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CARACTERIZACION MOLECULAR DE CEPAS DE PARVOVIRUS Y VIRUS
DISTEMPER CANINO PROVENIENTES DE PERROS DOMESTICOS
VACUNADOS Y NO VACUNADOS DE LA ARGENTINA

Entre los afios 2003 y 2008, se recibieron en @lrédbrio 123 muestras de sangre de
perros, con fines diagnésticos. De acuerdo a lpsosi clinicos, la infeccién por VDC
se habia sospechado en un 79% de estos casos.

Del total de las muestras analizadas, se detectBpdCR, un fragmento de 287 pares
de bases del gen de la NP de VDC en 82 muestras.

Junto con la muestra remitida al laboratorio, skcig®d una ficha completa con la
historia clinica del animal.

Para caracterizar posteriormente las cepas de VE2Geptes en nuestro pais, se
amplificd, clond y secuencié un fragmento de 871dpbgen de la hemaglutinina de
VDC. Se obtuvo una alta identidad a nivel aminaaoigntre las cepas locales, las
cuales mostraron ser genéticamente distantes depas presentes en las vacunas.
Para una de las cepas, se logré ademas de la iaagdh del gen completo de la H, el
aislamiento en células en cultivo.

Por otro lado, para el caso de PVC, se analizaBdmsgbpados rectales y en 32 de ellos
se detect6 por PCR un fragmento de 681 pb del gém \dP2. Se analizaron secuencias
de las cepas circulantes locales, detectandosarlante “PVC-2c” presente en la
poblacion canina del mundo desde el afio 2000.

Este estudio, representa el primer andlisis a makcular de cepas locales tanto de
VDC como PVC.

Palabras claves: Moquillo canino, Virus Distempeani@o, Parvovirus Canino,
diagnostico molecular, secuenciamiento.
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MOLECULAR CHARACTERIZATION OF CANINE PARVOVIRUS AND
CANINE DISTEMPER VIRUS STRAINS RECOVERED FROM VACCI NATED
AND NON VACCINATED DOMESTIC DOGS IN ARGENTINA

Between 2003 and 2008, we received in our laboyat@B blood samples taken from
dogs for diagnosis purposes. According to clingighs, the infection with CDV was
suspected in 79% of them.

A 287 base pairs fragment of the NP gene of CDV dedscted by RT-PCR in 82 of the
analyzed samples.

Clinical veterinarians were asked to send togettitlr the samples, a complete medical
report with clinical information about the patients

To later characterize strains circulating in Argeat we cloned and sequenced an 871
bp fragment of the CDV hemagglutinin gene.

We found a high degree of identity among localisgrand a lower degree of identity
when compared with vaccine strains.

We amplified the complete H gene of two local stsaand one of them was isolated in
cell culture.

On the other hand, we analyzed 43 rectal swabsvardetect CPV DNA in 32 of them.
The obtained PCR fragments were cloned and seqdenaoel we found the CPV2c
strain, detected in the worldwide canine populasimte the year 2000.

This study was based primarily on the molecularattarization of relevant genomic
CDV and CPV sequences and the results obtainednheoafirm and extend those

previously reported in other regions of the world.

Key words: strains identification, Canine Distemp¥irus, Canine Parvovirus,
Molecular diagnosis, sequencing.
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ADN: acido desoxirribonucleico

ADN ligasa: enzima que forma enlaces covalentes entre elregtf# de una cadena
polinucleotidica y el extremo 3’ de otra cadenamualleotidica.

Antisense primer reverso

ARN: acido Ribonucleico

ARNmM: &cido Ribonucleico mensajero

ATCC: american Type Culture Collection

AVC: Adenovirus Canino

aa aminoacidos

B95a linea celular linfoblastoide B de titi, transf@da por el virus Epstein-Barr.
BPIV: Bovine parainfluenza Virus. Virus Parainfluenzavino

BRSV: Bovine respiratory syncytial Virus. Virus sin@trespiratorio bovino
Buffer: solucién de sustancias quimicas que mantienestaae su pH

Buffy coat: capa leuco-plaguetaria que se observa despu@sceatrifugacion 6 de la
sedimentacion de la sangre total entre el plastoa globulos rojos.

°C: grados centigrados

CMV : Cetacean Morbillivirus. Morbillivirus de los Ce&os

CO,. di6xido de carbono

CPN: complejo del poro nuclear

CPV: Canine Parvovirus. Parvovirus Canino

CRFK: Crandell Ress Feline Kidney. Células de rifionate.g

DAB: acido diamino benzoico

DC: Distemper Canino

DI: Dosis infectivas

DICT : Dosis infectivas en Cultivo de Tejidos

DMV : Dolphin Morbillivirus. Morbillivirus del delfin

DMEM : medio esencial minimo de Dulbecco

DMSO: Dimetil sulféxido

DNAsas enzimas que degradan el ADN

dNTPs :deoxinucleotidos

D.p.i.: dias post infeccion

Drift Antigénico : cambios 6 mutaciones menores que producen ngepas.
EDTA: acido etilendiamino tetracético

ELISA: “Enzyme-linked immunosorbent assay”. Ensayo inommzimatico por
adsorcion.

Escherichia ColiDH5a: Bacterias de la cepa D5

F: Fusion (Proteina de Fusion)

f: forward primer

g: gramo

G418 aminoglycosido. Antibidtico Geneticina 418

H: Hemagglutinina (proteina)

HA: Hemoaglutinacion

Hepes acido N-2-Hidroxietilpiperacina-N'-2'-Etanesulféo

HeV: Hendra Virus

HI: herd immunity

HN: Hemagutinina Neuraminidasa

HPIV : Human Parainfluenza Virus. Virus Parainfluenzartdno

HRSV: Human Respiratory Syncytial Virus. Virus Respirad Sincicial Humano
IF: immunofluorescencia

IgM : Immunoglobulina de tipo M
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IHA : inhibicion de la hemoaglutinacion

IPTG: isoppropil-Beta-D-Tiogalactopiranosido

Kb: kilo base

Kda: kilo daltons

[ litro

L: Large (proteina grande)

LB: Luria-Bertani, medio rico nutricional utilizad@ga el crecimiento de bacterias.
LCR: liquido cefaloraquideo

M: Matrix (proteina de matriz)

M: Molar

mADbs: anticuerpos monoclonales

MARN: acido ribonucleico mensajero

MEM : medio esencial minimo

MDCK: Madin Darby Canine Kidney. Células de rifiébn de @err
MgCl: cloruro de magnesio

pl: microlitro

pM: micromolar

mg: miligramo

ml: mililitro

mM : milimolar

MuV : Mumps virus.

MV : Measles Virus. Virus Sarampién

MVC: (Minute Virus of Canine) Virus diminuto de los @aos.
N: Normal

nm: nanémetro

NDV: Newcastle Disease Virus

NiV: Nipah Virus

NP: Nucleoproteina

NS non-structural proteins. (Proteinas no estruatsjal

Nt: nucledtidos

ORSV: Ovine Respiratory Syncytial Virus. Virus Respimad Sincicial Ovino.
Pb: pares de bases

P: Phosphoproteina (proteina)

PBMC: “Peripheral Blood Mononuclear Cells”. Células maoncleares de sangre
periférica

PBS phosphate buffered saline: solucion salina dafos

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa

PDV: Phocine Distemper Virus

Pellet precipitado luego de la centrifugacion

pH: logaritmo de la inversa de la concentracion degoes

p.i.: post infeccién

Pmol: picomoles

PMV : Porpoise MorbillivirusMorbillivirus de la Marsopa
PPRV: Peste des Petits Ruminants Virus

“primers” : oligonucledtidos iniciadores

PV: Particulas Virales

PVC: Parvovirus Canino

PVM: Pneumonia Virus of Mice. Virus de la Neumoniaaton
PVM: Parvovirus del Mapache. Racoon Parvovirus, RPV

r: reverse primer

\
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RE: reticulo endoplasmatico

RFLP: “Restriction fragment length polymorphism”. Pobrfismo en la longitud de
los fragmentos de restriccion

RNasa ribonuclease A: enzima (nucleasa) que catalirédlisis de ARN
rpm: revoluciones por minuto

RPV: Rinderpest Virus

RTf: receptor de transferrina

RT-PCR: Transcripcion Reversa-Reaccion en Cadena delim&asa

SDS dodecyl sulfato de sodio. Detergente de accionatesalizante
Senseprimer forward

SeV: Sendai Virus

SFB: Suero Fetal Bovino

SLAM: *“Signaling lymphocytic activation molecule” (SLAMCD150). Molécula
activadora de la sefalizacion del linfocito tamhkiénocida como CD150.
SNC: Sistema Nervioso Central

SPE “Specific Pathogen Free” (libre de patdégenos €i$iges)

SV41 Simian Parainfluenza Virus 41. Virus Parainflugile los Simios
SV5: Simian Virus 5

Tf: transferrina

TRTV : Turkey rhinotracheitis Virus. Virus de la rinagrzeitis de los pavos.
UTR: Untranslated region. Regién no codificante

UV: luz Ultravioleta

VDC: Virus Distemper Canino

Vero: células epiteliales de rifion de mono verde Africa

Vero/SLAM: células Vero que expresan por transfeccion ls2éoudh activadora de la
sefalizacion del linfocito

VEV: Virus de la Enteritis del Vison. Mink Enteritisrds, MEV

VP: polipéptido viral

VPF: Virus de la Panleucopenia Felina. Feline Panlpak@ Virus, FPV
VVM : Vacunas a Virus Vivo Modificado

X-gal: (5-bromo-4-cloro-3-indoyl-R-D-galactopyranosiqojomogeno).
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CONSIDERACIONES GENERALES

Consideraciones generales acerca de la situacionidgmiologica de 2 importantes
virosis caninas de la Republica Argentina entre loafios 2003-2008.

El Virus Distemper (VDC) y el Parvovirus CaninosV(@® provocan enfermedades
altamente contagiosas y mortales que tienen unigrpacto sanitario en animales de
compafia (tanto en hogares y en veterinarias cahdaabién en criaderos) y en
especies silvestres susceptibles.

Vacunar es la forma mas efectiva, econémica vy iggaate prevenir 6 disminuir la
incidencia de estas enfermedades.

Como ejemplo de lo importante que es la practicia dacunacién, se encuentra el caso
de un brote de VDC en Indiana, Estados Unidos (EEgHJlos afios 1992-1993, en el
cual la falta de vacunacién, aumentd 350 vecessdo de la enfermedad y en el cual el
93.8% de los casos fueron atribuidos a la falteag@nacién. Cabe aclarar en este caso,
gue para muchos de los duefios de los animalesstel del tratamiento médico excedid
el costo de los programas de vacunacion (Patrarek 4995).

En nuestro pais, sélo un 20% de los perros (se&sfue hay en total aproximadamente
8 millones de canes domésticos) es atendido carargdad en las veterinarias, ya sea
por urgencias 6 consultas preventivas. La ciffandiida por la Camara Argentina de la
Industria de Productos Veterinarios (Caprove),ejaflentonces que el 80% de los
animales de comparfiia no esté recibiendo una coheniédica minima.

Ademas, sélo un 20-25% de los perros recibié algraraina, pero se desconoce el
porcentaje de animales que completdé el esquemaadenacion y por lo tanto se
encuentran protegidos contra estas enfermedadesp@se de manifiesto el gran riesgo
en el que esta sometida la poblacién canina.

En Europa y EEUU las mascotas tienen cubiertasdaesidades béasicas y el 90%
recibe atencion médica (en EEUU existen leyes gestablecen como obligatorio).

En Argentina, los animales viven en un ambienta@toénte diferente al de otros paises,
hay muchos animales sueltos vagabundos y en esiéit hay una exposicion muy
alta a los virus. Es importante destacar, que @darde desnutricion, stress,
enfermedades parasitarias u otras enfermedadexciogas, también contribuyen al
estado general de inmunosupresion de los animdtesste ademdas, un bajo
relevamiento de los casos e informacién sobre dagnacunados e infectados.

La crisis econdémica de los afios 2000-2001, llevawastro pais, a una disminucion en

la practica de la vacunacién, que trajo como caremegia una disminucion de la

XV



CONSIDERACIONES GENERALES

cobertura vacunal poblacional y un aumento dertalgicion viral. Simultaneamente se
produjo un aumento de la liberacién de perros ealie (estos animales abandonados,
fueron liberados por lo general, sin vacunar yqmusiguiente, susceptibles).

Esta situacion, sumada a la utilizacion de vacumasactualizadas, provoco en los
altimos afos, un gran aumento de los casos de VBEG, lo cual se observé tanto en
nuestro pais como a nivel mundial incluyendo aresahcunados.

De acuerdo a la literatura internacional, la evidluggenética y antigénica de estos
virus, generd variantes no siempre protegidas @srahticuerpos generados por las
cepas vacunales.

Por eso, este trabajo tiene como objetivos porade,lsentar las bases de registros
epidemiolégicos de VDC y PVC, como asi tambiénapdicacion de un diagndstico
molecular rapido, sensible y sencillo que permitntificar y caracterizar las cepas de
VDC y PVC circulantes en nuestro pais, como prip&so para el control de estas
enfermedades.

