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RESUMEN

Con el objetivo de determinar el genotipo del parvovirus canino (CPV) circulante en Bogotd, se analizaron 56
muestras tomadas a conveniencia, de materia fecal y sangre de perros menores a un afio con gastroenteritis
hemorr4gica presuntiva de parvovirosis, por reaccién en cadena de la polimerasa — huella genémica (PCR -
RFLP). Se obtuvieron fragmentos amplificados de DNA de 2.2 Kb por PCR de la cepa vacunal de CPV-2 y de
cuatro muestras de heces, no se obtuvieron amplificados de las muestras de sangre. Los productos amplificados
fueron digeridos por la enzima de restriccién Rsa I permitiendo la identificacién de los genotipos CPV-2a y
CPV-2b asi como su diferenciacién con el parvovirus tipo — 2 (CPV-2).

Palabras clave: parvovirus canino; reaccién en cadena de la polimerasa; huella gendmica; genotipo.

ABSTRACT

With the objective of determining the genotypes of canine parvovirus (CPV) circulating in Bogotd, 56 fecal and
blood samples were obtained from younger dogs, up to a year old with hemorrhagic gastroenteritis for its
analysis by the polymerase chain reaction - fingerprints (PCR — RFLP) assay. DNA fragments were obtained
from (2,2 Kb) a representative vaccine strain of parvovirus type -2 (CPV-2) and from the four fecal samples
were amplified by the PCR assay; they were not obtained from the amplification of the blood samples. The
amplified products were digested by the restriction enzyme Rsa I, permitting the identification of genotypes
PCV-2a and PCV-2b and the differentiation of CPV-2 from CPV-2a and CPV-2b.

Keywords: Canine parvovirus; polimerase chain rection; fingerprints; genotype.

INTRODUCCION traron la presencia de una nueva “cepa”, de-
nominada CPV-2a, y a mediados de los ochen-
ta se comprobd la emergencia de un tercer

subtipo en los Estados Unidos, el CPV-2b

Los mecanismos de evolucién del parvovirus
canino (CPV) aiin no son claros; desde su des-

cubrimiento el parvovirus canino tipo IT (CPV-
2) (1978), distinto del virus diminuto canino
(CPV-1) (Binn er al. 1970), ha presentado
modificaciones en su genoma y por tanto va-
riacién antigénica, haciendo que la patologia
se manifieste de forma diferente. Los aisla-
mientos efectuados entre 1979 y 1981 mos-

(Parrish et al. 1990).

Estudios desarrollados en Brasil, Italia, Ingla-
terra, Estados Unidos y Japén, han demostra-
do que el CPV ha sufrido cambios genémicos
en un perfodo relativamente corto. Se cree que
estos cambios le confieren al virus mayor
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adaptabilidad y resistencia al medio ambiente
(Sagazio, P. et al. 1998).

Diferentes metodologias han sido empleadas
para caracterizar el genotipo de dichos
- subtipos; Greenwood et al. (1995), aislaron
CPV de casos clinicos de enteritis en el Reino
Unido, Alemania y Estados Unidos, utilizan-
do un panel de anticuerpos monoclonales.
Sagazio et al. (1998), caracterizaron el tipo
antigénico que predomina en Italia y los dife-
renciaron con enzimas de restriccién, en tres
grupos, tipo CPV2, CPV2a y CPV2b.

El presente trabajo fuvo como objetivo identi-
ficar por PCR-RFLP el genotipo del parvovirus
canino aislado de muestras de sangre y mate-
ria fecal de perros menores de un afio con cua-
dro clinico de enteritis hemorrdgica tomados
a conveniencia, en diferentes clinicas veteri-
narias de Bogotd — Colombia.

MATERIALES Y METODOS
Muestras

Se estudiaron muestras de sangre y materia
fecal (56 de sangre y 17 de materia fecal), de
56 perros tomados a conveniencia menores de
un afio con signos clinicos compatibles con
cuadro de parvovirosis canina en la ciudad de
Bogoti. D.C. - Colombia, entre los afios 2000
y 2001. Cuatro de cincuenta y seis perros es-
taban confirmados para CPV; dos por IH, uno
por ELISA, y uno por histopatologia.

