 2009).

1. 8 Patogenia

La transmisidén ocurre por la via fecal-oral, después de la exposicién al virus en las
heces o vomito, o el virus que persiste en fémites (Sykes, 2015). Durante los
primeros 2 dias después de la ingestidn, la replicacion viral se produce en la
orofaringe y el tejido local linfoide, mesentérico y se disemina a las criptas

intestinales del intestino delgado por viremia; que se produce por el tercero a quinto
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dia después de la infeccion, con la orientacion preferentemente a tejidos con rapida
division celular (Smith, 1997). La viremia es considerable en el plasma uno a cinco
dias después de la infeccion. Posterior a la viremia el virus se localiza
predominantemente en el epitelio que recubre la lengua la mucosa oral y del
estfago y en intestino delgado y tejido linfoide como timo, ganglios linfaticos y
medula 6sea (Hoskins, 2000). Las células epiteliales de las criptas intestinales
maduran en el intestino delgado y después migran del epitelio germinal de criptas
intestinales a las puntas de las vellosidades. Al llegar a estas ultimas, las células
epiteliales intestinales adquieren su capacidad de absorcién que es necesaria para
la asimilacion de nutrientes. Sin embargo, parvovirus canino infecta el epitelio
germinal de las criptas intestinales, consecuentemente, origina la destruccion y
colapso del epitelio, como resultado se deteriora el repuesto normal de las células
y se acortan las vellosidades. PVC-2 también destruye precursores activos de los
leucocitos circulantes y las células linfoides (Prittie, 2004). Por lo tanto, se sabe que
en infecciones graves los resultados suelen ser neutropenia y linfopenia. Otras
complicaciones son las causadas por infecciones bacterianas secundarias de
microflora gram negativa y anaerobia causan dafio intestinal, bacteremia,
endotoxemia y coagulacion intravascular diseminada (Hoskins, 2000; Goddard y
Leisewitz, 2010). Las células mas afectadas en los cachorros son los tejidos
linfoides, epitelio intestinal, médula ésea, y el corazén. La miocarditis se produce
sélo si los recién nacidos se ven afectados durante el periodo de rapida proliferaciéon

de células del miocardio (que comienza en el Gtero y se concluira en las primeras 2
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semanas de vida). Esta ultima forma de la infeccion por PVC-2 es raro hoy en dia
debido a la inmunidad de la poblacion y la proteccién de los anticuerpos maternos

(Martin, 2002) (Prittie, 2004).

1.9 Semiologia

Los signos clinicos iniciales que estan asociados con la gastroenteritis por PVC-2
son inespecificos, pueden incluir de manera general solo anorexia, depresion y
fiebre (Prittie, 2004). Los cachorros pueden presentar signos como vomitos y
desarrollan diarrea mucoide o hemorragica y leucopenia dentro de 24-48 horas
después de los signos clinicos iniciales (Schoeman, 2013). La pérdida de fluidos a
través del tracto gastrointestinal puede resultar en una deshidratacion grave que
puede causar un shock hipovolémico, una azoemia prerrenal y posible complicacion
con insuficiencia renal aguda (Sellon, 2007). Actualmente los signos clinicos de
parvovirus canino no se han mantenido estables y dependeran también del estado
general del animal o de la presencia de co-infecciones con otros virus o bacterias

(Hoskins, 2000).

1. 10 Lesiones histopatoldgicas

Los parvovirus causan una amplia gama de cambios histologicos que varian de

minimos a severos. En la necropsia, el hallazgo mas comun es la enteritis segmentaria,

la serosa de las zonas afectadas es a menudo de color rojo oscuro aspero y la mucosa

suele ser lisa y vidriosa debido a la pérdida de las vellosidades. Los pequefios

contenidos intestinales pueden variar de mucosa amarilla o hemorragica (Decaro,
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2008). Los segmentos de intestino se ven afectados de forma variable. El virus infecta
normalmente el intestino delgado proximal y progresa por el intestino delgado. El
intestino grueso es raramente afectado (Patrelli, 2009). En los casos agudos, hay
necrosis multifocal de las criptas y cuerpos de inclusion intranucleares se observan con
frecuencia en el intestino. A medida que la enfermedad progresa, se produce una
pérdida de la arquitectura de la cripta con pérdida de vellosidades, fusién, o
desprendimiento. Aunque el intestino delgado tiene los cambios histolégicos mas
llamativos, también inclusiones virales se pueden apreciar en una variedad de 6érganos,
especialmente el corazén, por lo tanto, de manera poco comuin se puede observar
miocarditis con cuerpos de inclusion intranucleares se puede ver en una fraccion de los

casos, especialmente en los animales mas jovenes (Goddard, 2010).
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2. Coronavirus

2.1 Etiologia

El coronavirus es un virus envuelto, monocatenario de ARN, causante de
enfermedad respiratoria y enfermedad gastroentérica en los mamiferos y las aves.
En los perros, tres variantes de coronavirus se ha descrito hasta el momento;
Coronavirus canino (CoVC) tipo | (CoVC-I) y tipo 1l (CoVC-II), que pertenecen al
antiguo grupo antigénico 1 (Decaro, 2008) (Buonavoglia, 2011), recientemente

clasificado como un nuevo género denominado Alphacoronavirus (Carstens, 2009).

2.2 Taxonomia

Siguiendo la clasificacion del Comité Internacional de Taxonomia de Virus o ICTV
(International Commitee on Taxonomy of Virus) (http://ictvonline.org/) los

coronavirus caninos se clasifican de la siguiente manera:

Tabla 2. Clasificacion jerarquica de coronavirus canino

Familia Subfamilia Especie Subespecie

Nidoviral Coronaviridae Coronavirine Alfacoronavirusl Coronavirus

canino

Fuente: ICTV, 2015.
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2. 3 Morfologia del virus

Los coronavirus son mas o menos esféricos y moderadamente polimérficos, los
viriones tipicamente tienen didmetros medios de 80 a 120 nm. Las espiculas de la
superficie o peplomeros de estos virus, se han descrito en forma de pera, o en forma
de pétalo de 17-20 nm de la superficie del virion (McIntosh, 1974), tienen una base
delgada que se hincha a una anchura de aproximadamente 10 nm en el extremo

distal del virion.

Las proteinas estructurales comprenden la proteina de la espicula (S), envoltura
(E), membrana (M) y nucleocapside (N), proteinas codificadas por ORF2, ORF4,

ORF5 y ORF6, respectivamente (Decaro, 2005) (figura 4).

Figura 4. Esquema del virion de coronavirus canino, con el conjunto de sus
proteinas estructurales.
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2. 4 Propiedades del virién

Las proteinas estructurales tienen diferentes funciones que le confieren

propiedades al virion (tabla 3).

La proteina espicula trimerica (S),
es la inductora principal de
anticuerpos neutralizantes del

virus.

Tabla 3. Propiedades del viridn.
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2.5 Genoma viral

El genoma del coronavirus estd compuesto por dos tercios de 2 grandes de marcos
abiertos de lectura (ORFs), ORFslay ORFslb que codifican dos poliproteinas que
conducen a la formacion de la replicasa viral. El primer tercio del 3" del genoma
consiste de otro ORFs que codifica para proteinas estructurales y otras no

estructurales (figura 5).

Figura 5. Genoma del coronavirus canino, sus diferentes variantes
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Fuente: Modificado de Poder, 2011.

2. 6 Replicacion viral

El genoma de sentido positivo, que también sirve como el primer ARNm de la
infeccién, se traduce en la enorme poliproteina replicasa. La replicasa utiliza
entonces el genoma como molde para la sintesis, a través de intermediarios de

cadena negativa, de ambos genomas progenie y un conjunto de mMRNAs
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subgendmicos. En la superficie celular de la proteina S puede causar la fusion de
una célula infectada con células adyacentes, no infectadas (Masters, 2001) (figura
6). Las infecciones por coronavirus se inician por la unién del viribn a receptor
celular. Esto pone en marcha una serie de acontecimientos que terminan en la

deposicion de la nucleocapside en el citoplasma, donde el genoma viral se traduce.

Figura 6. Ciclo replicativo
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(Tomado de Masters, 2001).

2.7 Epidemiologia

Dentro de las especies de CVCa, hay dos serotipos distintos (tipo | y tipo Il), ambos
con via de transmisién fecal- oral (Regan, 2012), (Decaro, 2008), (Buonavoglia,
2011), estos serotipos comparten aproximadamente el 90% de identidad de

secuencia en la mayor parte de su genoma (Martino, 2010), pero ambos genotipos
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difieren principalmente en la proteinas S (espicula) ya que comparten soélo el 54%

de identidad de aminoacidos.

Por otra parte, los tipos CVCa-l poseen un ORF Unico, 624 nt de longitud, que esta
completamente ausente en las cepas de coronavirus felino tipo | y del que sélo
guedan restos en los genomas de CVCa-ll y Virus Gastroenteritis transmisible de la

especie porcina (TGEV).