Si bien este trabajo de tesis tiene como objetlvestudio de estos 2 patégenos, en

beneficio de la claridad de la presentacion, selidiven 2 capitulos.
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OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo de Tesis eactaizar molecularmente las cepas de
VDC y PVC circulantes en perros de la Republicaehtma.

Los objetivos especificos son:

1 - Desarrollar un método de diagnéstico moleculaid@y sencillo para detectar VDC

y PVC en muestras de animales enfermos.

2 — Establecer las diferencias moleculares entredaas salvajes y cepas vacunales de
ambos virus.

3 — Seleccionar cepas salvajes candidatas patdilsgadas en el desarrollo de vacunas
actualizadas de nueva generacion.

4 — Crear de una base de datos con informaciérempidbgica relevante respecto de
los animales afectados.
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VDC INTRODUCCION

1.1 Historia del VDC

Durante siglos, las infecciones por Morbilliviruarhsido de gran importancia para
poblaciones humanas y de animales. El virus den§aéa, que fue introducido por los
Europeos en América, devastd poblaciones de Anmericaativos. El Rinderpest virus
(RPV), una infeccion del ganado vacuno, fue llevadBuropa por comerciantes que
vinieron de Asia y después a Africa por las gueo@sniales. Especies de animales
tanto domésticas como salvajes, fueron severanadettadas. EI Sarampion, todavia
prevalece como una importante enfermedad de laz ré8pecialmente en paises en
desarrollo (WHO, 2007), pero ademads, contindan r@do brotes en paises
desarrollados cuando la cobertura vacunal dismifMyssong and Muller, 2000), (van
den Hof et al., 2001).

El Distemper Canino (DC), es un Morbillivirus queaa a perros y a otros carnivoros
salvajes. La enfermedad, provocada por este \iaisido reconocida por al menos 250
afos. Segun Blancou (Blancou, 2004), la enferméaadiescripta por primera vez en
1746 por Ulloa en su trabaj®&e&lacion historica del viaje a la América merididhaDe
acuerdo con Heusinger, el Distemper fue llevadaeléera a Espafia durante el siglo
XVII y desde alli, diseminado a otras partes deopary Rusia en pocos afios. La
distribucion epidémica de DC en Europa, empeza@atter de los afios 1760s. En 1815,
Jenner, observo que el DC entre los perros, eredtaiagioso como lo era el sarampién,
0 la viruela entre los humanos.

En 1844, Karle pudo transmitir la enfermedad expentalmente depositando las
secreciones de animales enfermos en los labiosrdesgovenes.

La etiologia del DC fue discutida durante muchossaiiasta que en 1905 Henri Carré
demostré en Francia, que la enfermedad era capsadan virus filtrable. Es por esto
que a esta enfermedad, se la llama “Maladie de éCaifambién tiene otras
denominaciones: “Hundestaupe” en Alemania, “Cimueno Italia, “Moquillo Canino”
en paises hispanoparlantes, “Esgana” en Portugzihpmose” en Brasil.

La primera vacuna contra DC, fue desarrollada €28 Ifr el italiano Puntoni a partir
de cerebro de perro con encefalitis provocada @€ W estaba constituida por virus
inactivado con formalina. La proteccién obtenidan das vacunas inactivadas era
limitada y ya no se utilizan. Las vacunas a vinye ynodificadas (VVM) con las cuales
el DC fue controlado eficazmente, fueron desamaliaa fines de los afios 1950s. Las

cepas virales fueron adaptadas a huevos de polioicamados [Lederle, (Cabasso and
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Cox, 1952) y Onderstepoort, (Haig, 1956)] y a @dutle rifibn canino (Rockborn)
(Rockborn, 1959).

Si bien la utilizacion de vacunas vivas modificadaslujo significativamente la
incidencia de DC, todavia continta la circulaci@h vrus en poblaciones de perros y
otros carnivoros susceptibles. La circulacion vealmanifiesta con la ocurrencia de
casos esporadicos, como asi también de epidemasmlémias en las cuales muchas
veces estan involucrados animales vacunados (RBlimea-Moller et al., 1993).

La negligencia en cuanto a la vacunacion, llevaapobre cobertura vacunal y es una
explicacion de los brotes a nivel poblacional. &hbio antigénico en las cepas salvajes
de DC ha sido sugerido también como causa por # las vacunas actuales no

protegen adecuadamente de la enfermedad.

1.2 Clasificacion del Virus

El virus Distemper Canino (VDC) pertenece al génevimrbillivirus, orden
Mononegavirales,en la familia Paramyxoviridae Esta familia, se divide en 2
subfamilias Paramyxovirinae y Pneumovirinae Los géneros de la subfamilia
Pneumovirinaeson Pneumovirus y Metapneumovirus. Los génerosadsubfamilia
Paramyxovirinaeson Respirovirus, Henipavirus, Rubulavirus y Mdnaius; y se
clasifican segun criterios biolégicos: reacciéngaica cruzada entre los miembros de
un mismo género y presencidgspirovirus y Rubulavirisd ausenciaMorbillivirus,
Henipavirug de actividad neuraminidasa de la proteina H (@iduA).

En la Figura 1 B, se observan las relaciones filétjeas entre los miembros del género
Morbillivirus.

Algunos ejemplos d#orbillivirus, las enfermedades que causan y sus hospedadores

naturales, se presentan en la Tabla 1.
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A Paramyxoviridae Ceticeos
Paramyxovirinae Prewmaovirinae & g illivicus del de];l--'”
orhillivirus
k{.."—‘? frovi i |. ([)MV) Morhillivirus de |
™ q |
7 wewvt PP gpnry Prieumovirus Primates \ arsupiales (PW
Sav X e T T - -
| BERSY -
\| R p wrsv / Virus Sarampiin (Mv\)\. Carnivoros
ml O\ " amivoro
HaV ' — )
e Yirus DistempA
Henipavivus TRV , T - ( Canino (YDC) .‘I"
Virus de la peste hovina

‘.'uupmmrrmrrm\ (RPV)

swar |
HPIV2
sws | |
My

HPTVAE
.' Rumlantes .

08 T -

: \\ V‘uusdelapestedel
Marbillivirus "/
Focas (PDV)
Virus de la peste des "
;:L[LH ruminants (PPRY)

HPIV4A

h Rﬂhilallfﬂl.\
Figura 1 - A) Filogenia de la Famili#aramyxoviridaeB) Filogenia de loMorbillivirus. Las

relaciones filogenéticas fueron establecidas coamular las secuencias nucleotidicas de los
genes de la Nucleoproteina.

Virus Enfermedad Huésped Natural

Measles virug Sarampion Humano

(MV)

Rinderpest virug Rinderpest Ganado vacuno, cabras, ovejas, cerdos
(RPV)

Peste des petitsPeste des petits ruminarlts Cabra, oveja

ruminants  virus

(PPRV)

Dolphin morbillivirus (DMV) Delfin

Porpoise morbillivirus (PMV) Marsopa

Canine distempe
virus (CDV)

Distemper Canino

Perro y canidos salvajes

Phocine distemper virus (PDV)

Foca

DMV y PMV estan actualmente unidos bajo la denowgitvacomun de Morbillivirus de los cetace

“cetacean morbilliviruses” (CMV).

Tabla 1 - Virus que pertenecen al génevmrbillivirus y las enfermedades que causan en sus
hospedadores naturales (Osterhaus et al.,

19®%)Guyardo et al.,

2005).
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Los Morbillivirus, tienen un genoma a ARN simple cadena, lineal nmeatado de
polaridad negativa de alrededor de 15.900 nuclest{dt). EI ARN esta envuelto en
una nucleocapside helicoidal formada por la Nudletgina (NP). Los complejos
ribonucleoproteicos maduros tienen copias de laejmras Phospho (P) y Large (L). La
envoltura lipidica, derivada de las células hosgedss, tiene insertadas dos
glicoproteinas virales, la Hemaglutinina (H) y leteina de Fusion (F). Las particulas
virales son pleomorficas, generalmente redondegpdes un didmetro de entre 100 y
300 nm (Lund et al., 1984) (Figura 2).

H: HEMAGLUTININA

N: NUCLEOCAPSIDE
L: LARGE POLIMERASA
P: FOSFOPROTEINA

ARN viral

Figura 2 - Dibujo esquematico de la estructura de un Pa@rinus. (Wikipedia, 2008)

Internamente, la envoltura esta estabilizada per ecapa formada por la proteina de
Matriz (M). El genoma esta organizado como se maest la Figura 3, con regiones 3’
y 5’ no codificantes (3’'UTR y 5’ UTR, respectivanieny los genes codificantes de la
N, P (C, V), M, F, Hy L. El gen P codifica parafoteinas no estructurales

denominadas C y V, ademas de la proteina P.

¥ N PICIV M F H L 5

Figura 3 - Esquema del genoma y codificacién de VDC (Frisk ¢t1999).
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1.3 Las proteinas virales

Durante la transcripcion, la polimerasa viral, é¢andencia a despegarse del templado
en cada secuencia intergénica y a recomenzar factipcion en el extremo 3’ del
genoma. Esto, conduce a un gradiente de transamipls los 6 genes desde el extremo
3’ hacia el 5’ que se traduce en una abundanc@plagmatica diferencial de las

proteinas, siendo la NP la mas representada nsemtiala L, es la menos traducida.

1.3.1 Nucleoproteina (NP)

El ARNm de la NP es el primer transcripto a padél ARN gendmico. La NP
constituida por 525 aminoéacidos (aa), de aproximmae 58.2 KDa, juega un rol
central en la replicacion del ARN genémico. La NP,autoensambla alrededor de los
ARNSs virales gendémicos y antigenémicos. Esta etracasociada a las proteinas P y

L, es necesaria como templado para la replicactbangcripcion

1.3.2 Proteinas codificadas por el gen P (P, C, V)

El gen P, codifica ademas de la proteina P (de pwdecular relativo de 54.65 KDa),
otras 2 proteinas. La proteina C esta codificadabmismo ARNm, traducido a partir
de un codon de iniciacion situado 19 nucle6tidosatiajo con respecto a la proteina P
(Bellini et al., 1985).

La proteina V, comparte el mismo codon iniciadon ¢& proteina P y también los
primeros 231 aminoacidos, pero un proceso de meidarael ARN (“editing”) afiade
una guanosina corriendo el marco de lectura, gederan dominio de 68 aa rico en
cisteinas con capacidad de unir zinc, en el extreanooxilo terminal de la proteina P.
(Cattaneo et al., 1989), (Liston and Briedis, 1994)
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1.3.3 Proteina de matriz (M)

La proteina de matriz (335 aa, con un peso molecelativo de 37.6 KDa) es una
proteina basica con muchas regiones hidrofobicasereadas (Bellini et al., 1986).
Dentro de las células infectadas, la proteina &stéiada con las nucleocapsides, en la
cara interna de la membrana plasmética (Hiranol.et1892). La proteina M, se
considera como un organizador central de la magfaly del ensamblaje del virién,
interactuando con la Nucleocépside, la bicapaitpig los dominios citoplasméticos de

las glicoproteinas Hy F.

1.3.4 Proteina de fusién (F)

La proteina F (550 aa, 72.9 KDa) es una glicopnatdransmembrana de tipo I,

responsable de la fusion de la envoltura viral yad®membrana celular en los inicios de
la infeccion. Ademas, es responsable, en la paxaé del ciclo viral, de la fusién de las

membranas de las células infectadas que expresaglitaproteinas H y F, con las

membranas celulares vecinas que expresan los oeegpirales.

La proteina F, es sintetizada y glicosilada dedgloreticulo endoplasmatico (RE) bajo
la forma de un precursor inactivo FO. Luego sevacfiroteoliticamente en el trans-
Golgi, formandose de un heterodimero activo, F2 yunidos por un puente disulfuro.
La subunidad F1, contiene un grupo muy conservadaadhidrofébicos en su extremo
amino terminal: el péptido fusion, que juega unimgbortante en el proceso de fusion,
cuando se inserta en la membrana de la céluladlah@ Unica region hidrofébica en

el extremo carboxilo terminal, es responsable delage de la proteina F dentro de la
membrana lipidica. La parte central de la subunkdces una region rica en cisteinas.

La subunidad F2, tiene 3 sitios potenciales deogiliacion y un péptido sefal

hidrofébico que determina la localizacion de memarde la proteina F.

1.3.5 Proteina de union (H)

La proteina de unién de ld8aramyxovirusmedia la unién de los viriones a los

receptores celulares y posee la capacidad de peynavfusion; actividad que se
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expresa via la interaccion fisica con la proteind & glicoproteina de unién de los
respirovirus y los rubulavirus, se une a los remegst glicoproteicos 6 glicolipidicos que
contienen acido sidlico y permite al virus aglutites globulos rojos (hemaglutinacion)
y tiene ademds actividad neuraminidasa reflejad&letlivaje enzimatico del acido
sidlico (de ahi, su nombre hemaglutinina-neuraragag HN).