Aislamiento del virus a partir de muestras
de materia fecal

El virus se aislé siguiendo el protocolo
estdndar reportado por Matiz et al. (1983).

Extraccién de DNA

La extraccién de DNA viral se realiz6 siguien-
do el protocolo estiandar del GFX Genomic
Blood DNA Purification Kit®(Code: 27-9603-
01 Amersham Pharmacia Biotech).

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Para amplificar del gen VP1/VP2 que codifi-
ca para la protefna de la capside del CPV se
utilizaron dos primers; el primer A (VPF) com-
prendido entre los nucleétidos 2284 - 2303 (5°-
GAT GGCACCTCC GGCAAA GA-3") yel
primer B (VPR) complementario a los
nucleétidos comprendidos entre laregién 4512
— 4530 (5’-TTT CTA GGT GCT AGT TGA
G-3") del genoma viral segiin la secuencia re-
portada por Reed et al. (1988).

La PCR se realiz6 bajo las siguientes condi-
ciones: Buffer PCR 1X, dNTPs 0,2mM, Pri-
mer A 1mM, Primer B 1mM, MgCl, 1,5mM,
taq DNA polimerasa 0,20 U. La amplificacién
se llevé a cabo en un termociclador Perkin
Elmer (Gene Amp PCR System 2400) por 35
ciclos de denaturacién a 94°C 5 min.,
anillamiento a 55°C 2 min. y extensién a 72°C
5 min.

Posteriormente los productos amplificados
fueron corridos electroforéticamente en un gel
de agarosa al 1% y visualizados por luz UV,
usando tincién con bromuro de etidium.

Fragmentos de restricciéon de longitud
polimérfica (RFLP)

Se sometid a digestion 10ml de amplificado
con 1.5 U de enzima de restriccién Rsa I (5°-
GT 7AC-3’: 3-CA 17 TG-5") (Code: 15424~
013 Gibco BRL) en buffer 10mM Tris- CHI
(pH 7.4), 50 mM KCJ, 0.1 mM EDTA, 0.1
mM PMSE 1mM DTT, 1mg/ml BSA, 50%
(v/v) de glicerol, a 37°C por 1 hora. Los frag-
mentos de restriccién fueron analizados pos-
teriormente por electroforesis en gel de
poliacrilamida al 6% y visualizados por tincién
de plata.

RESULTADOS

Muestras

Un total de 73 muestras entre materia fecal y
sangre, fueron colectadas de 56 perros en di-
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ferentes centros veterinarios de Bogotd, el
32.2% de los perros fueron' de raza French
Poodle, el 60.7% se encontraban entre los 2 y
3 meses de edad y el 7.1% de los animales
tenfan esquerna de vacunacién completo para
parvovirosis.

Cuatro de los 56 perros (7.1%) tenian confir-
macidén para CPV; dos por IH y los dos res-
tantes por ELiSA e histopatologia respectiva-
mente.

Técnica de PCR

Un producto de PCR de aproximadamente 2.2
Kb se obtuvo con el DNA temple de referen-
cia (DNA de CPV cepa vacunal). Todas las
muestras (73) fueron sometidas a PCR; cua-

tro (7.1%) de estas mostraron una banda de

tamafio similar al de referencia como muestra
el andlisis electroforético en la figura 1.

En ninguna de las muestras de sangre se obtu-
vo amplificado por PCR. ' '

Ficura 1. Un ejemplo de productos amplifica-
dos por PCR a partir de CPV aislado de mues-
tras de materia fecal. Linea M)) marcador de peso
miolecular (de arriba para abajo: >3000, 2000,
800, 350, 50 pb); lineas 1 a 4 y la 8) muestras
sometidas a PCR, muestras 2, 3, y 8 positivas
(aprox. 2.2 Kb), muestras 1 y 4 negativas; lineas
5, 6 y 7) producto de PCR generado a partir del
CPV de referencia (CPV cepa vacunal). -

RFLP

De los cuatro productos obtenidos por PCR,
dos mostraron idéntico patrén de restriccion
al subtipo CPV-2a de las dos restantes una
mostré patrén idéntico al subtipo CPV2-b y
la otra un patrén idéntico al tipo CPV-2 des-
pu€s de la digestién con la endonucleasa Rsa
I. En contraste, el producto amplificado de la
cepa vacunal (CPV de referencia) mostré un
patrén de restriccidn idéntico al tipo CPV-2
como se esperaba (figura 2).