Las cepas de CVCa-l fueron identificadas al comienzo de la década del 2000
cuando Pratelli y comparfieros de trabajo destacaron que cepas de coronavirus
similares a coronavirus felino compartian alta homologia con Coronavirus felino y

estaban circulando en la poblacion canina (Pratelli, 2002).

Recientemente el genotipo de CVCa-Il se dividié en dos subtipos, CVCa-lla (cepas
clasicas) y CVCa-llb (cepas parecidas a TGEV-), que aparece como el resultado de
una recombinacién entre CVCa-ll y TGEV (Decaro, 2010). Ademas, el tipo Il CCoV
se dividi6 en dos subtipos, llay Ilb. La infeccibn CCoV generalmente tiene una baja
mortalidad; Sin embargo, un tipo de coronavirus canino pantotrépico recientemente
caracterizado fue detectado en Italia CVCa lla (CB / 05) y dio lugar a una
enfermedad mortal como consecuencia de la diseminacion sistémica del virus
(McElligott, 2010), en mayo del 2005, un brote severo de la enfermedad fatal,
sistémica afecto siete perros alojados en una tienda de mascotas en la region de

Apulia, Italia (Decaro, 2008).
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Recientemente, un tipo lla CCoV cepa CB / 05 con alta virulencia se informo en
Europa. Los cachorros infectados-05 CB / signos clinicos mostraron como letargo,
vomitos, diarrea y linfopenia aguda, y el genoma viral se observd en tejidos
extraintestinales, incluyendo el cerebro. Ademas, la respuesta inmune inducida por
CCoV entérico no protege a los perros de la infeccion con CB / 05. Pruebas
contradictorias sobre la prevalencia relativa de CECoV | y II, con algunos estudios
gue sugieren el tipo | es mas comun (Decaro et al., 2005; Stavisky et al., 2010), y
otros que sugieren tipo Il (Decaro et al, 2011;.. Soma et al, 2011), pero estos
resultados dependeran de un nimero de factores incluyendo la naturaleza de la
muestra y la poblacion. La aparicion de la infeccion dual con ambos tipos se ha

informado, tanto de forma natural y experimentalmente (Terada, 2014).

2. 8 Patogenia

La transmision de coronavirus ocurre por la via fecal-oral, después de la exposicion
al virus en las heces o vomito, o alimentos y agua contaminada. El periodo de
incubacion es corto: 1 a 4 dias en campo y solo 24 a 48 horas en forma
experimental. Puede aislarse CVC de la materia fecal en perros infectados
aproximadamente entre 3 y 14 dias pos infeccion. Después de la ingestion, el virus
llega a las células epiteliales maduras de las vellosidades del intestino delgado.
Después de que las células M captan el CVC en el domo epitelial de las placas de
peyer, el virus y el antigeno viral se transporta el tejido linfatico. Después de la

produccion del virus maduro, las células infectadas desarrollan cambios
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citoplasmaticos graves, y las microvellosidades del borde en cepillo se acortan,
deforman y pierden (Greene, 1998). Las vellosidades afectadas se ven cubiertas
por epitelio cilindrico a cuboide bajo, muestran niveles variables de atrofia y fusion
vellosa. A diferencia de la infeccién por PVC, son poco frecuentes la hemorragia y
la necrosis vellosa. Las infecciones leves no presentan hallazgos macroscopicos
significativos. En casos graves, las asas intestinales estan dilatadas y llenas de
materia fecal delgada, acuosa y de un color verde amarillento. La Produccion de
anticuerpos locales (IgAs) restringe la propagacion del virus en el intestino y las
detenciones el progreso de la infeccidn. Los perros infectados en general arrojan
CVC en las heces durante 6-9 dias después de la infeccién, pero algunos perros
infectados de forma natural diseminan el virus durante un periodo hasta de 6 meses

después de que los signos clinicos cesen (Martino, 2010).

2. 9 Semiologia

Por lo general se manifiestan en los cachorros jovenes con letargo, anorexia,
vomitos, y diarrea, que dura 1-2 semanas. Las heces son generalmente suaves a
acuosa, con un color amarillo a verde, y a veces la diarrea hemorragica también
puede ser observada. La mayoria de los animales se recuperan después de un
periodo de 7-10 dias. Por lo general, la enfermedad sistémica no se observa durante
la infeccién, aunque el virus se ha aislado a partir de tejidos diferentes (las
amigdalas, los pulmones y el higado) de las crias infectadas experimentalmente

(Decaro, 2008).
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La infeccidbn por CCoV es generalmente restringida al tracto gastrointestinal,
(Decaro 2012). Los signos clinicos pueden ser graves e incluyen diarrea, vomitos,
deshidratacion y muerte ocasional ya que CVCa a menudo se encuentran en
infecciones concurrentes con bacterias clostridium perfingens, campilobacter ssp,
helicobacter ssp. Y salmonella ssp., u otros virus, tales como adenovirus canino,
parvovirus canino o distemper canino aumenten la gravedad de los signos
provocados por CVC (Patrelli, 2007). La enfermedad leve o asintomética
probablemente es en muchos casos comunes resultados de la infeccion (Ntafis,
2013). La enfermedad tiene una tasa de mortalidad baja pero se considera como
extremadamente contagiosa, especialmente en lugares como perreras y refugios de
animales. Sin embargo, durante los ultimos afios, también se han dado informes
asociados con la enfermedad mortal causada por cepas detectadas en érganos de

perros adultos, asi como en el tracto entérico (Ntafis, 2010).

2.10 Lesiones histopatoldgicas

Es comun que los ganglios linfaticos mesentéricos estén agrandados y edematosos
(Jobs, 2001). La atrofia y fusion de las vellosidades intestinales y la profundizacion
de las criptas caracterizan las lesiones por CVC. También se presenta un aumento
de celularidad de la lamina propia, aplanamiento de las células epiteliales
superficiales y una descarga de células caliciformes, los coronavirus caninos

inducen a la apoptosis de la célula afectada (Martino, 2010).
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3. Rotavirus

3. 1 Etiologia

Rotavirus es conocido como uno de los mas importantes patogenos entéricos
neonatales en muchas especies incluidos los humanos y los perros (Kobayashi,
1993). Rotavirus canino (RVC) es un virus redondo de ARN con doble candena,
aproximadamente mide de 60 a 75nm de diametro, no presenta envoltura (Martella,
2001). En la clinica de pequenas especies se consideraba de poca importancia, sin
embargo, es posible que se produsca de vez en cuando la transmision entre
especies, existen informes de casos documentados de infeccién por rotavirus

canino en nifos en diversas partes del mundo (Luchs, 2012).
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3. 2 Taxonomia

Siguiendo la clasificacion del Comité Internacional de Taxonomia de Virus o ICTV
(International Commitee on Taxonomy of Virus) (http://ictvonline.org/) los rotavirus

caninos se clasifican de la siguiente manera:

Tabla 4. Clasificacion jerarquica de rotavirus canino

Orden Familia Subfamilia Subespecie

Reoviride Sedoreovirine Rotavirus A Rotavirus canino

Fuente: (ICTV, 2015)

3.3 Morfologia del virus

Rotavirus canino tiene aproximadamente 60 a 75 nm de didmetro, comprenden un
nacleo interno que contiene un genoma de once segmentos de ARN de doble
cadena y el complejo de transcripcion / replicacion, una capa intermedia (capside
interior) que consiste en la proteina viral 6 (VP6), y una capa exterior hecha de VP7

y VP4, esta ultima sobresale como espiculas (Figura 7.)(Gray, 2011).
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Figura 7. Representacion esquematica de un viridn rotavirus.

Fuente: Tomada de Gray, 2011

Las proteinas de la capside externa VP4 y VP7 sirven en la neutralizacion de
antigenos y definen los serotipos P y G, respectivamente. El interior proteina

estructural de la capside VP6, es el antigeno de subgrupo (Dennehy, 2008).

3. 4 Propiedades del virién

Seis de las proteinas se encuentran en la particula viral (VP1, VP2, VP3, VP4, VP6
y VP7), mientras que las cinco restantes son proteinas no estructurales (NSP1 -
NSP5) (Burke, 1996). Rotavirus se clasifica en los serogrupos A- E basados en las

propiedades antigénicas (Tian, 1995).
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Varios de los genes de rotavirus se han asociado con su capacidad para causar la
enfermedad (Morris, 1999). Las proteinas no estructurales NSP1, NSP2 y NSP4 se
cree que estan involucradas en la virulencia en perros (Broome, 1993) y las
proteinas estructurales VP3 y VP7 en especies como cerdos (Hoshino, 1995). Por
altimo, la proteina estructural VP4 esta involucrada en un niumero de propiedades
in vitro, incluyendo restriccion del crecimiento en cultivo celular, infectividad y la
formacion de placa y la union a células. Ademas, VP4 se ha demostrado estar

implicado en la virulencia y la patogenicidad en ratones (Jolly, 2000).