La proteina H de los Morbillivirus como es el cai® VDC, induce Unicamente la
aglutinacion de los glébulos rojos de primates \enadls, carece de actividad
neuraminidasa 0 esterasa.

El gen de la proteina H, esta constituido por ulo sdarco abierto de lectura que
codifica para una proteina transmembrana tipo dl,6d7 aa de un peso molecular
relativo de aproximadamente 68.15 KDa.

La proteina H, tiene un dominio citoplasmatico artierminal, un dominio hidrofébico
anico que funciona como una secuencia sefal (vadad) para la localizacién en
membrana y como dominio de anclaje a membrana masleposee un ectodominio
carboxilo terminal.

El grado de homologia de secuencia de la proteieatté los Morbillivirus es variable:
60 % entre las proteinas de Sarampion y Rinderpgss y 37% entre las
hemaglutininas de Sarampién y VDC (Gerald et #86), (Kovamees et al., 1991),
(Tsukiyama et al., 1987). Datos inmunoldgicos ysdeuencia, mostraron claramente
gue la proteina H es la mas variable entre los Miettus (Haas et al., 1999).

Los residuos de cisteina y prolina estan consesyddocual sugiere que la estructura
tridimensional global de la proteina H esta corsgaentre los Morbillivirus

Basado en el analisis filogenético de regiones esuigicas de la proteina Fy P y en el
gen completo de la hemaglutinina, las cepas de ¥®8Ban dividido en distintos linajes
gue principalmente estan asociados al area geogréfi la cual la cepa es aislada
(Lednicky et al., 2004), (Lan et al., 2005), (M#aet al., 2006).

1.3.6 Proteina Large (L)

La proteina L (2183 aa, aproximadamente 248 KD& peesente en poca cantidad

dentro de las células infectadas. Esta se asocialac@roteina P para formar la

polimerasa viral y es uno de los constituyentek deicleocapside en el virion.
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1.4 Ciclo replicativo de VDC

El Virus Distemper Canino, se propaga siguiendte2rativas. La primera, consiste en
la infeccion de una célula, la transcripcion y treadon de las proteinas virales, la
replicacion del genoma, la brotacién y liberacioe duevas particulas virales
infecciosas. La otra alternativa es a través ddolaacion de células gigantes
multinucleadas (sincicios) que resultan de la fusiéntre una célula infectada
expresando las glicoproteinas H y F, y una céleleina expresando el receptor de
VDC.

1.4.1 Union del virus y penetracion en de la célulaospedadora

La proteina H de VDC, media la union de los vir®melos receptores celulares. Esto
produce cambios conformacionales que favoreceatigidad fusogénica de la proteina
F, permitiendo la fusion de la envoltura viral yniembrana plasmatica de la célula
hospedadora. Luego de la entrada del virus a ldagéa envoltura del virus se pierde y
se produce la liberacién de la nucelocapside detgiraitoplasma (Figura 4).

La presencia del receptor determina la suscepl#ullde la célula al virus. Sin embargo,
para que ocurra la replicacion viral, se requiere lq célula sea ademas permisiva.
Esta etapa de adsorcién puede ser inhibida parisuerpos neutralizantes, los que al

unirse a los viriones impiden la interaccion degsbn los receptores celulares.

(HHHKA

[t t.0-8.0.8.0..8.0.0.0.00 4L ILILILILIL

Figura 4 - Esquema de la entrada del virus a la célulaiéRua la membrana celular
(http://pathmicro.med.sc.edu/mhunt/dnal.htm).
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1.4.2 Transcripcion y replicacion

Una vez dentro del citoplasma, el genoma viral,tragscripto en ARNm por la

polimerasa viral compuesta por la asociacion deplageinas L y P. Este ARNm

permitira la sintesis de las proteinas virales.

Después de una primera etapa de transcripcion,ecamien el citoplasma y bajo el
control de la polimerasa viral, la sintesis del AR#, el antigenoma que servira de
templado para la produccién de nuevas hebras de gdRRmico.

El ARN gendmico sintetizado nuevamente, es encageidy transportado hacia la

membrana plasmatica para la formacion de nuevéisyas virales (Figura 5).

Unidn del virus a la
célula. Actividad

fusogénica de F

D46 il
SLAM ‘ /

Transcripcion

n p m f h |

Traduccion *

T |
RN

NP P M F,

Brotacién \
Particula viral %
neosintetizada

Figura 5 - Ciclo viral de VDC (Massé€, 2004).
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1.4.3 Encapsidacion del genoma y brotacion

Al mismo tiempo que es sintetizado, el ARN es esiciulo por las proteinas NP, P y
L. La ribonucleocapside se asocia con las protédihgse estan en la cara interna de la
membrana plasméatica adonde han sido previamentetegps las glicoproteinas H y F.
Este ensamblaje, se realiza principalmente a ndelrafts, regiones ricas en
glicoesfingolipidos y colesterol de la membranamiatica.

La brotacion por la membrana, permitira la libedacie particulas virales nuevamente

sintetizadas, listas para infectar a otras células.

1.5 Propiedades fisicas de VDC

El VDC es susceptible a la luz ultravioleta (UV)ey extremadamente susceptible a
solventes organicos [cloroformo, éter (<0.5%), falima, fenol (0.75%)] y al calor. A
temperaturas de 50 °C 6 mayores, el virus se gesen media hora, pero puede
sobrevivir a 25 °C durante 48 horas, a 5 °C durasitdias (Shen and Gorham, 1980) 6
a -65 °C por al menos 7 afnos.

A temperaturas entre 0 y 4 °C, el virus sobreviveeleambiente durante semanas. La
infectividad viral se pierde arriba de un pH de41l® debajo de 4,4. Los procedimientos
de desinfeccion de rutina son efectivos en desauWDC en perreras, criaderos u

hospitales veterinarios.

1.6 Patogénesis y cuadro clinico

La patogénesis y el cuadro clinico de DC dependedeterminantes intrinsecos tanto

del virus como del animal hospedador.

Patogénesis
La patogénesis de DC ha sido estudiada ampliamemtperros (Figura 6) (Appel,
1969). Brevemente, la invasion del cuerpo del ahe@aaeguida, dentro de las primeras

24 hs, por la multiplicacion de VDC en macréfageslak tejidos locales, se disemina

10
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dentro de los macréfagos a las amigdalas y noduntiicos bronquiales, luego se
replica entre los dias 2 y 4 postinfeccion (p.iseydisemina a otros 6rganos linfaticos.
El virus se multiplica de los 4 a 6 dias post-inféo (d.p.i.), en los foliculos linfaticos
del bazo, en la ldmina propia del estbmago e intestelgado y en las células de
Kupffer del higado. Este proceso es acompafiaddiglmme entre los 3 y 6 d.p.i. La
diseminacion posterior a tejidos epiteliales yistiesna nervioso central (SNC) entre los
8y 9 d.p.i. depende del estado inmunoldgico ytadaidel perro, y tiene lugar luego de

una viremia con el virus tanto asociado a célutesaa la fase plasmatica de la sangre.

LOCALIZACION VIRAL
0 INTERACCIONES HALLAZGOS
1 VIRUS-HUESPED CLINCOS
Aerosol
2 Amidala‘s, nédulos El vitus entra fiebre inicial
3 linfaticos bronquiales al cuerpo
| (leucopenia)
4 Timo, bazo, nddulos linfaticos MulFipIicacifm \{iral en
c 5} retrofaringeos ¢l sistema linfoide
g5 \
Q Multiplicacion en el sistema linfoide, en la
4] N N !
[} 7 lamina propia intestinal y en las células de
€ Kupffer ———
£ 8 o Conjuntivitis
il g Células mononucleares enla sangre Diseminacion Viral Fiebre,
8 10 (V'rzem'a) / \ Anorexia
0 i i ] Vémitos
@11 . i ) _ ) Anticuerpos El virus suprime la
1o b e xespuesta inmune inadecuac, baja antiiales inmunidad medizds|  pigmren
12 P respuesta de anticuerpos. Invasion de incrementados por células
13 . todos |os epitelios y del SNC Disnea
buena respuesta de anticuerpos
Baja respuesta Enfermedad clinica Ataxia,
| ja resp
5 ‘ de antitiuerpos Sin respuesta mioclonias
Enfermedad inaparente ‘ de anticuerpos
16 : Enfermedad suave ﬂ —*hluerte
17 o inaparente Enfermedad
18 Baja incidencia de signos del SNC ‘ severa
19 kg e multisistemica
en plr:ﬂ ySNC |
20 / ‘ El virus persiste en tejidos
Recuperacion,
21 puede liberar virus Recuperacién
durante 60 dias Signos+— Muerte
SNC

Figura 6 - Patogénesis de DC y signos clinicos asociadiésiléR 2008).

Cuadro clinico

En todas las especies susceptibles, la enfermezladasifiesta frecuentemente con
signos respiratorios, gastrointestinales y dele8ist Nervioso Central (SNC). A la
viremia, se asocia una curva de fiebre bifasicalestar general (Deem et al., 2000).
El primer signo sistémico es por lo general unguesta febril inicial a los 3-6 d.p.i.
gue generalmente transcurre sin ser percibida

Los signos incluyen apatia, pérdida de apetitbréie infeccion en el tracto respiratorio

superior. También son comunes formas suaves ddgdengedad clinica.

11
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La descarga bilateral ocular serosa (Figura 7 A)ede convertirse en mucosa,
acompafada de tos y disnea. En los casos mas selertms seca rapidamente se
transforma en productiva, y los sonidos del traespiratorio inferior aumentan. Luego
del decaimiento y la anorexia, se presentan vonjtakarrea, que puede variar en
consistencia desde acuosa hasta mucosa y sang#ole

Los signos neuroldgicos (que pueden variar de douex las areas del SNC
involucradas) pueden coincidir con los signos sigtés, pero por lo general empiezan
entre una a 3 semanas después de la recuperacidnedéermedad sistémica y son
tipicamente progresivos. Los signos neurolégicesdpo también surgir varios meses
después y sin ningun signo sistémico que los peeckéd presencia de signos
neuroldgicos, determina fuertemente el pronoste®a.

Otros signos asociados con la infeccién de VDQuyeh dermatitis vesicular o pustular
en cachorros e hiperqueratosis nasal y digitalr{‘ipad disease”) (Figura 7 B).

La infeccion con VDC anterior a la salida de logntes definitivos puede causar
hiperplasia del esmalte dental caracterizado pegularidades en la superficie de los

dientes definitivos (Figura 7 C).

Ahrams

Figura 7 - A) Conjuntivitis provocada por VDC. B) “Hardpad”n@urecimiento de las
almohadillas plantares. C) Hipoplasia en el esntdtéal.Copyright Cornell Veterinary Medicine.

1.7 Confirmacion de laboratorio de la sospecha clica de DC

La sospecha clinica de DC puede ser confirmadeactdetto el VDC 06 la respuesta
inmune especifica en las muestras provenientesscenimales afectados.

La deteccion de VDC en improntas conjuntivales,egitelios de las amigdalas 6
genitales, utilizando técnicas de inmunoluores@e(I&i), es posible sélo dentro de las

primeras 2 semanas p.i., mientras estan presesteghos clinicos.

12
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Como los titulos de anticuerpos aumentan en aséoiaon la recuperacion clinica, el
virus puede estar enmascarado por los anticuerptesa@parecer de los epitelios. La
sensibilidad de la técnica de inmunofluorescensimenor al 40% (Blixenkrone-Moller
et al., 1993), (Leisewitz et al., 2001).

La inmunohistoquimica puede ser utilizada para dgraola presencia de antigenos de
VDC en las almohadillas plantares y en biopsiaspid 6 en muestras de bazo,
amigdalas, nodulos linfaticos, estomago, duodeneejiga, tomadas post-mortem.
(Figura 8 Ay B).

Figura 8 - A) Lesion pulmonar de un perro salvaje Africand.@ierpos de inclusién virales
(halos claros)an de Bildt et al., 2002)

La examinacion histologica revela cuerpos de inglugosinofilicos intranucleares e

intracitoplasmaticos en numerosos tejidos.

1.7.1 Diagnéstico molecular

La retrotranscripcion y reaccion en cadena de linpoasa (RT-PCR) puede demostrar
la presencia de VDC en células del “buffy coat’p@deucocitaria) de los perros con
infecciobn aguda y en suero, sangre entera, liquafalorraquideo (LCR) u orina de
perros con DC sistémico 6 neuroldgico (Shin etl&95), (Frisk et al., 1999), (Saito et
al., 2006).

La reaccion de RT-PCR puede ser aplicada paratkcaén de VDC en frotis de
células epiteliales y de otras muestras de tejidos.

Un resultado positivo de RT-PCR, es indicativortfedcion por VDC, mientras que un

resultado negativo debe ser informado 6 interpoetadno “no detectable”.

13
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En el caso de animales que han sido vacunadositetiente (dentro de los 14 dias), un
resultado positivo de RT-PCR, puede ser atribuitibgeteccion cepa vacunal (Shin et
al., 1995), (Kim et al., 2001).