Ficura 2. Un ejemplo de patrones de reaccién
de la enzima Rsa I en productos de PCR. Linea
M) marcador de peso molecular (de arriba para
abajo: 2.000, 800, 350, 50 pb); linea 1) restric-
cién del CPV de referencia (CPV cepa vacunal)
CPV-2. Linea 2) muestra con genotipo CPV-2;
linea 3) muestra con genotipo CPV-2a; linea 4)
muestra con genotipo CPV-2b.

DISCUSION

Con frecuencia se diagnostica clinicamente
como “parvovirosis canina” a un alto porcen-
taje de casos de gastroenteritis hemorrdgica,
omitiéndose la probabilidad de otras etiologfas
que presentan cuadros similares como ocurre
con algunas infecciones virales, bacterianas,
micGticas y parasitarias; sin mencionar pro-
cesos de tipo idiopdtico, téxico o metabdlico
(Strombeck D., 1995), por el hecho de no ha-
cerse confirmacién al diagndstico. En este es-
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tudio, de un total de 56 perros se colectaron
muestras en diferentes centros veterinarios con
diagnostico clinico de parvovirosis canina,
s6lo cuatro tenian confirmacién de laborato-
rio (IH, ELssa e histopatologia), hecho que co-
rrobora lo mencionado anteriormente.

El objeto de tomar muestra de sangre fue el
de observar si era posible detectar el virus en
pacientes caninos, puesto que la literatura re-
porta que el CPV presenta tres periodos de
viremia cortos después de la infeccién
(Strombeck D, 1995 y Studdert M., 1983). Sin
embargo, no se logré aislamiento a partir de
esta muestra, tal vez porque el paciente habia
pasado ya por estas fases de viremia. En ge-
neral la viremia termina antes de la aparicién
de los signos gastrointestinales (Macartney et
al, 1984).

Mochizuki M. et al. (1993)-y Meerarani S.
(1996), compararon la PCR como método
diagndstico para detectar CPV en heces de
perro, con los métodos de aislamiento viral
(V1) y hemaglutinacién (HA) confirmada por
inhibicién de la hemaglutinacién (IH); con-
cluyendo que la PCR es una técnica rdpida,
sensible y especifica para la deteccién de CPV

en materia fecal de especimenes contamina- .

dos. Las muestras amplificadas por PCR en
este estudio, resultaron ser coincidencialmente
las mismas que presentaban confirmacién por
otra prueba, sin embargo, esto de ninguna
manera determina la sensibilidad del PCR en
este trabajo, ademds, se debe recordar que
existen inhibidores en muestras de materia
fecal para el PCR (Wilde et al, 1990 y Louvea
et al, 1991).

Se determiné suficiente, el usar PCR para
amplificar el gen VP1/VP2 del parvovirus ca-
nino con los primers VPF (5’-ATGGC-
ACCTCCGGCAAAGA-3") y VPR (5°-
TTTCTAGGTGCTAGTTGAG-3’) de acuer-
do a la secuencia de Reed e al (1988) y RFLP
con la enzima de restriccién Rsa I para dife-
renciar entre los genotipos CPV-2, CPV-2a y

CPV-2b, tal como lo reporté Sagazio et al.,
(1998) y Mochizuki et al., (1993).

En conclusi6n, este estudio deja ver que es
posible que se encuentre circulando en Bogo-
td otra(s) etiologia(s) diferente a parvovirus
canino que esté causando en perros menores
de un afio un cuadro agudo de gastroenteritis
hemorragica.

Utilizando la PCR-RLFP se diferenciaron los
genotipos CPV-2a y CPV-2b del CPV-2
vacunal en las muestras tomadas. Pese a que
la PCR resulta ser eficiente y rdpida, ésta pue-
de ser bloqueada por inhibidores presentes en
muestras de materia fecal (datos no mostrados).

Son necesarios futuros estudios con base
poblacional para poder precisar la predomi-
nancia o no de los genotipos CPV-2a y CPV-2b.
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