3.5 Genoma viral

Tiene un genoma segmentado (11 segmentos) de doble hebra de genoma de ARN
Cada uno de los 11 cédigos de genes para un Unico producto génico que codifican
para 6 proteinas estructurales (VP1 a VP4, VP6 y VP7) y 6 proteinas no

estructurales (NSP1, NSP3, NSP4, NSP6, NSP2, NSP5 Figura 6 (Song, 2009).
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Figura 8. Esquema de genoma segmentado de rotavirus canino.
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3. 6 Replicacion viral

La polimerasa viral sintetiza ARNm a partir de cada uno de los segmentos de ARN
de doble cadena. Estos mRNAs son trasladados al citoplasma de la célula donde
se traducen. Otras proteinas son producidas por fugas de escaneo y procesamiento

de proteinas (Carter, 2012).

Este virus infecta sélo enterocitos en las puntas de las vellosidades intestinales,
causando la atrofia de las vellosidades e inflamacion. La entrada del virus comienza
con la unién de vp4 proteina viral que funciona como ligando al receptor celular
acido sialico (SA), también estan involucradas algunas integrinas (proteinas de
integracion celular (Sebire, 2004). El ciclo de replicacion termina cuando el virus es

liberado al lumen intestinal por lisis celular. Se ha visto en estudios experimentales
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que la proteina NSP4 produciria cambios en la permeabilidad de la membrana del

reticulo endoplasmico rugoso y eventualmente muerte celular (Martella, 2011).

Figura 9. Ciclo replicativo de rotavirus canino
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Durante el proceso de entrada, la particula viral pierde las proteinas de la capa
externa y se activa la trascripcién que depende de la RNA polimerasa viral (VP1)
(Figura 7). Los transcritos virales recién sintetizados tienen dos funciones; por una
parte funcionan como MRNAs que dirigen la sintesis de las seis proteinas
estructurales (VP1-VP7) y las seis proteinas no estructurales (NSP1-NSP6) del virus

y por la otra, sirven como templados para la sintesis de la cadena negativa (que es
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complementaria al mRNA) y da lugar al RNA de doble cadena (dsRNA) que
constituye el genoma viral (Patton, 2007).

Una vez que se acumula una masa critica de proteinas virales, de 3 a 4 horas
después de la infeccién, se forman en el citoplasma celular estructuras
electrodensas llamadas viroplasmas en donde se ha propuesto que se lleva a cabo
la replicacion del genoma viral. En estas estructuras también se ensamblan las
particulas de doble capa que posteriormente geman al interior del reticulo
endoplasmico y adquieren durante este proceso la tercera capa protéica, dando
lugar a la particula madura (Figura 9). Las proteinas NSP2 y NSP5 son esenciales
para la formacién de los viroplasmas, ya que en ausencia de cualquiera de ellas no
se forman estas estructuras y el ciclo replicativo del virus se interrumpe (Silvestri,
2004).

Poco tiempo después de su entrada, el virus se apodera de la maquinaria de sintesis
de proteinas de la célula, de modo que la mayoria de las proteinas que son
sintetizadas durante la infeccion son las proteinas virales y la sintesis de proteina
celular se ve casi abatida completamente. Los mRNAs virales tiene una estructura
Cap- en el extremo 5’, pero a diferencia de la mayoria de los mRNAs celulares, no
contienen poli-A en el extremo 3’, y en su lugar, tienen una secuencia consenso
(GACC3’) que esta conservada en los once segmentos del RNA viral (Campagna,
2005).

En los viroplasmas, o fabricas virales, es donde los mensajeros virales cumplen su

segunda funcion, servir como templado para la replicacion del genoma. La serie de
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eventos necesarios para este proceso no se conocen completamente, sin embargo,
se han descrito complejos de RNAs con proteinas virales que han sido propuestos
como intermediarios de replicacion (IRs). La unidad minima esta formada por las
proteinas VP1 y VP3 en asociacion con el mRNA. El siguiente intermediario se
define como el pre-core, en el que ademas de VP1y VP3, se afiaden las proteinas
NSP2 y NSP5, las cuales probablemente ayudarian a un proceso activo de entrada
del mRNA hacia el interior del core, al que se ha agregado VP2; es en estos IRs
donde se lleva a cabo la replicacion del genoma viral. Posteriormente, VP6 se
ensambla sobre el core, para formar a la particula de dos capas, la cual ya contiene
los elementos necesarios para llevar a cabo una nueva ronda de transcripcion del

genoma (Patton, 2007).

3. 7 Epidemiologia

En 1973 la Dra. Ruth Bishop logro realizar el aislamiento viral del rotavirus en nifios
que presen gastoenteritis, apartir de esta fecha se empezo a reliazar diversos
estuios en diferentes especies, como el perro, en algunos estudios se han podido
identificar rotavirus canino en heces por medio de la microsopia electronica, RT-
PCR y rotoforesis (Lopez, 2007).Las infecciones se producen en todo el mundo de
forma endémica, sobre todo en bajos ingresos. La epidemiologia de estas
infecciones es compleja. La transmision es principalmente por la via fecal- oral

(Salim, 1995).

39



Identificacion de parvovirus, rotavirus y coronavirus en perros con gastroenteritis

3. 8 Patogenia

La via de entrada es fecal- oral, rotavirus infecta a los enterocitos maduros en la
parte superior de las vellosidades del intestino delgado, que en ultima instancia

conduce a la diarrea.

Los modelos recientes sugieren que los rotavirus interactian primero con un
receptor de acido. Se ha propuesto que los receptores podrian ser parte de lipidos

gue reconocen a las integrinas.

Los rotavirus afectan al epitelio maduro de las células en las puntas de las
vellosidades intestinales pequefias, que conducen a leve atrofia de vellosidades y
moderada - acuosa a diarrea mucoide que normalmente se resuelve dentro de 8-10
dias. La gastroenteritis es mas visto en cachorros jovenes de menos de 12 semanas
de edad (Yesilbag, 2007). Es posible que de vez en cuando la transmision entre
especies ocurrir. Existen Informes de casos documentados de infeccién por
rotavirus caninos en los nifios (Kapikian et al 2001), Por lo tanto, se deben tomar
precauciones de higiene adecuadas la manipulacion de heces diarreicas de los
perros. El papel de los perros como la fuente de las infecciones humanas no ha sido
totalmente investigado, pero actualmente se reconoce a rotavirus canino como un

virus zoonaotico (lturriza, 2004).
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3. 9 Semiologia

Periodo de incubacion de 1-5 dias después de ingerir particulas virales, el modo de
infeccion es por la via fecal-oral, los signos clinicos son inespecificos, con diarrea
mucoide, vomito, dolor abdominal, algunos perros presentan leucopenias, pero esto
se encuentra asociado a infecciones mixtas con parvovirus canino. También se

produce anorexia, letargia en animales menores de 2 meses de edad (castro, 2011).

3.10 Lesiones histopatolégicas

Gran numero de investigadores han estudiado los cambios histolégicos que se
producen en el intestino después de la infeccidon por rotavirus. En la mayoria de los
casos estos estudios tienen animales de forma natural y experimentalmente
infectados involucrados. Se puede observar un cambio en el epitelio columnar a
cubico y vellosidades que quedaron atrofiadas y acortadas. Estos cambios pueden
ocurrir dentro de 24 h de infeccion y son mas pronunciadas en el intestino delgado
proximal. Rotavirus dafia las células apicales de las vellosidades, el masculo de la
porcién apical se desestabiliza y se retrae, generando el acotamiento de la

vellosidad y las puntas de las vellosidades se observan hinchadas (Holmes, 1995).
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4. Asociaciones de algunos patégenos con PVC-2 en gastroenteritis

Diversos autores escriben trabajos donde se presentan algunos virus asociados a
parvovirus canino; en la gastroenteritis viral canina se han identificado cuatro virus
como las causas esenciales de gastroenteritis en perros: 1) parvovirus canino, 2)
coronavirus canino, 3) rotavirus canino, 4) distemper canino (Pollock, 2005). La
diarrea infecciosa canina se ha considerado un problema importante para los
veterinarios, debido a su variabilidad patogénica y a la presencia simultdnea de
virus, bacterias, protozoos y co-infecciones. Se describe que parvovirus es el agente
gue mas comunmente se diagnostica, existe otro factor de importancia para la
variabilidad de los cuadros clinicos y es la asociacidbn con otros patdgenos
gastroentéricos, debido a que cuando se presenta la enfermedad clinica es mas
grave en cachorros jovenes en crecimiento rapido, que alojan parasitos intestinales,
protozoarios y ciertas bacterias entéricas, como Clostridium perfringes y Salmonella

(Hoskins, 2000).