1.7.2 Aislamiento Viral

El aislamiento viral, no es sencillo de realizamclas cepas salvajes de VDC
(Mochizuki et al., 1999). Las cepas virulentas d2C/necesitan una adaptacion previa
para poder propagarse en cultivos de lineas cetulapiteliales ¢ fibroblasticas

utilizadas de rutina en los laboratorios.

1.7.3 Serologia

La infeccion por VDC puede ser confirmada demosimalos anticuerpos especificos
contra el agente. Un incremento de 4 veces enwal mie anticuerpos en sueros
pareados tomados a los 10 y a los 21 d.p.i., ésaitieb de infeccion. Sin embargo, este
método no es adecuado para la deteccién de uriibrfiereciente, ya que los titulos
estan de por si altos en el primer muestreo y umeato de 4 veces del titulo no puede
ser demostrado.

Por otro lado, la deteccién de IgM especificas reotDC es indicativa de una
infeccion reciente. La IgM se puede medir hast8 deeses p.i. y 3 semanas después de
la primera vacunacién. Existen ensayos de ELISApatibles para medir IgM
(Blixenkrone-Moller et al., 1991), (von Messling &t, 1999), (Soma et al., 2003),
(Latha et al., 2007).

El aumento de anticuerpos contra VDC en el LCRewvedencia definitiva de infeccion

neuroldgica por VDC dado que la barrera hematoélicafpermanece intacta

1.7.4 Hemograma

En casos agudos se encuentra linfopenia, tromipaeita, y los monocitos pueden estar
aumentados.

14
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1.8 Epidemiologia

Dado que VDC no persiste en una forma infecciospwes de la resolucion de una
infeccién, y que tanto la infeccibn como la vacudacconfieren inmunidad a largo
plazo, se necesita una fuente constante de indisidusceptibles, para la proliferacion
de VDC en la poblacion.

Se ha estimado, por ejemplo, que se necesitan abgn800.000 individuos para
mantener la circulacion de sarampién.

Teniendo en cuenta el amplio rango de huésped d€,\W® circulacion de VDC
depende no solo del tamafio de las poblaciones despesino del tamafio total
combinado de todas las poblaciones de especiesmildes en un area. El alcance de
una epidemia de VDC puede ser catastréfico, contasd de mas de 10.000 focas del
mar Caspio que murieron en sus costas en el aitb(R@dnedy et al., 2000).

Ademas, el contacto entre especies susceptiblesie esrucial importancia para la
presencia continua del virus. Ver apartado “Detetde Distemper Canino en Zorros

Silvestres”.

1.8.1 Determinantes intrinsecos de los hospedadoredel agente viral.

Se estima que la tasa de infeccion, es signifigatante mas alta que la tasa de
enfermedad y que el 50 % de las infecciones emg@ueden permanecer subclinicas
(Rikula, 2008).

La prevalencia de DC en perros urbanos, es masaita los 3 y 6 meses de edad
(Jozwik and Frymus, 2002). Sin embargo, en pobhescsusceptibles, VDC es capaz
de causar mortalidad en perros de todas las ed@dkem et al., 1989).

Los anticuerpos maternos recibidos principalmeetecdlostro, tienen una vida media

de 8.4 dias y por lo general, se negativizan 42a44 semanas.

Se ha reportado que las razas braquicefélicase@s gkrros de morro chato (Boxer,

Bull Dog, etc.) tienen menor prevalencia de |la enézlad, mortalidad y secuelas que
las razas dolicocefalicas (Collie, Pastor Alemastér Belga).

El género no juega un rol significativo en la spsitélidad a VDC.

El VDC produce inmunidad a largo plazo en perras logn sobrevivido a la infeccién.

15
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Se han descripto infeccionem ‘utero” ¢ transplacentales y su gravedad y pronéstico
dependen de la etapa de la gestacién en la queedaunfeccion (Rikula, 2008).

No hay informacion disponible sobre la DI 50% dels in vivo. Sin embargo, en
condiciones experimentales la enfermedad ha sidlucida con la inoculacion
intranasal de 5 x £ 50% (en macréfagos de pulmén de perro), de epa wirulenta
en perros Beagles machos SPF (Specific Pathoge) #ee4 meses de edad (Appel et
al., 1982).

No existen datos cuantitativos acerca de la viaiéedel VDC. La tasa de mortalidad en
poblaciones no vacunadas puede alcanzar al 80%m(Bxhal., 1989), con lo cual
cualitativamente, la virulencia puede ser consitlerantre moderada y alta. Sin
embargo, la virulencia difiere entre las cepas BE€\(Appel et al., 1984a).

La tasa de mortalidad en hurones doméstibhsstela putorius furpen Estados Unidos

por ejemplo, se acerca al 100% (Deem et al., 2000).

1.8.2 Interaccién hospedador-agente en la enfermedad

La duracién del periodo infeccioso, es generalmdatdos a tres semanas (una semana
antes y de una a dos semanas después del comiemzdosd sintomas).
Excepcionalmente, puede durar entre 60 y 90 dias.

El periodo de incubacion (el periodo que va deadafeccion hasta la aparicion de
signos clinicos) es frecuentemente de una a doarssn

La orina y la saliva de perros infectados expertalemente mostraron ser infectivas
entre los dias 6 al 22 p.i. y del 7 al 41 p.i. eespamente (Shen et al. 1981).

El VDC no tiene verdaderos estados portadores, lpeppesencia del virus puede ser
demostrada después de la enfermedad clinica, dutargos periodos en células
epiteliales y macréfagos del tracto respiratorferior.

El virus puede también persistir al menos 60 diadaepiel, en las almohadillas
plantares y en el SNC.

El “drift” antigénico en las cepas salvajes de Vp@de ser la causa del aumento de
brotes en poblaciones de perros y de animales jsalvearios genotipos de VDC
circulan simultdneamente en la poblacion caninan{@a et al., 1996), (Haas et al.,
1999), (Lednicky et al., 2004), (Martella et alQ0B). Sin embargo, se considera que

VDC tiene so6lo un tipo antigénico.
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Haas et al. (1999), no encontraron, en ensayosedmeutralizacion, realizados en
Alemania en el afio 1995, suficiente diversidadodegenes H entre las cepas salvajes y
la cepa vacunal.

Por otro lado, el suero de un perro vacunado caepa Onderstepoort no reaccioné en
un ensayo de inmunoperoxidasa, realizado con Zapaampo de Japoén (Gemma et
al., 1996).

1.9 Transmision de VDC

El VDC esta presente abundantemente en exudadueatesos de animales infectados
y es transmitido principalmente por exposicidn eos@es 6 gotitas conteniendo el
virus.

El contacto directo 6 indirecto entre los animatesientemente infectados (con
enfermedad clinica 6 subclinica) y animales sugdept mantiene al virus en la

poblacion.

1.9.1 Ocurrenciay rango de huésped

El VDC tiene distribucion mundial y es capaz deeatéar practicamente todas las
familias de carnivoros terrestres del ordgsrnivora Ha sido asociado también con
mortalidades masivas en focas Baikal 6 NeRi#sé sibirica)en Siberia y en focas del
Mar Caspio Phoca caspica)que pertenecen a la famil@hocidae de Carnivora
(Osterhaus, 1989), (Kennedy et al., 2000) (Figurba®la 2).

Ademas, se ha reportado encefalitis fatal indugida VDC en macacos Japoneses
(Macaca fuscatpy en pecaries de collalfdyassu tajacujjue pertenecen a la familia
Cercopithecidae(orden Primates)y a la familia Tayassuidae(orden Artiodactyla),
respectivamente (Deem et al., 2000).

La infeccion experimental de VDC en gatos doméstiEelis silvestris catysy en
cerdos $us scrofake asemeja a la infeccibn de perros con cepasaates de VDC,
aungue en estas especies no se han reportadcecciories naturales ni enfermedad
clinica (Gaskin, 1974), (Harder and Osterhaus, 1997

A pesar del amplio rango de huésped, los perroglsprincipal reservorio de VDC.
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En Argentina, se sabe que el VDC ha ocurrido eroper también en lobos salvajes,

desde los afios 80 (Martino et al., 2004).

Debido a lo impracticable de una vacunacién masiv@oblaciones silvestres (leones,
lycaones, hienas, zorros, mamiferos marinos, etn.yuestro pais, la herramienta de
prevencion es el aislamiento de los animales stibteqy del contacto con perros

domeésticos. Ver apartado “Deteccion Distemper GaamZorros Silvestres”.

Familia Genero Especies

Felidae Panthera African lion {(Panfhera leo)
Tiger (Panthera tigris)
Leopard (Panthera pardus)
Jaguar (FPanthera onca)

Puma Cougar, mountain lion, puma {Puma concoior)
Viverridae Arclictis Binturong (Arcticlis binturong)

Paguma Masked palm civet (Paguma larvata)
Hyaenidae Crocuta Spotted hyena (Crocuta crocuta)
Canidae Alopex Arcticiblue fox (Alopex lagopus)

Vulpes Red fox {(Vulpes vulpss)

Kit fox { Vulpes macrotis macrotis)
Fennec fox (Vilpes zerda)

Myctersutes Raccoon dog (Nycfereufes procyonoides)
Otocyon Bat-eared fox {Ofocyon megalotis)

Urocyon Grey fox (Urocyon cinerecargenius)
Chrysocyon Maned wolf {Chrysocyon brachyurus)

Speothos South American bush dog {Spsothos venalicus)
Caniz Wolf {Canis lupus)

Domestic dog {Canis lupus familiaris)
Australian dingo (Canis lupus dingo)
Coyote {Canis lafrans)

Lycaon African wild dog (Lycaon picfus)
Urzidae Ailuropoda Giant panda (Aluropoda melancleuca)
Ursus Black bear (Ursus americanus floridanus)

Grizzly bear (Ursus arclfos Rormribilis)
Marsican bear (Ursus arcfos marsicanus)
Polar bear {Ursus manfimus)

Tremarcios Spectacled bear {Tremarcios omatus)
Phocidae Pusa Baikal 2eal (Fusa sibirica)
Caspian seal (Fusa caspica)
Ailuridas Ailurus Red panda (Aiurus fulgens)
Mephitidas Mephitis Striped skunk (Mephitis mephitis)
Procyonidae Procyon Raccoon (Procyon lofor)
Potos Kinkajou (Fofos favus)
Mustelidas Lutra European ctter (Lutra lutra)
River oftter {Lutra canadiensis)
Meles European badger (Meles meias)
Taxidea American badger { Taxidea taxus)
Mustzla American mink (Musfela vison)

European mink {Mustels lutrecia)
Ferret (Mustela putorius)
Black-footed ferret (iMusfela niarines)

Tabla 2 - Especies susceptibles a VDC en el or@amnivora (Appel and Summers, 1995),
(Deem et al., 2000), (Mos et al., 2003).
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MNandinia

Felidae

Feliformia b Viverridae

Hyaenidae

Herpestidae

Carnivora Eupleridae
Canidae
Ursidae
Caniformia
|— Phocidae

Arctcide; T
Pinnipedia |_|: Otariidae

Odobenidae

Ailuridae

, Mephitidae
Musteloidea

Procyonidae

— Basal mustelids

Martes group

I: Mustela

Lutrinae

Mustelidae

Figura 9 - Arbol filogenético de las familias del ord@arnivora Las familias con especies que
se ha reportado que son susceptibles a VDC estaageita e italica(Flynn et al. 2005, Appel
and Summers 1995, Deem et al. 2000).

1.10 Prevencion de DC
La vacunacion es el principal medio para contrisl@anfermedad.

La utilizaciébn de vacunas a virus vivo modificaddefuadas), ha reducido de una

manera considerable a nivel mundial, la incidedei& DC en perros (Chappuis, 1995).

19



VDC INTRODUCCION

Ademas, la vacunacioén ha sido utilizada tambiéa pantrolar el DC en varias especies
de animales como el visén, el mapache, los hurgress varias especies de animales
susceptibles en zoologicos (Appel and Summers,)1995

Por otro lado, se han informado casos de encsfalitst-vacunal en perros (Cornwell et
al., 1988) y en varias especies se han observasios cde DC inducido por la
vacunacion (Bush et al., 1976), (Carpenter etl&l76), (Appel and Summers, 1995),
(Halbrooks et al., 1981), (Ek-Kommonen et al., 2003

La estrategia de mantener una alta cobertura vh@maperros y otras especies
susceptibles, es de vital importancia para el cbnle DC (Chappuis, 1995), (Harder
and Osterhaus, 1997).

1.10.1 Vacunas contra Distemper

La inmunizacién activa contra VDC fue practicadasdie 1923 por Puntoni quien
describe la utilizacién de cerebro de perro infdetanactivado con formalina (Appel,
1999).

Sin embargo, la inmunizacion activa no fue exitoasta el desarrollo en los afios 1950s
de las vacunas a virus vivo modificado (VVM).