La importancia de las infecciones virales concurrentes como causa de la enteritis
fatal severa en los perros se especuld inicialmente basada en investigaciones de
casos en el que multiples agentes infecciosos se informaron, tales como Parvovirus
canino tipo2, coronavirus y rotavirus o hasta los 3 virus simultdneamente. Esto llevo
a estudios experimentales que demostraron que la gravedad de los signos clinicos
fueron mas pronunciados en los perros que tenian ambas infecciones Parvovirus

tipo 2 y coronavirus canino en comparacion con el Parvovirus canino tipo 2 solo
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(Evermann, 2005). Por ejemplo un estudio de Castro, 20013, nos muestra los
cambios clinicos, hematolégicos y bioquimicos de perros infectados con coronavirus
canino y parvovirus canino mostrando los parametros que se dan si el coronavirus
0 parvovirus se presenta de manera individual. En conclusion, estos datos refuerzan
que los resultados de laboratorio pueden ser indicadores utiles de la evolucién
clinica de los cachorros con enteritis por CVC / PVC-2/RVC o en infeccion mixta. El
conocimiento de estos pardmetros puede alertar a los médicos la posibilidad de
complicaciones e indicar la necesidad de intervenciones terapéuticas urgentes

(Castro, 2013).

5. Técnicas de Diagnostico (parvovirus, coronavirus, rotavirus)

El diagnostico para parvovirus debe ser rapido, esto es importante con el fin de
identificar a perros infectados para prevenir infecciones de animales susceptibles y
establecer el tratamiento adecuado. Por lo tanto, se han desarrollado multiples
técnicas de laboratorio para la identificacion de PVC-2, entre ellas se encuentra la
técnica de hemoaglutinacién (HA) combinada con inhibicién de la hemoaglutinacién
de suero positivo de parvovirus, es una prueba relativamente econémica y facil de
realizar, requiere de una fuente continua de eritrocitos de cerdo frescos y de alta
calidad para su desarrollo, ya que la prueba se ve afectada por un coeficiente
alterado de sedimentacion eritrocitaria, lo que puede deberse a enfermedad de los
donadores o estrés al momento del muestreo, (Buonavoglia, 2012). Las pruebas
diagnosticas definitivas incluyen la deteccion de PVC en las heces de los perros

afectados, serologia, y la necropsia con histopatologia. Los médicos veterinarios
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pueden utilizar una técnica ya disponible en el consultorio, es un ensayo ligado a
enzimas (ELISA) que sirve para demostrar PVC en las heces de los cachorros
infectados. Particulas virales se eliminan en las heces del dia 3 al 12 después de la
infeccion, y son facilmente detectables en el pico de excrecion (4-7 dias después de
la infeccion (Priitie, 2004). Otros métodos incluyen, detectar antigeno de PVC en las
heces, la microscopia electronica y aislamiento viral. Tambien se han disefiado
ensayos que utilizan una cadena de la polimerasa de reaccion (PCR) para detectar
parvovirus en las heces. Las pruebas de PCR para parvovirus tienen sensibilidades
mas altas y especificidades que los métodos convencionales de antigeno viral

determinacién en heces (Prittie, 2004).

Coronavirus canino, puede diagnosticarse por medio de RT-PCR, suele ser
altamente confiable, pero se debe contar con un control positivo y primers
especificos para su realizacion (Movhizuki, 2001). La ELISA es otro método
utilizado en el diagndstico de coronavirus canino, sin embargo, el aislamiento viral
por microscopia electronica aun se usa con frecuencia para determinar la presencia

del patégeno (Tupler, 2012).

Para el diagnostico de rotavirus se utiliza materia fecal de perros gastroentéricos, la
mayor eliminacién del virus se observa entre 3y 5 dias después de la infeccion y es
raro detectar el agente después de los 8 dias. La presencia del virus puede
comprobarse en las heces por microscopia electronica, RT-PCR y Rotoforesis con

tincion de plata.
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6. Justificacion

Las co-infecciones de parvovirus con los algunos patdgenos entéricos (coronavirus,
rotavirus, salmonella ssp. pueden ocasionar la complicacion de los cuadros clinicos.
Rotavirus canino tiene reportes en diferentes partes del mundo, en México no se
tienen datos de la presencia de esta enfermedad, a pesar de que existen datos de
ser una zoonosis, no se conoce el comportamiento de la enfermedad, ni se cuenta
con una vacuna preventiva. En el pais se encuentra disponible la vacuna para

coronavirus canino, pero no hay informes sobre la presencia de esta enfermedad.

7. Hipotesis
En perros del Estado de México se encuentran circulando rotavirus y coronavirus

en asociacion con parvovirus, produciendo cuadros gastrointestinales.

8. Objetivos

8.1 General

e Identificar si parvovirus, rotavirus y coronavirus estan infectando a pacientes

caninos con cuadros gastroentéricos.

8.2 Especificos

» ldentificacion molecular de parvovirus por PCR

+ Identificacion molecular de rotavirus por medio de RT-PCR
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+ Identificacion de coronavirus canino por ELISA

» Identificar si existen co-infecciones entre parvovirus/rotavirus/ coronavirus y

verificar si los pacientes presentan cuadros clinicos mas severos.

9. Material y métodos

9.1 Colecta de muestras bioldgicas
El estudio se dividié en dos partes:

1) En la primera parte, se colectaron 29 hisopados rectales de perros que cursaban
con sintomas gastroentéricos en el hospital veterinario de pequefias especies de la

UAEM, Toluca, durante el mes de noviembre del 2014 a enero del 2015.

Diferentes razas

Diferentes sexos

Sin vacunaciones
1 a 6 meses de edad

Casos clinicos de perros que presentaban

gastroenteritis asociada a parvovirus.
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De cada perro se tom6é un hisopado rectal para la prueba de PCR (para
identificacion de Parvovirus), otro hisopado rectal fue tomado para realizar RT-PCR
(para detectar rotavirus), también un hisopo con medio Stuart para la realizacién de
un analisis bacteriologico, por ultimo una muestra de sangre para realizar una ELISA
como diagndstico de coronavirus canino. Se centrifugaron las muestras de sangre
para obtener el suero. Los hisopados y sueros fueron almacenados a -80°C hasta

Su procesamiento.

2) Los resultados de la primera parte de la investigacion indicaron que el diagnostico
positivo para parvovirus y rotavirus fue predominante, por lo tanto; se colectaron 50
muestras de hisopos rectales en el hospital veterinario de pequefias especies de la
UAEM, Toluca, durante el mes de enero a marzo del 2015, contemplando los
criterios de inclusiébn anteriormente mencionados, de cada perro se tomdé un
hisopado rectal para la prueba de PCR (para identificaciéon de Parvovirus), otro

hisopado rectal fue tomado para realizar RT-PCR (para detectar rotavirus).

9.2 Diagnéstico clinico

Cada perro fue examinado por un médico veterinario, realizando la historia clinica y
el examen fisico general para poder reportar los hallazgos encontrados se contd
con un formato el cual incluia informacién general del paciente y signos clinicos

presentados. (Anexo 1).
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9.3 Extraccion de DNA

Los hisopados rectales para la prueba de PCR (deteccion de parvovirus) se
homogenizaron individualmente en viales estériles con 500ul de agua libre de
nucleasas, se realizo agitacion en vortex durante 30 segundos para homogenizar la
muestra, la muestra era centrifugada a 8000 rpm durante 2 minutos y se utilizé
solamente el sobrenadante. Posteriormente 200ul de este homogenizado se
utilizaron para la purificaciéon de DNA total, el procedimiento se realiz6 utilizando el
kit QlAamp® DNA Stool (Quiagen), siguiendo las instrucciones del fabricante

(Anexo 2). EI DNA obtenido se conservé a -20°C hasta su uso.

Para la comprobacion de contaminaciones dentro del proceso de extraccion de DNA
se realiz6 una purificacibn de agua como control negativo siguiendo los pasos

establecidos en el kit.
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9.4 Amplificacién de PCR simple

100 ng de DNA de cada una de las muestras fueron utilizados para realizar la PCR,;

la reaccion se realizé en un volumen final de 50 ul.

Se disefiaron un par de primer para amplificar un fragmento de 275 pb:

Tabla 5. Primers para parvovirus canino

ParvoInt2FB 5-TCAAGCAGATGGTGATCCAAG-3’

Int2CR 5-GGTACATTATTTAATGCAGTTA-3’

Estos primeros estan localizados en los nucleétidos 1107-1130 y 1360-1382 del gen

VP2 (Numero de acceso GenBank FJ0051962c).

Para la elaboracion de esta reaccion en un vial estéril de 200ul se colocaron los

siguientes reactivos y componentes:

Tabla 6. Reactivos para PCR

Componentes Volumen
GoTaqg® Green Master Mix 12.5l
Iniciadores 20uM 2ul

Agua libre de nucleasas 28.50l
Templado (100ng) 5ul
Volumen total 50ul
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El reactivo GoTaq® Green Master Mix (Promega, USA), contiene la enzima DNA
polimerasa, reaccion Buffer (pH 8.5) y 400uM de cada nucleétido dATP, dGTP,

dCTP, dTTP y 3mM de MgCl2.

Los viales fueron colocados en un termociclador Eppendorf®. Las reacciones de

PCR fueron realizadas bajo las siguientes condiciones de amplificacion:

v" 1 ciclo de 94°C por 5 minutos

v" 35 ciclos de 94°C por 30 segundos
v' 52°C por 1 minuto

v' 72°C por 1 minuto

v 1 ciclo de extension final de 72°C por 5 minutos.

Los amplicones obtenidos fueron identificados por electroforesis en un gel de
agarosa al 2%, tefiido con bromuro de etidio (0,5 mg / ml) y después visualizado en

un transiluminador UV Bio-Imaging Systems Mini Bis Pro.

9.5 Extraccion de RNA

Para el diagnéstico de rotavirus cada hisopado fue suspendido en 300 ul de agua
inyectable para realizar la extraccion del RNA, estos fueron centrifugados a 8000
rvpm, durante 1 min, solo 200 ul del sobrenadante fueron procesados para la
extraccion de RNA, utilizando el kit GeneJET Viral DNA and RNA Purification de

Thermo scientific y siguiendo las instrucciones del fabricante.
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Para la comprobacion de contaminaciones dentro del proceso de extraccion de RNA
se realiz6 una purificacibn de agua como control negativo siguiendo los pasos

establecidos del kit.

9.6 Amplificacién de RT-PCR

La RT-PCR de dos pasos, fue realizada para cada una de las muestras utilizando
el kit ImProm-1I™ Reverse Transcription System de promega, en el primer paso se
obtuvo la sintesis de cDNA; se utilizaron 3 ul de RNA de cada una de las muestras
mas 2 ul de Primer (Oligo dT) (0.5ug/reaction) la reaccion fue incubada a 70°C y
posteriormente a 4 °C durante 5 minutos, enseguida se agrego 1 ul de ImProm-|I™
Reverse Transcriptase (1u/pl), 1 ul de dNTP Mix (final concentration 0.5mM each
dNTP), 4.6 ul de MgCl2 (final concentration 1.5-8.0mM)* 4 ul de ImProm-II™ 5X
Reaction Buffer, 0.5ul de Recombinant RNasin® Ribonuclease Inhibitor (2,500u) y
3.9 de agua libre de nucleasas, la reaccion final fue de un volumen total de 20 ul.
Todas las reacciones fueron incubadas posteriormente a 25°C por 5 minutos,

seguido de 42°C por 80 minutos, 70°C por 15 minutos y 4°C por 5 minutos.
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La PCR, se realiz6 utilizando 3ul de cDNA, en una reaccion de 25 ul. volumen final;
para esto, previamente se disefiaron un par de primer degenerados para amplificar

un fragmento de 379 pb:

Tabla 7. Primers RT-PCR para rotavirus canino

VP6F 5"-GACGGVGCRACTACATGGT -3
VP6R 5"-GTCCAATTCATNCCTGGTGG- 3”
Estos iniciadores se encuentran localizados en los nucledtidos 750-769 y 920-939

del gen VP6 (Numero de acceso GenBank KJ940164.1).

Para la elaboracion de esta reacciéon en un vial estéril de 200ul se colocaron los

siguientes reactivos y componentes:

Tabla 8. Reactivos RT-PCR

Componentes Volumen
Green buffer 5ul
Iniciadores 20uM 1.5l
Agua libre de nucleasas 10.2pl
Templado (100ng) 3ul
dNTP’S 1ul

Taq 0.3ul
MgCI2 2.5l

52



Identificacion de parvovirus, rotavirus y coronavirus en perros con gastroenteritis

Todas las reacciones fueron realizadas bajo las siguientes condiciones de

amplificacion:

v" 1 ciclo de 94°C por 5 minutos
v' 35 ciclos de 94°C por 1 minuto
v" 61°C por 1 minuto, 72°C por 2 minutos

v 1 ciclo de extension final de 72°C por 5 minutos.

Los amplicones obtenidos fueron identificados por electroforesis en un gel de
agarosa al 1.5%, tefiido con bromuro de etidio (0,5 mg / ml) y después fue

visualizado en un transiluminador UV Bio-Imaging Systems Mini Bis Pro.

Para verificar la especificidad de los primers, los amplicones de los controles
positivos fueron secuenciados. El procedimiento de secuenciacion se realiz6 de la
siguiente manera: los productos de PCR se purificaron a partir del gel de agarosa,
utilizando el Wizard® SV Gel y PCR Clean -Up System (Promega, EE.UU.). 30 ng
del producto de PCR purificado se someti6 al andlisis de secuenciacién utilizando
Dye® Terminator v.3.1 Ciclo de Secuenciacion Kit (Applied Biosystems, EE.UU.).
Las secuencias se procesaron en un analizador de secuencia 3100 (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EE.UU). Se analizaron las reacciones de
secuenciacion en una PRISM® 3130xI ABI (Applied Biosystems, EE.UU.) las
secuencias obtenidas fueron alineadas con secuencias reportadas con niumeros de
acceso al GenBank en el caso de rotavirus (GU565078.1), (JX866792.1 ) y en el

caso de parvovirus (KP682524.1) utilizando ClustalW Software.
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10. Coronavirus canino (ELISA)

Para la realizacion de la prueba de ELISA se utilizo el kit DRG® Canine Corona
Virus 1gG ELISA siguiendo el protocolo del test, se reconstituyeron antes de utilizar
el control negativo y positivo en 1 ml y 0,5 ml (respectivamente) de agua de-
ionizada, se hicieron alicuotas e inmediatamente se almacenaron a -20 ° C hasta
su uso. Después se coloco 50 ul de cada uno de los 39 sueros en los pozos de la
placa y 100 ul del control positivo y negativo, después se encubaron a 37°C por 60
minutos. Posteriormente se lavo la placa, segun protocolo de lavado. Se Dispenso
100 ul de conjugado a todos los pocillos, se sell6 y se incubo durante 60 min. a 37
° C. Se lavo la placa nuevamente segun el protocolo de lavado. Consecutivamente
se mezclo partes iguales de Bufferr A y buffer B con agitacion suave. Se
Dispensaron 100 ul de solucién de sustrato a cada pocillo y se Incubo 10-15 min. a
temperatura ambiente (21 ° C). Por ultimo se afiadieron 50 ul de solucion stop a
cada pocillo, y realizo la lectura de los valores de absorbancia de inmediato (dentro
de 10 min.) A 450 nm. Después de este procedimiento se obtuvieron 8 muestras
reactivas a coronavirus canino y se continué con la realizacién de la segunda parte
del kit, se hicieron 3 diluciones de cada una de las muestras reactivas en buffer
ELISA, a partir de 1:30, 90,270. Se realizaron también 3 diluciones del control
positivo y del control negativo. Después se transfirieron 100 ul de estas diluciones
a la placa con las tiras de microtitulacion recubiertas con CCV. Se sellaron y se
incubaron durante 60 min. a 37 ° C. Posteriormente se lavé la placa segun el

protocolo de lavado. Se Dispensaron 100 ul de conjugado a todos los pocillos, se
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sell6 y se incubo 60 min. a 37 ° C. Se realiz6 otro lavado segun el protocolo. Se
mezclé en partes iguales el buffer A y el buffer B con agitacion suave. Se
dispensaron 100 ul de solucion de sustrato a cada pocillo. Se incubo de 10-15 min.
a temperatura ambiente (21 ° C) y se agreg6 50 ul de la solucion de stop a cada
pocillo; mezclando bien. Posteriormente se leyeron los valores de absorbancia
dentro de los 10 min como maximo A 450 nm, para obtener que la titulacion 1: 30
es sin presencia de anticuerpos, un titulo de 1:90-270 tiene anticuerpos medios,

mayores de 1:810 son considerados anticuerpos altos.

11. Salmonella ssp.

El hisopo con medio Stuart fue utilizado para el aislamiento de enterobacterias a
partir de hisopados rectales de perros, se utiliz6 el método francés (estria
compuesta); Se flamea el asa y se toma la muestra del material a estudiar,
colocando la muestra con el hisopo en uno de los extremos de la caja de petri con
el medio de cultivo indicado. Se extendid el cultivo haciendo 4 o 5 estrias paralelas,
sin romper el agar, posteriormente se flameo de nuevo el asa enfriela y sin tomar
méas muestra, haciendo 4 o 5 estrias paralelas formando un &ngulo recto con

respecto a las anteriores. Este paso se repite hasta cubrir toda el &rea de la caja.