Todas las vacunas comerciales disponibles paraogeen la actualidad, son
multivalentes 6 sea que ademas del componente \WDGtienen algunos de los
siguientes componentes: Adenovirus Canino inacti@d/C-1) 6 atenuado (AVC-2),
Parvovirus atenuado, Parainfluenza Canino atenyaolacterinaLeptospira canicola-
icterohaemorrhagiae

Actualmente, la mayoria de los antigenos viralesgntes en las vacunas tienden a ser
del tipo vivos modificados.

Las vacunas de VDC, son administradas por via sabea 6 intramuscular.

1.10.1.1 Vacunas a virus vivo modificado (atenuadas)

En las VVM, el microorganismo es llevado a la “aléncia” por atenuacién, pero es

capaz de replicar en forma limitada en el hospedddoatenuacién convencional, es
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alcanzada haciendo pasajes seriados del virus kivosucelulares 6 pasajes en
hospedadores susceptibles.

La vacunacion con vacunas a VVM simula la infeccidetural, estimulando la
respuesta inmune humoral y celular e induciendaodeoria inmunoldgica.

La mayoria de las vacunas actualmente utilizadagraoDC, contienen la cepa
Onderstepoort que es una cepa adaptada a hueéylascaviares y a células Vero
(Haig, 1956), 6 bien la cepa Rockborn que se pmderc cultivos celulares caninos
(Rockborn, 1959).

Estas vacunas presentan ventajas y desventajasepas virales adaptadas a células
caninas (Rockborn) inmunizan al 100% de los pestsseptibles pero pueden producir
esporadicamente encefalitis posvacunal (Cornwell.et1988). Por el contrario, las
cepas virales adaptadas a células aviares (Onpleosteson mas seguras para caninos
aunque la respuesta inmune aparece 2 a 3 diasédegpa la inducida por vacunas
producidas en células caninas, y ademas posees\vamtaja de que no todos los perros
susceptibles son protegidos. Cualquier vacunaipielnhodificado puede ser fatal para
otros animales salvajes y de zoolégico (por ejempémdas rojos 6 hurones de patas
negras) (Summers, 1999).

Dado que existen problemas de seguridad con algue@smas a VVM en perros y

especialmente en otras especies, se ha desarrolladweva generacién de vacunas.

1.10.1.2 Vacunas recombinantes y a ADN

Dado que los anticuerpos dirigidos contra las glioteinas H y F de VDC juegan un

importante rol en la proteccion contra DC (Norrliyak, 1986) esta claro que estos
antigenos deben ser incluidos en las nuevas geémeeacde vacunas contra DC. Para
alcanzar una eficacia suficiente en estas vacatasnbinantes, se necesita la inclusion
de adyuvantes mejorados u otros estimuladores deedpuesta inmune en su

formulacién (De Vries et al., 1988), (Visser et 4B92), (Fischer et al., 2003).

Diversas vacunas producidas por técnicas recomigimamostraron ser eficaces y
seguras (Taylor et al., 1991), (Pardo et al., 198¥klter et al., 2000).

El vector basado en el virus de la viruela del dan&anarypox), que es no replicativo

en mamiferos, ha sido utilizado para expresar éogeg de las glicoproteinas H 'y F de

21



VDC INTRODUCCION

VDC en una vacuna recombinante que esta dispooidntercialmente en nuestros dias
(Pardo et al., 1997)

Esta vacuna ha sido probada exitosamente en hu(Stegghensen et al., 1997). Sin
embargo, los niveles de anticuerpos neutralizantekicidos por las vacunas
recombinantes no son tan altos como los inducidosas vacunas VVMs (Pardo et al.,
1997), y la duracién de la inmunidad es probabléenerés corta que la de las vacunas
a VVMs (Schultz, 2006).

Las vacunas a ADN estan todavia en etapas expedfes (Sixt et al., 1998),
(Cherpillod et al., 2000), (Fischer et al., 20dB)ahl et al., 2004).

1.10.2 Respuesta a la vacunacioén a nivel individuglpoblacional

El resultado de una infeccion depende de las pdadies del virus y de la respuesta
inmune del hospedador. Las vacunas a VVM inducspuestas inmunes que son
similares a la infeccion natural. El resultado de vacunacion, depende de las
propiedades de la cepa vacunal, de la formulac&radvacuna y de varios otros

factores tales como el estado inmunitario geneziahnimal y su capacidad para generar
anticuerpos. Tanto la inmunidad humoral como lauleel son importantes en la

proteccién contra VDC (Appel, 1969), (Krakowka ket 8975), (Appel et al., 1984b).

1.10.2.1 Nivel individual

La inmunidad humoral puede ser demostrada midieeldditulo de anticuerpos
neutralizantes contra el VDC en el suero. Estoscwerpos, son contra las
glicoproteinas H y F. La presencia y el titulo décuerpos neutralizantes correlaciona
con el nivel de proteccion contra VDC (Norrby et 4086).

Los anticuerpos neutralizantes, se pueden detectagl suero a los 6-10 dias post
vacunacion, su titulo tiene un pico entre los 143 post vacunacion y persisten por
varios afios (Olson et al., 1997), (Coyne et aD120

La vacunacién con vacunas a VVMs también produckcuerpos contra otros

antigenos virales, pero el rol de esta inmunidatkptiva no es demasiado importante.
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Existen varios métodos para medir la inmunidad laelcontra VDC (Appel et al.,
1984b), (Krakowka and Wallace, 1979), (Shek et @B80), sin embargo estas
metodologias estan relegadas por la corta duralddas respuestas inmunes (Appel et
al., 1982).

La inmunidad especifica mediada por células pueddemostrada desde el dia 6 hasta
el dial8 post vacunacion. Esta, alcanza sus nivefesmos entre los 7 y 10 dias post
vacunacion (Krakowka and Wallace, 1979), (Shek.e1880).

1.10.2.2 Inmunidad poblacional

A nivel poblacional, la respuesta a la vacunacipnede ser descripta como la
proporcion de la poblacion vacunada que desariolidunidad suficiente contra la
infeccion.

La inmunidad poblacional (“herd immunity”, HI), diefda como la proporcién de
sujetos con inmunidad en una poblacién dada, (JodrSamuel, 2000) es el resultado
de la inmunidad inducida tanto por la vacunaciémegor la infeccion natural.

La parte de la inmunidad poblacional inducida pervhcunacion, depende de la
cobertura vacunal, de la duracion de la inmunidaddida y la expectativa de vida de
los individuos vacunados.

Cuanto mas alta sea la inmunidad poblacional maksseinuira la circulacién viral y
menos probable sera que un individuo susceptibilefsete y perpetie la infeccion (De
Jong and Bouma, 2001).

1.10.2.3 Cobertura vacunal y brotes de DC

A pesar de la vacunacion, los brotes de DC contim@rriendo entre individuos y
poblaciones vacunadas (Blixenkrone-Moller et &93), (Mori et al., 1994).

En Finlandia, el DC reaparecio en perros en 19%putes de 16 afios de ausencia. En
1994 -1995, ocurrié un brote en un area con altsidad de animales que involucraba
animales vacunados. El nidmero estimado de casospfieximadamente 5000 (Ek-

Kommonen et al., 1997).
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Durante 1991, en la poblacion urbana canina del deeCopenhagen (Dinamarca) se
observd un aumento de casos de VDC. El brote taso daracteristicas de la
introduccion de un Morbillivirus en una poblaciéargialmente inmune en donde la
enfermedad se manifestd principalmente en los idads jovenes.

La cobertura vacunal antes del brote se estimabane®b0% y el 65% de los casos
confirmados de DC eran de perros menores de 2 @déiasdad. De 50 casos, 17 no
estaban vacunados, 18 si habian sido vacunadosg fighian registros confiables de
vacunacion (Blixenkrone-Moller et al., 1993).

Durante el invierno de 1994-1995, se registrar@ontes de VDC en algunas ciudades
del norte y del este de Alemania. Se realizarotaraisntos en Hamburgo y Berlin,
entre los cuales hubo casos de animales que aandestacunados, presentaban
sintomatologia clinica de acuerdo a la anamnesiagldt al., 1997).

Jozwik reportd en Polonia en el afio 2002, que &b @2 los casos de DC ocurrieron
entre perros de menos de 12 meses de edad y etl@286 casos en perros vacunados
(Jozwik and Frymus, 2002).

1.10.2.4 Fallas vacunales 6 de la vacunacion

Las razones generales de las fallas de la vacuna@étdn presentadas

esquematicamente en la Figura 10.
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Figura 10 - Razones generales de falla vacunal (Povey, 19863h, 1999).

La viabilidad de las vacunas VVM es esencial paawacunacion exitosa.

Las cepas vacunales producidas en cultivos cetuiatiefilizadas son estables durante
16 meses si estan refrigeradas (0 €} 7 semanas a 20 y 7 dias cuando han sido
expuestas a la luz solar a«€7 Por eso, es importante mantener la cadenaalddrias
vacunas.

Después de la reconstitucion, el virus de la vaamestable por 3 dias &4y por 24
horas a 20C. Sin embargo, una vez que la vacuna ha sido sétada, debe ser
aplicada en el término de una hora. Una mala méadn, almacenamiento y/é

conservacion de las vacunas, puede llevar a ulaaeiala vacunacion.
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Resultados de estudios de campo de vacunaciontra 84DC sugieren que un minimo
nivel de anticuerpos maternos que persista al mmmde la vacunacion, puede
perjudicar la capacidad de los cachorros de regyot@hto a la primera como a las
vacunaciones subsecuentes (Blixenkrone-Moller.e1883).

Algunas vacunas contra VDC han mostrado atravesammunidad materna en
condiciones experimentales cuando la vacunacidicdae comienza a las 6 semanas y
se completa a las 10 semanas (Bergman et al.,.2006)

La interferencia con los anticuerpos maternos sesidera una de las razones mas
importantes por las cuales las vacunas fallan enqe

La endogamia intensiva, y los sindromes de inmuig€eecia hereditarios 6 adquiridos
(parasitosis) son probablemente mas comunes epspqure lo que se cree y esto
también contribuye en alguna medida a la falla mat(Povey, 1986).

Infecciones concurrentes al momento de la vacuna@omo el Parvovirus Canino
(PVC) 6 las parasitosis pueden estimular la pradacde interferén que bloquea la
replicacién del virus vacunal 6 puede ser inmuneEsqgy.

Las condiciones estresantes (hacinamiento, traleppueden también de alguna
manera, inhibir la respuesta inmune a la vacunacién

Una temperatura y humedad altas, pueden aumerttamjzeratura corporal mas alla de
la normal, y tener efectos adversos en la respumstane de los cachorros después de
la vacunacion (Webster, 1975).

Algunas reacciones indeseables como dolor e infladimgpueden ser observadas en el
punto de inoculacion, tras la vacunacion contra YDC

Las reacciones de hipersensibilidad tipo | son goamuentes y se producen dentro de
la primera hora de aplicada la vacuna. Pueden pawvdebilidad, disnea, vomitos,
palidez de mucosas, y a veces, hasta colapso yenuer

También, como la aplicacién de la vacuna a VVM puednsiderarse como una

infeccion ligera, puede ocasionar hipertermia, agbiwidad 6 irritabilidad.
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2.1. Vacunas comerciales y muestras clinicas

Para el andlisis de las cepas presentes en lasascomerciales, disponibles en la
Argentina, se reconstituyeron en condiciones derieédad, 5 vacunas contra el VDC.
Se analizaron las siguientes vacunas: Duramune ®-&denovirus tipo 2 de Fort
Dodge (Vac 1); la vacuna cuadruple del laboratBaal: Moquillo-Hepatitis-Tos de las
Perreras-Parainfluenza caninos (Vac 2), la vacumaoBax ® de Merial: Moquillo-
Hepatitis-infecciosa-Tos de las Perreras (Vac 3Gujtivac ® MHPI del laboratorio
Rosembusch (Vac 4), todas ellas a virus vivo mealifo. También se analizo6 la vacuna
recombinante contra el VDC de Merial (“Recombitek’®ormulada con una
suspension liofilizada del virus de viruela del aam (Canarypox) expresando las
glicoproteinas H y F de VDC junto con otros virigog atenuados (Adenovirus tipo 2,
Parainfluenza, Parvovirus y Coronavirus) y coeptospira canicolay Leptospira
icterohaemorrhagiaénactivadas.

Ademas, en nuestro laboratorio, se cuenta conpla eacunal atenuada Onderstepoort,
replicada en células Vero.

Se obtuvieron entre los afios 2003 y 2008, 123 masestinicas que consistieron en
sangre coagulada y/6 tratadas con anticoagulandgemientes de perros domeésticos
sospechados de infecciéon con VDC. Todas las m@eptmvinieron de animales de la
Ciudad de Buenos Aires y alrededores, a excep@dh muestras que se obtuvieron en
las provincias de Tucuman y Santa Fe.

Para poder realizar este trabajo con mayor precisé solicitd a los veterinarios
responsables (que eran las personas que tomabaéssras y los intermediarios entre
los pacientes y nuestro laboratorio); que remmiganto con la muestra, una breve
historia clinica del animal. Para ello, se disefia planilla para ser completada con la
informacién requerida, tal como: lugar de procedensexo, edad, sintomatologia
presentada, historial de vacunaciones, marcas sdgaleunas, tratamientos recibidos,
etc. Ver Apéndice “Ficha Clinica”.

Con la informacion general y especifica, de grdangpidemioldgico, se cred una base
de datos. Salvo pocas excepciones, no se procesat@mstras carentes de la

informacioén solicitada.
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2.2. Técnicas de Biologia Molecular aplicadas a cepavacunales y muestras

clinicas

2.2.1. Extraccion del ARN de VDC

Para la deteccion de VDC, se extrajo el ARN a pddilas vacunas, muestras de sangre
O cultivos celulares, con un agente caotropico caghadlrizol® (Trizol Reagent,
Invitrogen).

La extraccion de ARN se realiz6 segun la técnicriigta por el fabricante, basada en
el tratamiento con fenol e isotiocianato de guamidi

Brevemente, aproximadamente 100de cada muestra se mezclaron con 1000e
Trizol®, se homogeneizé y se incubé 5 minutos apematura ambiente. Este paso
permite la disociacion de complejos nucleoproteicos

Luego se agregaron 20d de cloroformo y se agitdé vigorosamente. Se incabd
temperatura ambiente durante 5 minutos para qu@cse la separacion de las fases y
luego se centrifugd 15 minutos a 12000 revolucigraesminuto (rpm), a 4 °C. De aqui,
se formaron 3 fases, una inferior (organica), umarfase con ADN y una fase acuosa
superior que contiene el ARN. La fase acuosa smped pas6 a un tubo nuevo y el
ARN se precipité agregando 0.6 volumenes de is@molpy centrifugando durante 30
minutos a 10000 rpm en frio.

Los pellets de ARN, se lavaron con etanol al 75/ gesxaron y se resuspendieron en 50
ul de agua estéril libre de RNAsas. Se incubaro® &&Gdurante 10-15 minutos para

inactivar posibles RNAsas y los ARNs se conservarer0 °C hasta su utilizacion.

2.2.2. Deteccién de VDC por RT-PCR

2.2.2.1. Amplificacién de un fragmento de 287 pb dglen de la NP

Se amplificdé mediante la técnica de RT-PCR un frexgpm de 287 pares de bases (pb)
perteneciente a una region altamente conservada évd Morbillivirus, (region

intermedia) del gen de la NP (Frisk et al., 19€9)la Figura 11, se muestra el grado de
conservacion de la secuencia (moderado, alto, ,bajogl gen de la NP y el fragmento

amplificado.
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Figura 11 - Genoma de VDC con la region amplificada de lagdPa el diagnéstico de VDC
(Frisk et al., 1999).

Inicialmente, se probaron diferentes kits comeesigdara la reaccion de RT-PCR. Por
un lado, el “Access RT-PCR system” de Promega §d$)ay por otro, el “Ready-to-go
RT-PCR Beads kit” de Amersham (1 paso) y el “QIAGBNe-Step RT-PCR kit” (1
paso). Los mejores resultados se obtuvieron, céit EQIAGEN One-Step RT-PCR”,
por lo que se continud trabajando con el mismoRBela et al., 2004).

Se realizaron pruebas que permitieron determirsgacdadiciones optimas de reaccion,
tales como la concentracion de oligonucleétidosiadiores (primers) en la mezcla de
reaccion, concentracion de dNTPs, optimizacion aeddiracion de los ciclos de
amplificacion y la temperatura de union de los perisral templado.

Las condiciones seleccionadas, fueron las siguisesteun volumen de reaccion de 30
pl, se agregan 2 ul del ARN a una mezcla contenie2tslpmoles de cada primer

NP1 5ACA GGA TTG CTG AGG ACC TAT 3 (f)

NP2 5’'CAA GAT AAC CAT GTA CGG TGC 3’ (r), descripsopreviamente por (Frisk
et al., 1999), 10 unidades de inhibidor de RNasdask (Promega), 6 pl de buffer 5X,
400 uM final de cada dNTP, y 0.2 ul de la mezcleedeimas (“OneStep RT-PCR
Enzyme Mix” que contiene Omniscript™ Reverse Trapsase, Sensiscript™ Reverse
Transcriptase, y HotStarTaqg® DNA Polymerase).

El ciclado se defini6 de la siguiente manera: usopde retrotranscripcion de 45
minutos a 45°C y un segundo paso de activaciom g@limerasa e inactivacion de la
retrotranscriptasa de 15 minutos a 95 °C. El pmdesdesnaturalizacion, union de los
primers al templado y extension, se realizo 35 veoa el siguiente esquema: 1 minuto
a 94 °C, 2 minutos a 60 °C y 1 minuto a 72 °C.itaresion final fue de 5 minutos a 72
°C.
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Los productos de RT-PCR, se someten a electrofomsigeles de agarosa 1.2%, se

tifen con Bromuro de Etidio, y se visualizan canllV.

2.2.2.1.1. Limite de sensibilidad para la deteccidtel fragmento de 287 pb del gen
de la NP

Se determind el limite de sensibilidad de la téxnitlizada. Brevemente, se incubaron
diluciones virales de titulo conocido, con sangveniente de un animal previamente
diagnosticado por RT-PCR, como negativo. Luegoxseje y se amplifico el ARN y

se determind la dilucién en la cual dejaba de lizaige la sefial de amplificacion. Este

experimento, se realiz6 2 veces.

2.2.2.2. Amplificaciéon de un fragmento de 871 pb deglen de la Hemaglutinina

A fin de analizar la hemaglutinina viral, se selené un fragmento de 871 pb de la
region 5” del gen de la H (posicién 7991 a 886ladsecuencia del genoma de la cepa
vacunal Onderstepoort y posicion 912-1783 del genla H) (Figura 12) cuya
variabilidad en las cepas de campo, habia sidaliestas en Japén (Hashimoto et al.,
2001).

871pb
Fl0
-

= 900
1 912 s

Figura 12 - Esquema del gen de la Hemaglutinina. El dibujeestra la regién de 871 pb
amplificada y analizada.

Luego de la puesta a punto de la reaccion de RT{E&Ramplificar este fragmento de
la H, se procedi6 a amplificar este fragmento esmaestras en las que previamente se

habia amplificado el fragmento de 287 pb del genlad®&lP, es decir en aquellas
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muestras en donde habia sido detectado el magen&tico del virus y por lo tanto se
consideraban como positivas para VDC.

Las condiciones utilizadas para amplificar el fragito de 871 pb fueron las siguientes:
se utilizé el kit Qiagen OneStep RT-PCR kit, y wiwnen de reaccién de 50 ul. Se
agregaron 2 pl del ARN extraido de las muestrasadgre coagulada, a una mezcla de
reaccion conteniendo: 25 pmoles de cada primer

F10B 5" TAT CAT GAC RGY ART GGT TC 3’ (f)

R10 5 AAT YYT CRA YAC TGG WTG TG 3 (r) descriptogpreviamente por
(Hashimoto et al., 2001), 20 unidades de inhiba®mRNAsas RNasin® (Promega), 10
ul de buffer 5X, 400 uM final de cada dNTP, y Ol4lgtla mezcla de enzimas.

El ciclado se realiz6 de la siguiente manera: \go g retrotranscripcion de 45 minutos
a 45°C y un segundo paso de activacion de la pasaee inactivacion de la
retrotranscriptasa de 15 minutos a 95°C. El prodesdesnaturalizacién, union de los
primers al templado y extension, se realizé 35 yeom 1 minuto a 94°C, 2 minutos a
55 °C y 1 minuto a 72 °C. La extension final fuesdminutos a 72 °C.

2.2.2.2.1. Polimorfismo en la longitud de los fragnmtos de restriccion (RFLP) de
los fragmentos de 871 pb del gen de la H de VDC

Con el fragmento de 871 pb del gen de la Hemaghatirse realizaron estudios de
RFLP con la endonuclead&el (New England Biolabs Inc., Beverly, MA) utilizando
geles de poliacrilamida 12%. Diez 6 20 ul del ADttificado, se digirieron con la
enzima (10 U) a 37 °C durante 2 horas.

La digestién con esta enzima permite la diferem@rade las cepas de campo respecto

de las cepas vacunales que carecen del sitio deaeimiento (Hashimoto et al., 2001).

2.2.2.3. Amplificacién de un fragmento de 347 pb deglen de la H

Dado que solamente 24 de las 82 (30%) muestrabahian presentado amplificacion

positiva por RT-PCR para la NP, presentaron ancplifon positiva para el fragmento

de 871 pb del gen de la H, se decidié amplificaa atgion (mas pequefa) del mismo

gen. Asimismo, para descartar que la falta de dicgdion del fragmento de 871 pb sea
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debido a algun problema técnico, se trabajé tamixénotro kit comercial (de 2 pasos,
Access RT-PCR System de Promega), con idénticaftadss.

La region definida para amplificar en este casaesponde a un fragmento de 347 pb
desde el nucleétido 206 hasta el 553 del gen He(Figura 13).

Los primers utilizados fueron los disefiados poafsuki et al., 1997).

CDVH15 5’ATT TAG CAG ATT GCT GAA A 3’ (f)

CDVHd8 5" GRG GGA ATATGT CAC RRC TG 3'(r)

La amplificacion, se realiz6é de la siguiente manegotranscripcion de 45 minutos a
45 °C y un paso de activacion de la polimerasaetivacion de la retrotranscriptasa de
15 minutos a 95 °C. El proceso de desnaturalizacididn de los primers al templado y
extension, se realizd 35 veces con 1 minuto a 92 @inutos a 55 °C y 1 minuto a 72
°C.

En este caso, se intentaron amplificar los ARNsgm@ntes de 3 cepas locales, una de
las cuales habia sido positiva para el fragment87depb (M 40, “Kalua”) y otras dos
(M 74, “Marcos” y M 7, “Marga”) en las que no habia podido amplificarse el fragment
de 871 pb.

347 ph

’ H 900 ”
117 18'1 anﬁ e | 18|1 5

Figura 13 - Esquema del gen de la Hemaglutinina de VDCgrede 347 pb analizada.

2.2.2.4.  Amplificacion de un fragmento de 174 pb dglen de la H

Adicionalmente, se amplificé otro fragmento de B del gen de la Hemaglutinina,
del nucleétido 13 al 187 (Figura 14). Para ello,usézaron los siguientes primers
disefiados por (Mochizuki et al., 1999)

H13 (f) 5°CAA GAC AAG GTG GGT GCC TT 3

H18 (1) 5CTT GGT GAA ATC GAA CTC CA 3’
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Las condiciones utilizadas para la amplificacioerfun las siguientes: retrotranscripcion

de 45 minutos a 45 °C, activacion de la polimeeasectivacion de la retrotranscriptasa
15 minutos a 95 °C. El proceso de desnaturalizaaididn de los primers al templado y

extension, se realizé 35 veces con 1 minuto a 92 t@inutos a 55 °C y 1 minuto a 72

°C.

Los productos de RT-PCR, fueron sometidos a eliecasis en geles de agarosa 1.2%

y se visualizaron con luz UV, luego de ser tefiictms bromuro de etidio.

174 ph

H13

—»

—/
-

¥ H18 000 5

Lis 187 a4 553 912 1723 1815

Figura 14 - Esquema del gen de la Hemaglutinina de VDC, red@h74 pb analizada.

Este fragmento de 174 pb fue analizado en las nsi8tcapas locales. En dos de ellas,
el fragmento de 871 pb no se habia podido amplifida4 “Marcos” y M7 “Marga”) y

en la otra (M40 “Kalua”), si.

2.2.2.5. Amplificacién del gen completo de la H

Para la amplificacién del gen completo de la Hentagha de VDC, se utilizaron los
primers RH-3 y RH-4 (Mochizuki et al., 1999) modéddos en 2 y 1 nucleétidos
respectivamente (Lednicky et al., 2004), (Lan et 2005). Las secuencias de los
primers utilizados son las siguientes:

RH-3/CDVHforb 5° AGG GCT CAGG TATCC ARC 3’ (f)

RH4/HS2 5’AAT GCTRGA GAT GGT TTA ATT 3' ()

Se probaron diferentes ARNs extraidos directamédateangre coagulada, analizados
previamente y con amplificacion positiva de la NBe probaron diferentes
concentraciones de Mg{tomo asi también gradientes de temperatura diglizdocion

de los primers al templado y varios ciclos de aficgltion.

Las condiciones con las cuales se obtuvieron sskdt favorables, fueron las
siguientes: un paso de retrotranscripcion de 45utosa 45 °C y un segundo paso de

activacion de la polimerasa e inactivacion de teoteanscriptasa de 15 minutos a 95 °C.
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El proceso de desnaturalizaciéon, unién de los pens templado y extension, se
realiz6 35 veces con 1 minuto a 94 °C, 2 minutds5&’C y 2 minutos a 72 °C.

Finalmente, se realiz6 una extension final de Ifutois a 72 °C.

Figura 15 - Esquema del gen de la Hemaglutinina de (Mochizuki et al., 1999).