Se sembraron las muestras de los hisopados rectales en medios enriquecidos (agar

sangre con 5% de sangre de cordero), selectivos (McConkey), medios selectivos y
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diferenciales (Salmonella, verde brillante altamente selectivo para Salmonella sp.),
para posteriormente ser incubadas a 37.5 °C durante 24 horas, finalizada la
incubacion se procedi6 a revisar cada una de las placas para hacer una
identificacion morfolégica de cada una de las colonias aisladas, en los diferentes
medios utilizados; se realiz6 un pase para purificar los aislados en los diferentes

tipos de medios antes mencionados.

Los aislados se identificaron mediante la inoculacion de las bioquimicas: agar triple

hierro (TSI), agar citrato de Simmons (SIM), MIO y UREA; una vez inoculada la

bateria de bioquimicas se incubo a 37.5 °C durante 24 horas.

El resultado se emiti6 posterior a la lectura de las bioquimicas.
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12. Resultados

En este estudio reportamos por primera vez que rotavirus canino se encuentra
circulando entre la poblaciéon de perros de una regidbn de México, se observo
asociado con el patébgeno mas frecuente que es parvovirus pero también se
encontré en otras asociaciones mixtas con coronavirus. Cumpliendo nuestra
hipotesis inicial que decia que en perros del Estado de México se encuentran
circulando rotavirus y coronavirus en asociacion con parvovirus, produciendo

cuadros gastrointestinales.

En la parte 1 del trabajo se obtuvieron los siguientes resultados: de 29 perros, 11
fueron positivos a parvovirus canino por el método de PCR simple, 9 fueron positivos
a rotavirus canino por el método de RT-PCR, 6 fueron reactivos a coronavirus
canino por el método de ELISA indirecta (Gréfica 1) y 3 fueron positivos a salmonella

ssp. por analisis bacteriolégico. Los porcentajes se presentan en la grafica 2.
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12.1 PCR simple (Parvovirus)

Se obtuvieron amplificaciones de 275 pb utilizando los iniciadores ParvoINT2FB y
Parvo INT2CR (Figura 10).

Figura 10. Gel de agarosa 2X PCR simple

M1 2 3 456 7 89]10

Como se puede observar en el gel de agarosa 2X PCR simple el carril M: Marcador,
carril 1 y 3 se observa la amplificacion del fragmento de 2795 pb. De muestras
positivas a parvovirus canino, carril 5 muestra negativa, carril 8 control positivo

(vacuna), carril 10 control negativo (agua).
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12.2 RT-PCR (Rotavirus)

Se obtuvieron amplificaciones de 379pb utilizando los iniciadores degenerados
VP6F y VP6R (Figura 11)

Figura 11. Gel de agarosa 1.5X PCR simple

M1 23 4567 891011 12

En esta figura se observa el gel de agarosa 1.5X RT-PCR, nétese que en los carriles

M: marcador, 1, 2, 6, 7y 10 se observa la amplificacion del fragmento de 379 pb.
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12.3 Secuenciacion

Nuestras secuencias coinciden al 100% con las secuencias de referencia (Figura
12), lo que indica que los cebadores utilizados para la PCR y RT-PCR en este

trabajo, son especificos para la amplificacion del genoma de ambos virus.

Figura 12. Secuenciacion

A

1 10 2o ao 40 50 50 70

CCAGTEGATTCTTAGARC A AT ARG T TEAAGTAGAGT T TCTACTAR ACGEECAGATARTAAMNDTACTTACC
a0 a0 100 110 12o 130 140

ANGCAACAT T TEEAA AT AT ACGC TAGA AN TT T TCEATAC A AT T AGATTGTCATTICACTTGATGAGACCT
150 1E0 170 180 150 200 1o

ACCALA T A TCACACCACGCEETAGC GO T TATTICCARATEOECAGCCATTTCGARCATCATGCARCAGTR
2z0 30 240 250

GEACTCRCECTTAGARATTGAATCTECAGTTTGTGALT CAG

B

1 10 2o ao 40 50 50 70
AR AT A AN T R A AR e G A A T T AR GATTTACATATATACCACATCARGAT
a0 =0 100 110 120 1am 140
ARG AN T AT A R A CEACAT T EEAT T AR A T AT T AR CTTTAACCTICCTGTARCAGRAGATALT=
150 16D 170 FE: 1] 180 200 z10
TATT T A AL AGATCC AT TERAGETAL A A AGGALTTARCTATACTAATATATTTAATACTTATGE
220 zao 240 250

TCCTTTARCTGCATTARATAATGTACCACCAGTTTATCCR

Los 250 nuclettidos secuenciados a partir de los fragmentos amplificados de
muestras de rotavirus canino; las secuencias obtenidas se compararon con las
secuencias reportadas en genbanck: GU565078.1, JX866792.1. EU708927.1 B)

Los 250 nucledtidos secuenciados a partir de los fragmentos amplificados de
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muestras parvovirus canino; Las secuencias obtenidas se compararon con las

secuencias reportadas en GenBank: KP694306.1 , KP694305.1 , KP694304.1 .

12.4 ELISA

Utilizando el kit rApido DRG® Canine Corona Virus IgG ELISA se obtuvo un total
de 6 muestras reactivas a coronavirus canino en suero. Porcentajes se presentan
en la gréfica 1. Utilizando como referencia que un valor mayor a 250 unidades de
DO, se consider6 como muestra reactiva para coronavirus canino, las muestras
reactivas se encontraron con una titulacion de anticuerpos de 270, lo que significa

gue estan dentro de valores e anticuerpos medios (Tabla 9).

Gréafica 1 resultados de la ELISA INDIRECTA

W Reactivas

B No reactivas
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Tabla 9. Titulacion de anticuerpos

Titulo 30 Sin anticuerpos
Titulo 1:90-270 Anticuerpos medios
Titulo 1:810 Anticuerpos altos

Grafica 2 Resultados de panel gastroentérico

M Rotavirus

M Parvovirus

m Coronavirus

Salmonella

Parvovirus con un 38% y coronavirus con un 31% fueron los patégenos que se

diagnosticaron con mas frecuencia en una muestra de 29 perros.
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En la parte 2 de la investigacién se hizo el diagnostico a 50 perros, solamente para
parvovirus y rotavirus, debido a que fueron los patégenos que se encontraron con
mayor presencia en la parte de este estudio. Los resultados arrojados fueron los
siguientes: De los 50 perros, 82% (45/50) fueron positivas para al menos uno de los
dos virus, especificamente, 60% (27/45) fueron positivas solamente para
parvovirus, 8% (7/45) fueron positivas sélo para el rotavirus y el 14% (11/45) fueron
co-infectados. Cinco muestras no fueron positivas, ya sea para el parvovirus o
rotavirus. Los porcentajes se muestran en la grafica 5.

Gréfica 3 Presencia de virus

M Parvovirus
B Rotavirus
m PVC-RVC

Negativos
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Tabla 10. Signologia clinica rotavirus, parvovirus y asociaciones

Signos clinicos , examinacion % Perros con % con infeccion por % Perros con co-
fisica, resultados de infeccion por CPV CRV infecciones CPV-CRV
laboratorio en pacientes con
enteritis (n=27) (n=7) (n=11)
Dolor abdominal 66.60% 28.50% 81.00%
Letargia 81.48% 14.28% 100%
Vomito 44.40% 14.28% 54.50%
Fiebre 14.81% 0 36.30%
Diarrea hemorrégica 70.30% 14.20% 90.90%
Diarrea mucoide 29.60% 85.70% 9.00%
Leukocitosis <6.0 X 103/uL)c 0 28.50% 18.10%
Leukopenia (WBC <4.5 X 47.70% 0 54.50%
103/uL)c
Panleucopenia ( <200 X 14.80% 0 36.30%
103/pL)c
Anorexia 33.30% 0 72.70%

Grafica 4 Signos clinicos de perros infectados con parvovirus, rotavirus y co-infeccion

parvo-rota.

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

B % Perros con infeccion por CPV (n=27)
B % con infeccién por CRV (n=7)

M % Perros con co-infecciones CPV-CRV (n=11)
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ABSTRACT

Whilst canine parvovirus is the most important pathogenic agent in canine gastroenteritis due to its
morbility and mortality, canine rotavirus has a minor importance for veterinarians because this virus
does not produce high mortality in dog populations. In Mexico it is unknown whether canine
rotavirus circulates in canine populations and its role in dog gastroenteritis. In the present study we
analyzed 50 samples from dogs with gastroenteritis, for this purpose, were used PCR and RT-PCR
in order to identify parvovirus and rotavirus, respectively. This is the first report on circulating
rotavirus in the State of Mexico; 7% of dogs were found to be infected with rotavirus exclusively,
while 14% were co-infected with both rotavirus and parvovirus; clinical signs in co-infected dogs
were more severe than in those infected with some of these pathogens. The present study highlights
the pathogenicity of rotavirus when associated to gastroenteritis caused by parvovirus.

Key words: Rotavirus, Parvovirus, canine, Mexico

Infectious gastroenteritis are one of the main causes of dog hospitalization, etiological agents
identification is a challenge for veterinarians, given that gastroenteritis’ etiology is caused by
diverse pathogenic agents, mainly co-infections among virus or bacteria (Yesilbag, 2008; Gizzi,
2014).