El primer RH-3/CDVHforb se une un nucleétido rioilaardel comienzo del gen de la
Hemaglutinina (en la region no codificante entre ¢enes F y H) y el primer RH-4/
HS2 se une entre los genes H y L (Figura 15). bBstiosers, también fueron utilizados

por Martella et al. en Italia (Martella et al., )0

2.2.3.  Purificacién del ADN amplificado

Los productos de PCR obtenidos, fueron purificaal@srtir de geles de agarosa 1 %,

con un sistema de extraccion del gel en el cudDM se une a la silica en presencia de

altas concentraciones de sal (Qiaexll, Qiagen®).

El ADN se escinde del gel con un escalpelo limpefunde la agarosa en presencia de

la silica y un buffer de extraccion y se procedgisandicaciones del fabricante del kit.

2.2.4. Clonado en pGEM®-T Easy Vector de los fragmentos amplificados por
RT-PCR

Los fragmentos de ADN obtenidos por la técnica @ePRR, purificados a partir de los
geles de agarosa, fueron clonados en pGEM® -T EasyoNePara ello se incubaron

los fragmentos con el vector (en una relaciéon ¥:&n 0.4 U de la enzima ADN ligasa
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del bacteriéfago T4 (Promega) durante toda la nech€C. Con el vector conteniendo
el inserto ligado, se transformaron bacterias coempes de la cepa deColi DH5a
ampicilina sensibles (método del shock térmico) m®a&ok, 1989). Una vez
recuperadas de la transformacion por incubacion 2C3durante una hora y media en
medio LB liquido sin antibidticos, las bacteriagran plaqueadas en placas con LB-
agar/ampicilina (0,05 mg/ml)/X-gal/IPTG (para induel operén Lac presente en el
vector). Después de permitir el crecimiento todadehe a 37 °C, se seleccionaron las
colonias blancas (que poseen el inserto), y sargdifico en 3 ml de medio LB con
ampicilina (ya que las bacterias, por haber incago el pGEM® -T Easy Vector
adquieren resistencia a ampicilina) durante todaolehe en agitacion a 200 rpm. Se
cosecharon las bacterias mediante centrifugaci®@0 rpm, 1 minuto), y se prepard
ADN plasmidico para luego ser digerido con endozasds de restriccion para

confirmar la presencia del inserto.

2.2.5. Preparacién de ADN plasmidico mediante lisacalina

El ADN plasmidico se obtuvo siempre mediante elnmigrocedimiento. Luego de la
resuspension del pellet bacteriano (50 mM gluc@8ammM Tris-HCI pH: 8, 10 mM
EDTA pHB8), se lisan las bacterias en una soluc&mién preparada de NaOH 0,2N,
SDS 1%. Se mezcla suavemente por inversion y seeddjielo 5 minutos. Se agrega la
solucion de neutralizaciéon con acetato de potasip@ 5 y se incuba 15 minutos en
hielo.

Tras centrifugar a 10.000 rpm, 30 minutos a 4°QCiesapera el sobrenandante, se lo
trata con RNasaA (10 mg/ml) durante 30 minutos @338e lo extrae 2 veces con
cloroformo y luego se precipita el ADN con 0.6 wvaknes de isopropanol. Se deja 15
minutos en frio y luego de centrifugar 30 minutos32000 rpm, el pellet se lava con
etanol al 70%. Una vez seco, el pellet se resugpen® | de de cloruro de sodio 5M y
32 ul de agua. Luego, se agregan 40 ul de PEGefgbartiglicol) al 13%, se incuba 30
minutos en hielo y se centrifuga a 13.000 rpm derama hora. El pellet de ADN, se

lava con etanol al 70%, y luego se resuspende ghd@®agua libre de DNAsas.
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2.2.6. Secuenciacion de los fragmentos amplificadpsr RT-PCR

El ADN plasmidico, fue secuenciado en todos looggsor el método de “single
extension” en ambas direcciones 5” y 3" por Magrdge (Corea) con los primers T7 y
SP6 que flanquean los extremos de los insertoscdda fragmento clonado, se
secuenciaron por lo menos, 2 clones diferentes.

Para la secuenciacién se requieren 10~15 pl deanmeentracion del ADN plasmidico
de 100 ng/pul como minimo.

Este método de secuenciacion del ADN esta limita860-700 pb, es por ello que para
el caso en que las 2 lecturas (Sp6 y T7) no alcanza tener el largo completo del
inserto (gen completo de la hemaglutinina), sefidisEn primers internos:
1217HCDVI5 TGG GCG GCT GAC ATT AC 3’

1754HCDVr 5’ CTG GTT GTAGAG TTG GTG 3

Estos primers permitieron la amplificacion de tagfento de 1211 pb, que abarca 96
nucleotidos del gen de la proteina de Fusion,dedneintergénica y 960 nucledtidos del
gen de la Hemaglutinina. El fragmento fue clonadseguenciado, y la secuencia

obtenida fue superpuesta con las secuencias oasetweh los primers T7 y SP6.

2.2.7. Andlisis de las secuencias nucleotidicas yiapacidicas

Los cromatogramas obtenidos, se analizaron y editacas secuencias finales, se
alinearon con el programa ClustalW. Las secuensmsanalizaron utilizando el
programa Genedoc (Multiple Sequence Alignment Edfersion 2.6.002) y el paquete
MegAlign (Lasergene v6, DNAstar Inc., Madison, WI).

Con las secuencias obtenidas, se construyeroneérfiigenéticos con el método de
Neighbor-joining con el programa Mega (Molecularoknionary Genetics Analysis)
version 3.1 (Kumar et al., 2004).

La confiabilidad de los arboles filogenéticos oldes, se estimd con un bootstrap de
1000 réplicas.
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2.2.8. Secuencias de VDC obtenidas y analizadas

2.2.8.1. Fragmento de 287 pb del gen de la Nucleofgna

Los numeros de acceso del Genebank de las secsialitiaadas de la NP son los
siguientes: Cepa vacunal Onderstepoort (AF3054&B)JU (AY443350), EEUU I
(AY386315), India (DQ003302), Brasil (DQ005134), aBr Brasil (DQ005132),
GERHan95, Alemania (CAA08767), China (AY390348),Xité (ABI50232), A7517
(AAD49699), ChinaSar Sarampion (DQ211902), CoreaSarampion (AF417265),
Edmonston cepa vacunal de Sarampion (AAF85691).

Los numeros de acceso de las secuencias obteridaslgragmento de 287 pb del gen
de la NP, de las cepas Argentinas son:

M38 “RC” (FJ009224), M85 “Pitu” (FJ009226), M40 “Ke” (FJ009227), M70 “lIron”
(FJ009228), M68 “Facu” (FJ009225), M90 “Pao” (FIPP9).

2.2.8.2. Fragmento de 871 pb del gen de la Hemaghitia

Los numeros de acceso de las secuencias obtemdsstaetesis para el fragmento de
871 pb del gen de la Hemaglutinina de las cepaddsson:

Arg 1 (AM422846), Arg 2 (AM422847), Arg 3 (AM4228%8Arg 4 (AM422849), Arg

5 (AM422850), Arg 6 (AM422851), Arg 7 (AM422852),ré\ 8 (AM422853), Arg 9
(AM422854), Arg 10 (AM422855), Arg 11 (AM422856)rd\12 (AM422857), Arg 13
(AM422858), Arg 14 (AM422859), Arg 15 (AM422860)ré\16 (AM422861), Arg 17
(AM422862), Arg 18 (AM422863), Arg 19 (AM422864)rd\20 (AM422865), Arg 21
(AM422866), Arg 22 (AM422867), Arg 23 (AM422868) Arg 24 (AM422869).

Por otro lado, también se obtuvieron del Genbaskslguientes secuencias de la H:
111/03B, ltalia (ABF55673); 324/03, Italia (DQ49431 DK91l, Dinamarca
(AAQO5835); 404, Alemania (CAB01251); “4513", Alema (CAB01253); Han90
5804, Alemania (AAQ96300); Hamamatsu, Japon (BAABS Ueno, Japdn
(BAA19584); KDK-1, Japon (BAA84209); 98-002, Jap(@AA84208); 5VD, Japon
(AAQ63642); 5B, Japon (AAQ63641); Yanaka, Japon ABA586); Ac961, Japon
(AB212963); 007Lm, Japén (AB212730); Tanu96, Ja(@hA33740); CD Taichung,
Taiwan (AAQ84330); TN, China (AAQ96371); TurquiaAM11476); A7517, EEUU
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(AAD49703); Javelina, EEUU (CAA87693); American d@&EUU (CAA87691); A92-
6 Black panther, EEUU, (CAA90879); Greenlandic d@gpenlandia (CAA87689).

Las cepas vacunales son: Snyder Hill (AAG15490),nv@o (CAA84626), y
Onderstepoort (AAC26995).

Las secuencias de la H del virus de Sarampiénaaasecon VDC fueron:

Cepa Sarampion vacunal Edmonston (AB046218), cepancEsa Sarampién
(DQ267505), cepa Marroqui Casablanca (DQ267500pa cEEUU USA/17.98
(DQ227321) y la cepa Japonesa Yamagata (AB186910).

2.2.8.3. Fragmento de 347 pb del gen de la Hemaghitia

Los numeros de acceso de las secuencias obteridaslgdragmento de 347 pb del gen

de la hemaglutinina de las cepas Argentinas sord Mkhalua” (FJ009231) y M7

“Marga” (F1009230).

2.2.8.4. Fragmento de 174 pb del gen de la Hemaghitia

Los numeros de acceso de las secuencias obtemdasldgragmento de 174 pb del gen

de la hemaglutinina de las cepas Argentinas son® Mdalua” (FJ011001), M7

“Marga” (FJ011002) y M74 “Marcos” (FJ011003).

2.2.8.5. Gen completo de la Hemaglutinina

Los numeros de acceso de las secuencias obterdas depas Argentinas para el gen

completo de la Hemaglutinina son: M107 “Bruno” (EI005) y M90 “Pao”
(FJ011004).
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2.3. Células

2.3.1. Purificacién de las células mononucleares gangre periférica (PBMC)

de animales infectados con VDC.

En algunos pocos casos, ademas de la sangre cdeagldaanimales sospechados de
infeccion por VDC, se obtuvo la sangre anticoagulada sangre heparinizada de
animales previamente diagnosticados por RT-PCR quusiivos, fue centrifugada en
un gradiente de Histopaque (SIGMA) obteniéndosePBMC. Brevemente, la sangre
se diluy6 1:1 en PBS, y la mezcla se deposité sdlind de Histopaque en tubos de 15
ml. Luego de una centrifugacion a 2000 rpm en diicante 30 minutos, se tomé con
una pipeta Pasteur la capa de PBMC que quedoietetéase. Las células obtenidas se
lavaron con PBS y se congelaron a -80 °C para Isegaitilizadas para infectar las

lineas celulares B95a y VeroSLAM.

@) o@ Células
gﬁa%r: 095 Mononucleares de
90 000000 Sangre Periférica
& O centrifugation E g
ll:ycoll Granulocitos y
JPagLE eritrocitos

v

Figura 16 - Metodologia de obtencién de células mononuctedeesangre periférica.

2.3.2. Cultivo de células B95a

La linea celular linfoblastoide B de mono Titi (B93ransformada con el virus Epstein
Barr es utilizada para el aislamiento primario dals del Sarampion; un virus que al
igual que VDC, pertenece al Género Morbillivirustds células son hasta 10000 veces
mas sensibles para el aislamiento del virus dedng@ion a partir de especimenes
clinicos, que otras lineas celulares comunmentedagsacomo Vero y PMK

(OrganizacionPanamericanaSalud, 2001). Tambiémasedemostrado que esta linea

39



VDC MATERIALES Y METODOS

celular B95a es una herramienta importante pamstédmiento de VDC (Kai et al.,
1993), (Seki et al., 2003).

Las células B95-8 se obtienen de la American Typku€ Collection (ATCC# CRL
1612). Cuando se cultivan en el medio Minimum EsaedMEM) modificado por
Dulbeco (DMEM) complementado con suero fetal bov{i®#B), estas células se
adhieren a la superficie del recipiente de cultiMas células adherentes se denominan
B95a.

Las células B95a fueron gentilmente cedidas a rudaboratorio por la Dra Médnica
Tous (Jefa del Servicio Cultivo de Tejidos INEI-AML"'Dr. Carlos G. Malbran").

Las células fueron cultivadas, inicialmente en lgdwacon el medio de cultivo cedido
por el Instituto Malbran (MEM suplementado con amdicidos no esenciales y 10% de
SFB) y el medio preparado en nuestro laboratoriEM con aminoacidos no
esenciales, glutamina (8 mM) y 10 % de SFB. Laslaglfueron mantenidas en una
estufa de C@a 37°C en botellas de cultivo de 25 y 75 @iRunc® 6 Greiner®).

2.3.2.1. Infeccién de células B95a

Se realizaron ensayos de co-cultivo de células marieares de sangre periférica
(PBMC) provenientes de animales infectados con Y€lulas B95a.