Diverse reports indicate that canine parvovirus (PVC-2) is the most diagnosed viral agent in
gastroenteritis (Mochizuki, 2001; Perez, 2014). Actually PVC-2 has three genetic variants, PVC-2a,
PVC-2b and PVC-2c, it is possible that PVC2c is the predominant variant in numerous countries
(Decaro, 2007), for example, a study in Mexico proved that the main variant is CPV-2c (Roldan,
2015).

Currently, there is some controversy over clinical characteristics of disease associated with these
three variants; several authors suggest there are none, while other authors disagree (Prittie, 2004).

Clinical signs of canine parvovirus include fever, anorexia, lethargy, depression, vomiting, mucoid
to hemorrhagic diarrhea and sometimes leukopenia; however, some reports show parvovirus in dogs
with atypical clinical signs, and the authors suggest that this is likely due to CPV-2 evolution. On
the other hand, the disease can vary depending on the patient; actually, CPV-2c can infect both pups
and adults (Lamm, 2008).
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A further factor implicated in variability of clinical profiles in parvovirus is association with other
gastroenteric viruses such as canine distemper, canine coronavirus and canine rotavirus.

Canine rotavirus is an RNA virus that possesses a segmented genome (Pedroza, 2015), its clinical
signs include mild enteritis, mainly in pups under two weeks old (Kang, 2007), it also causes
lethargy, anorexia, fever, diarrhea and vomit. Generally, patients recover within 2 weeks, however,
there are reports of fatal severe enteritis in dogs under two weeks old (Tupler, 2012).

The presence of antibodies against rotavirus has been demonstrated in a high percentage of adult
dogs (80%) (Bahman, 2015). The rotavirus doesn’t have pathognomonic clinical signs and most
dogs can be asymptomatic to infection and occasionally the signs can be confused with parvovirus,
therefore, laboratory test for differential diagnoses are necessary (Hoskins, 2006), (Martella, 2001),
(Rimmelzwaa, 1991).

In Mexico it remains unknown whether rotavirus is circulating amongst canine populations and if it
plays a primary role as etiologic agent in gastroenteritis.

From March through June 2015, we conducted non-probability sampling (according to
Rimmelzwaan, 1991) in dogs attending the small animal veterinary hospital of the Autonomous
University of the State of Mexico (UAEM, by its acronym in Spanish).

We selected dogs between 1 to 6 months of age, of different breeds, non-vaccinated all of which
displayed gastroenteritis. Under these conditions, we sampled a total of 50 dogs; one rectal swab was
taken from each dog to be used in PCR testing (parvovirus identification), while a second swab was
taken for RT-PCR testing (rotavirus identification). Swabs were stored at -80°C until processing.

The Rotateq vaccine, which contains rotavirus serotypes G1, G2, G3 and P1A, was used as positive
control, and in the case of parvovirus we used the Edo. Mex 1 isolate (previously identified in our
laboratory and which corresponds to parvovirus 2-C genotype).

In order to extract RNA from rotavirus, each swab was suspended in 200 pl of sterile water and
centrifuged at 8000 rpm x 1 minute; supernatant was processed using the GeneJET Viral DNA and
RNA Purification kit (Thermoscientific), following manufacturer’s instructions.

Rectal swabs used for parvovirus detection were suspended in 500 pl of sterile water, centrifuged at
8000 rpm x 1 minute, 200 ul of supernatant were processed for DNA extraction using the QlAamp
DNA Mini Kit (Qiagen) following the manufacturer’s instructions.

In the case of rotavirus, two-step RT-PCR was performed for each of the samples, using the
ImProm-II™ Reverse Transcription System kit (Promega). In the first step, cDNA synthesis was
accomplished. We used 3 pl of RNA of each purification and 2 pl (0.5ug/reaction) of primer dT.
The reaction was incubated at 70°C for 15 minutes and subsequently at 4°C for 5 minutes. Next, 1
pl of ImProm-II™ Reverse Transcriptase (1u/ul) was added, as well as 1 ul ANTP Mix (final
concentration 0.5mM each dNTP), 4.6 ul MgCl; (final concentration 1.5mM), 4 ul ImProm-IT™ 5X
Reaction Buffer, 0.5 pul Recombinant RNasin® Ribonuclease Inhibitor (2,500 p) and 3.9 i
nuclease-free water to reach a final volume of 15 pl.

PCR was performed using the primers VP6F (5"-GACGGVGCRACTACATGGT -3") and VP6R
(5"-GTCCAATTCATNCCTGGTGG- 3") designed to amplify a 379bp fragment of VP6 gene

(GenBank accesion number KJ940164.1); these primers are located in the nucleotides 750 to 769
and 920 to 939 respectively. The reaction was performed using 1.5ul of both primers at a 20 umol
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concentration plus 3 pl of cDNA, 5 pl of GoTag® Green Master Mix (Promega, USA) reaction
buffer (pH 8.5) containing 400uM of each nucleotide dATP, dGTP, dCTP, dTTP, 2.5 pl of MgCl,
and 0.5 pl of taq polymerase. The reaction included 11 ul of nuclease-free water to reach a final
volume of 25 pl.

All reactions were performed under the following conditions: 1 cycle at 94°C 5 min, followed by 35
cycles at 94°C 1 min, 61°C 1 min, 72°C for2 min and a final extension 72°C 5 min. Amplicons were
loaded in a 1.5% agarose gel (stained with 0.5mg/ml of ethidium bromide) and visualized by means
of a UV Bio-Imaging Systems Mini Bis Pro transilluminator (Fig 1).

In the case of Parvovirus, 100 ng of DNA from each sample were used for PCR. Previously, we
designed a pair of primers: ParvoInt2FB (5’-TCAAGCAGATGGTGATCCAAG-3’) and
ParvoInt2CR (5’-GGTACATTATTTAATGCAGTTA-3") to amplify a 275 bp fragment of the VP2
gene fragment. These primers are located between nucleotides 1107 - 1130 and 1360 - 1382 of the
gene sequence (GenBank accesion number FJ0051962c). Reactions contained 2l of both primers at
a 20uM concentration, plus 12.5ul of GoTaq® Green Master Mix (Promega, USA) containing the
enzyme DNA polymerase, reaction buffer (pH 8.5),400uM of each nucleotide dATP, dGTP, dCTP,
dTTP and 3 mM MgCI2. We added 28.5ul of nuclease-free water to obtain a final volume of 50 pl.

The following conditions were used in all PCR reactions: one cycle at 94°C for 5 min, 35 cycles at
94°C for 30 seconds, 52°C forl min, 72°C for 1 min and a final extension at 72°C for 5 min. The
electrophoresis of amplicons was achieved in a 2% agarose gel (stained with 0.5mg/ml ethidium
bromide) and visualized in a UV Bio-Imaging Systems Mini Bis Pro transilluminator (Figure 1).

In order to verify primer specificity, amplicons from positive controls were sequenced. Sequencing
was accomplished through the following procedure: first, PCR products were purified from agarose
gel using the Wizard® SV Gel and PCR Clean -Up System (Promega, EE.UU.). Next, 30 ng of
purified PCR product were sequenced by means of the Dye® Terminator v.3.1 Sequencing Kit
(Applied Biosystems, EE.UU.). Sequences were processed in a 3100 sequence analyzer (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EE.UU) and reaction sequences were analyzed in a PRISM® 3130xI
ABI analyzer (Applied Biosystems, EE.UU.).

After removing primer-derived sequences and some sequences with inconsistencies at the 5” and
3’ends, we obtained 250-nucleotide-long final sequences which were compared to sequences
available in GenBank by means of ClustalW Software. Specifically, sequences with accession
numbers: GU565078.1 and JX866792.1 for rotavirus, and KP682524.1 for parvovirus.

Our sequences matched 100% with the reference sequences (Fig 2), which indicates that primers
used for PCR and RT-PCR in this study, are specific for genome amplification of both viruses.
Therefore, the analysis of all samples was accomplished using this protocol. Out of 50 dogs, 82%
(45/50) were positive for at least one of the two viruses, specifically, 60% (27/45) were positive
only for parvovirus, 8% (7/45) were positive only for rotavirus and 14% (11/45) were co-infected.
Five samples, which were not positive for either parvovirus or rotavirus, were positive for canine
distemper and Salmonella spp. (data not shown).

As a general observation, the clinical signs of rotavirus were milder than those of parvovirus; dogs

infected with rotavirus exclusively, displayed abdominal pain, lethargy, vomiting, mucoid diarrhea
and in some cases leukocytosis. However, in the co-infected dogs we observed severe gastroenteric
symptoms in addition to leukopenia, panleukopenia, mucoid or hemorrhagic diarrhea, vomiting and
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lethargy. These symptoms were even more severe than those observed in dogs infected with only
parvovirus (Table 1).

Data from the present study were compared to previous studies, and our results show a relatively
high percentage of dogs with co-infection (14%) in relation to findings in other countries, for
instance 2.4% has been reported in U.S.A., as inferred from reverse passive haemagglutination
(RPHA), in Japan, 1.2% was estimated from viral isolation and 2% using electron microscopy,
while in Italy there were no identifications using PAGE (Tupler, 2012, Mochizuki, 2001, Yesilbag,
2008). We consider low percentages might be related to the techniques employed in these studies,
in this sense, in the present study we used RT-PCR which has demonstrated increased sensitivity
(Kantere, 2015). It is also possible that contrasting results are influenced by the country where
studies were conducted, as it is well documented that different rotavirus genotypes are associated
with low-income areas. Furthermore, other studies have reported the presence of rotavirus only in
pups under two months of age or newborns (Martella, 2001), however, here we detected rotavirus
infection in dogs over 6 months of age.

Our report is the first study demonstrating the presence of circulating rotavirus in dogs from the
State of Mexico. Although rotavirus is of little importance for veterinarians as it has low mortality
rate, in the present study we observed it plays an important role in severity of viral gastroenteritis,
especially when associated to canine parvovirus. On the other hand, although parvovirus is
considered the most important pathogen in canine gastroenteritis, rotavirus is of special interest to
public health due to its zoonotic potential. In support of this, there exist reports of inter-species
transmission of canine rotavirus of the G3 group to children in Italy and Taiwan (Lunchs, 2012).

Although this is the first report of rotavirus in canines of the State of Mexico, future molecular
epidemiology studies should be conducted to identify the circulating genotypes in dog populations
throughout Mexico, as this will increase our understanding on the importance of rotavirus in dogs
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Figure 1. A) Parvovirus amplicons. The picture shows a 2.5X 192 agarose gel containing PCR
products

193 (275bp) from different samples. Lane 1: DNA length marker (gene ruler 100-1000 bp DNA
Ladder

194 plus, Fermentas); lane 2, 4 and 8 CPV- positive samples. Lane 6 and 10, CPV-negative
samples.

195 B) Rotavirus amplicons (379bp). Lane 1: DNA length marker (gene ruler 100-1000 bp DNA

196 Ladder plus, Fermentas); lanes 3, 6, 7 and 9, CRV-positive samples; lanes 2, 4, 5, 8 and 10,
CPV197

Negative samples.
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Figure 2. A) The 250 nucleotides sequenced from the amplified fragments of canine rotavirus

199 samples; sequences obtained were compared with sequences reported in Genbank:
GU565078.1,

200 JX866792.1. EU708927.1 B) The 250 nucleotides sequenced from the amplified fragments of
201 canine parvovirus samples; sequences obtained were compared with reported sequences in

202 GenBank: KP694306.1, KP694305.1, and KP694304.1.

Figure 1
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Figure 2
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Table I. Clinical signs and hematologic findings in dogs infected with canine parvovirus (CPV-
2). dogs infected with canine rotavirus (CRV) and co-infected(Parvovirus-Rotavirus) dogs with

gastroenteritis
2Clinical signs, physical examination, % of dogs % of dogs % of dogs
and laboratory test results in dogs with CPV with CRV with co-
with enteritis infection infection mfection with
{LPV-CRV
(n=27) (n=7) (n=11)
Abdominal pain 66.6% 28.5% 81.8%
Anorexia 333.2% 0 72.7%
Lethargy 8148 % 14.28% 100%
Vomiting 44.4 % 14.28% 54.5%
Fever (»39.5°C) 14.81% 0 36.3%
Hemorragic diarthea 70.3.8% 14.2% 90.9%
Mucoid diarrhea 20.6% 85.71% 9.0%
vLeukocytosis (<6.0 X 103/uL) 0 28.5% 18.1%
vLeukopenia (<4.5 X 103/uL) 40.7% 0 54.5%
pPanlevkopenia ( <200 X 103/uL) 14.81% 0 36.3%

a Reference ranges in parentheses: v values in the table are 3 X10%/mL; CPV — Canine parvovirus; CRV — Canine

rotavirus: co- infection with — CPV-CRV
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14. Discusion general

Las asociaciones de parvovirus con otros rotavirus- coronavirus se encuentran
presentes en la poblacién canina del Estado de México, como lo confirman
diversos autores en otras partes del mundo (Decaro, 2005), (Martella, 2011).
Existen reportes de infecciones triples por parvovirus- rotavirus y coronavirus
(Williams 1980), pero este estudio identifico como asociacibn mas comun

parvovirus con rotavirus.

Los signos clinicos de rotavirus fueron menos severos que los de parvovirus;
perros infectados con rotavirus exclusivamente, muestran dolor abdominal,
letargo, vomito, diarrea mucoide y en algunos casos leucocitosis. Sin embargo, en
los perros coinfectados observamos sintomas gastrointestinales graves, ademas
de la leucopenia, la panleucopenia, diarrea mucoide o hemorragico, vémitos y
letargo. Estos sintomas eran incluso mas grave que los observados en los perros
infectados con so6lo el parvovirus (Tabla 10). Esto es importante debido a que en
este estudio si se observaron incrementados los cuadros clinicos cuando se
presentaba parvovirus asociado a rotavirus, en comparacion de cuadros con
perros que solo tenian parvovirus.

Los datos del presente estudio se compararon con estudios previos y se observo
en este trabajo, relativamente un alto porcentaje de perros con co-infeccion (14%)
en relacion con los hallazgos de otros paises, por ejemplo 2,4% ha sido reportado
en EE.UU., como infiere de hemaglutinacion pasiva inversa (RPHA), en Japon, el

1,2% se estim0 a partir de aislamiento viral y 2% utilizando microscopia

1
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electrénica, mientras que en ltalia no hubo identificaciones utilizando PAGINA
(Tupler, 2012, Mochizuki, 2001, Yesilbag, 2008). Consideramos porcentajes bajos
podrian estar relacionados con las técnicas empleadas en estos estudios, en este
sentido, en el presente estudio se utiliz6 RT-PCR, que ha demostrado una mayor
sensibilidad (Kantere, 2015). También es posible que contrastantes resultados
estan influenciados por el pais donde se realizaron los estudios, ya que esta bien
documentado que diferentes rotavirus estan asociadas con bajos ingresos paises
| areas. Por otra parte, otros estudios han reportado la presencia de rotavirus sélo
en cachorros menores de dos meses de edad o recién nacidos (Martella, 2001),
sin embargo, aqui se detectd la infeccidn por rotavirus en los perros mayores de

6 meses de edad.

15. Conclusioén

Nuestro informe es el primer estudio que demuestra la presencia de rotavirus
circulantes en los perros del Estado de México. Aunque el rotavirus es de poca
importancia para los veterinarios, ya que tiene una baja tasa de mortalidad, en el
presente estudio se observo que desempefia un papel importante en la gravedad
de la gastroenteritis viral, sobre todo cuando se asocia al parvovirus canino. Por
otro lado, aunque el parvovirus es considerado el patbgeno mas importante en la
gastroenteritis canino, el rotavirus es de especial interés para la salud publica
debido a su potencial zoondtico. En apoyo de esto, existen informes de
transmision entre especies de rotavirus caninos de grupo G3 a nifios en ltalia y

Taiwan (Almuerzos, 2012).
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Aungue este es el primer reporte de rotavirus en caninos del Estado de México,
deben realizarse futuros estudios de epidemiologia molecular para identificar los
genotipos circulantes en las poblaciones de perros en todo México, ya que esto

aumentara nuestra comprension sobre la importancia del rotavirus en los perros.
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Anexo 1

%
HOSPITAL VETERINARIO

PEQUENAS ESPECIES
——
FMVZ - UAEM

CANINO, ROTAVIRUS CANINO, CORONAVIRUS CANINO.

Fecha:
Nombre del paciente: Expediente:
Edad: Raza:
Sexo:
Vacunacién y fecha:
Desparasitacion:

CONSTANTES FISIOLOGICAS

FC: FR:
TLLC: Linfonodos:
RT: T
SIGNOS CLINICOS
Diarrea | Si No Sanguinolenta | Melena Presencia | Presencia de
de moco pardasitos
Vomito Si No Caracteristicas:

DIAGNOSTICO PRESUNTIVO

Médico 1
Médico 2
Médico 3

ESTUDIOS DE LABORATORIO

Hemograma Coproparasitoscépico

Especificaciones de las muestras para RT y PCR, bacterioldgico

2 Hisopados rectales en vial de 1.5 ml y no diluir con nada, ambas muestras identificadas con
el nombre del paciente y refrigerar a -20°C (congelador)
1 hisopado rectal en medio Stuart, identificadas con el nombre del paciente y refrigerar no
congelar ni sobrecalentar.
1 Muestra de suero identificada con el nombre del paciente.