La infeccion inicial de las células B95a, se realn los PBMC provenientes de 2
animales, en medio MEM suplementado con 2% de S§Btamina (8 mM),
aminoacidos no esenciales (10 ml/l de composicléAlfgnina HCI (0,890 g/l), L-
Asparragina monohidrato (1,5 g/l), L-Aspartico @g8), Acido glutamico (1,474 g/l),
Glicina (0,750 g/l), L-prolina (1,15 g/l), L-Serir(a,05 g/l)]), 25 mM de Hepes, 4,5 g/l
de bicarbonato de sodio y 6X10/1 de Penicilina, 150 U/ Estreptomicina.

Luego de 3 pasajes del virus en cultivo de célBl@sa, se extrajo el ARN tanto del
sobrenadante de cultivo como del pellet celulase yanalizé por RT-PCR la presencia
del fragmento de 287 pb de la NP de VDC no obteluiga bandas de amplificacién en
ninguno de los casos.

En otra oportunidad, se infectaron células B95ajpa20 en botellas de cultivo de 25
cn?, con los PBMC provenientes de 3 animales difeserBeevemente, se lavaron las
células con PBS y se incubaron con f0de los PBMC y 50Ql de PBS, durante una
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hora. Luego se completé con medio Iscove’s modietbecco’s Medium (Gibco) 2%
SFB.

A las 48 horas post-infeccion se descarté unagdmfacciones por contaminacion.

Las células infectadas se repicaron 1:2 y 5 diapuwis se volvieron a repicar 1:2
(tercer pasaje). Se congeld la infeccion y luegouda centrifugacion, se separé el
sobrenadante del pellet celular. La presencia d€ ¥ravés de los pasajes en cultivo,

se determind, luego de la extraccion de ARN comolrpor RT-PCR.
2.3.3. Cultivo de células Vero

La linea celular Vero (riidon de mono verde afrigahee cultivada en medio MEM
(Gibco, EE.UU.), con glutamina (8 mM), aminoacidos esenciales (10 ml/l de
composicion [L-Alanina HCI (0,890 g/l), L-Asparragi monohidrato (1,5 g/l), L-
Aspartico (1,33g/l), Acido glutamico (1,474 g/l)Ji€na (0,750 g/l), L-prolina (1,15
g/l), L-Serina (1,05 g/l)]), 25 mM de Hepes, 4,5d¢ bicarbonato de sodio y 6x10/I
de Penicilina, 150 U/l Estreptomicina, suplementaldb0% con SFB.

2.3.3.1. Infeccidn de células Vero

La infeccion de las células Vero, se realiz6 cormeldio de cultivo, medio MEM

suplementado con 2% de SFB.
2.3.3.2.  Titulacion de VDC en células Vero por diluén terminal

En placas de poliestireno de 96 pocillos (Tissuku plate, 96 W, flat bottom,
Greiner bio-one CELLSTAR), se agregaron 150 ul dsdim de dilucion (MEM con
Hepes y bicarbonato de sodio) en toda la placaagdegaron 5Qu del virus en la
columna 1 por duplicado 6 cuadruplicado.

Con una pipeta multicanal, se tomaronub§ se pasaron a la columna 2; se mezclé, se
tomaron 50ul de la mezcla y se pasaron a la columna 3, yurxsEstvamente hasta la
columna 10. Las columnas 11 y 12 se dejaron seciaf (controles negativos). Luego

de las diluciones del virus, se agregaronub@e las células por well en toda la placa
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(un T25 cnitripsinizado en el momento, con las células requdipas en 6 ml de MEM
20% SFB).

Las placas se incubaron durante 4-5 dias a 37 °Eswrfia de Cg observando la
aparicion de efecto citopatico.

Una vez descartado el sobrenadante de las mongdapasismas fueron tefiidas con
solucion de cristal violeta (1% de cristal viole& formol y 10% etanol en agua
destilada) y se calcul6 el titulo (Dosis infectivegido celular 50%-DITgg-/ml)
mediante el método de Reed y Muench (Reed, 1938).

2.3.4. Cultivo de Células VeroSLAM

Mientras que las cepas adaptadas a cultivo, tadesocla cepa vacunal atenuada
Onderstepoort, son capaces de replicar en vaneadicelulares (Seki et al., 2003), las
cepas salvajes de VDC, no se propagan en ellas.

Las células VeroSLAM fueron gentiimente cedidas mbr Dr Yusuke Yanagi
(Department of Virology, Faculty of Medicine, Kyustuniversity) de Japon, para el
presente trabajo de tesis.

Las mismas, provienen de células Vero transfectpdasl grupo del Dr Yanagi con un
plasmido de expresion codificando la glicoprotedea membrana SLAM (signaling
lymphocyte activation molecule, CD150) que es aleptor celular de los virus
sarampion y DC.

Estas células, son mucho més eficientes que laasélero y las células B95a para el
aislamiento de cepas salvajes de VDC (Seki et2803). En el trabajo citado, se
muestra que para algunos casos, las cepas salagesesas, pudieron ser aisladas en
células VeroSLAM en 24 Hs. Comparativamente, enlaglB95a, las mismas cepas
salvajes tardaban entre 7 y 10 dias y el aislamiers menos eficiente. Por otro lado,

estas cepas salvajes no crecian en células Venta(Ta
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Aislamiento viral

Perro Edad

Numero (meses) Vero.DogSLAMtag B95a Vero
I 2 24h — .
2 3 24 h — -
3 2 — — —
5 2 24 h 10 dias _—
6 3 — — —
7 3 24h 7 dias _

Tabla 3 - Aislamiento de cepas de VDC Japonesas en digselineas celulares
(Vero.DogSLAMtag, B95a, y Vero). Adaptado de (Setkal., 2003).

Las células VeroSLAM, fueron inicialmente crecidasbotellas de cultivo de 25 ém
de poliestireno (Nunc® 6 Greiner®) en un medio détivo Iscove’s Modified
Dulbecco Medium (Gibco) con 10% SFB. Los antibigsiatilizados, fueron Penicilina
sodium Salt y Estreptomicina sulfate Salt (Sigma®).

La presion de seleccion del plasmido que expreSa.AM, se mantuvo por adicion de
G418 Geneticina (0.4 mg/ml) final cada 3 pasajelmsieélulas.

Se implement6 un banco maestro y un banco de traleagstas células.

Los stocks de todas las lineas celulares se mantuven Nitrogeno liquido (-196°C).
El procedimiento general seguido para el congelatmide todas las lineas celulares,
fue: disgregar la monocapa celular de manera emizanaon tripsina, centrifugar a
1000 rpm durante 10 minutos y resuspender lasaseki el medio de congelamiento
(90% de SFB, 10% DMSO (dimetilsulfoxido). Luegofsseciond a razon de 1 ml de la
resuspension celular en criotubos (Nalgene®) y alecaron en un recipiente que
permitiera el congelamiento lento a —70°C. A lashd&osteriores al congelamiento se
trasladaron a un tanque de Nitrégeno liquido.

El proceso de descongelamiento celular se realizanebafio termostéatico a 37°C de
manera rapida. Las células descongeladas se resiespen medio de crecimiento en el
recipiente para cultivo y se incuban durante 2 i8@°C para que las células se
adhieran a la superficie. Pasado ese tiempo sartlest sobrenadante y las células se

incuban en medio completo de crecimiento.
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2.3.4.1. Infeccibn de cultivos de células VeroSLAM oo cepas salvajes
Argentinas de VDC

Se infectaron botellas de cultivo de 25*conteniendo células VeroSLAM pasaje 11 en
un 70% de confluencia, con 5Q0 de células mononucleares de sangre periférica
(PBMC) provenientes de “Bruno” (M 107), un perroeygamente vacunado, con
sintomatologia clinica de DC y confirmado como fesipara VDC por RT-PCR. Las
PBMC de este animal, habian sido utilizadas paraftccion de células B95a con
resultados positivos.

También, se realiz6 el mismo procedimiento con PBMC obtenidas de otros
animales. Luego de varios intentos, a las 48 hpoass infeccion, se observo efecto
citopatico, con la formacion de sincicios multireadlos en las células infectadas con la
cepa “Bruno” (M 107). En el caso de las otras ioi@wes, no se observo efecto

citopatico y fueron descartadas.

2.3.4.2. Deteccion de VDC en células VeroSLAM por eltest de

Inmunoperoxidasa

Este test, permite visualizar la presencia y laealibn del antigeno viral en células en
cultivo infectadas, luego de la adicion de un amtipo contra el virus y de un
anticuerpo secundario conjugado con peroxidasaeBrente, se infectaron monocapas
de células VeroSLAM en placas de poliestireno dp@llos con 0,1 ml del stock viral
de VDC en medio sin suero y se incubé a 37°C daraitora. Se agreg6é 1 ml de medio
de infeccion suplementado con 2% de SFB y se ina®&C durante 48 horas.

Se descart6 el sobrenadante de la monocapa cedelayd con PBS y se fijé con una
mezcla de partes iguales de acetona y metanol t@u2@nminutos a -20°C, se descartod
la solucion fijadora, se lavé con PBS, se dejo rsecdemperatura ambiente y se
conservo a 4°C.

Las células infectadas se enfrentaron con una i@ilud:1000 del anticuerpo
monoclonal anti NP de VDC (DV2-12, Custom Monoclprac., West Sacramento,
CA).
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Luego de sucesivos lavados, las células se enfoentaon un anticuerpo secundario
anti ratdbn conjugado con peroxidasa (Jackson ImiRasearch Laboratories, Inc) en
una dilucion 1:2000.

Como sustrato se utilizaron 100 pl por pocillo del@éd diamino benzoico (DAB) en
PBS (1 mg/ml) con agregado de 1l0de HO, 30% por ml. Se incubd en oscuridad
durante 10 minutos y a continuacién las monocapdawaron con kD destilada y se

observaron los focos de infeccion en el microscopio

2.3.4.3. Deteccibn de proteinas de VDC por electrofsis en geles de
poliacrilamida-SDS (PAGE) y electrotransferencia (Véstern blot)

Con el mismo anticuerpo monoclonal utilizado pdreresayo de IPA se realizaron
ensayos de western blot en los lisados celularegldé&as VeroSLAM, infectados tanto
con la cepa salvaje, como con la cepa vacunal.

Los protocolos generales se obtuvieron de (Sambdt8o).

SDS-PAGE: Las proteinas se separaron en mini gelg®liacrilamida 12%, durante 2
horas a 100 Volts constantes, en buffer tris-giicton SDS 1% (Tris-HCI 50 mM pH:
7,7, glicina 196 mM, SDS 1%). Una vez finalizadzdarida, el gel se retira y se tifie 6
se transfiere a nitrocelulosa.

Electrotransferencia: luego de la corrida, el getslocé dentro de un “sandwich” entre
3 hojas de papel Whatmann, una membrana de nifosal correctamente orientada y
esponjas tipo Scotch Brite. Esto se ensambldé esomtenedor plastico y se colocé
dentro de la cuba de electrotransferencia (BioR) luego se completd con buffer
(Tris-HCI 50 mM pH7, glicina 196 mM, metanol 20%l.as proteinas fueron
transferidas a la membrana de nitrocelulosa dutanteche a 20 Volts constantes.

Las membranas fueron bloqueadas con leche desaexhd8lo en PBS, e incubadas en
presencia del anticuerpo primario (anti NP de VD¥Z%-12, Custom Monoclonal, Inc.,
West Sacramento, CA).

Luego de los lavados, las membranas fueron incsbeda el anticuerpo secundario
(anti-raton Jackson ImmunoResearch Laboratorie$,eim una dilucién 1:2000, seguido

de revelado por quimioluminiscencia (ECL-Amershanbjen con DAB.
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2.4. Medidas de bioseguridad
Toda manipulacién de virus vivo fue realizada baggmas de bioseguridad en un

laboratorio de nivel P2 en flujo laminar de altgwsédad (Bio Gard Hood, The Baker

Company B-60-112) y con utilizacion de equipo datgecion personal.
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VDC RESULTADOS

3.1. Deteccioén por RT-PCR de un fragmento de 287 ptel gen de la NP de VDC
3.1.1. En vacunas comerciales de Argentina

Con el objeto de evaluar la efectividad y ajustay parametros de ejecucion de la
técnica de RT-PCR para la deteccion de un fragmaet®87 pb del gen de la NP de

VDC, se analizaron 4 vacunas comerciales dispondaiea Argentina. En la Figura 17,

se muestra el resultado de la amplificacion dd lespas vacunales.

287 pb

Figura 17 - Deteccion por RT-PCR de un fragmento d&87 pb del gen de la NP de VDC en
vacunas comerciales de la Republica ArgentinaCalle 1. control negativo, calles 2-5:
vacunas 1, 2, 3y 4, respectivamente. PM: marcdelgeso molecular.

Como se observa en la Figura 17, en todas las sacoomerciales analizadas, se
detect6 el fragmento especifico de VDC comprob&mdssmismo la efectividad de la

técnica para poder detectar secuencias del genoahae VDC.

3.1.2 En muestras de sangre de perros de Argentina

Con el fin de definir el material de partida (tipe muestra) para el diagnostico
molecular de VDC, con las primeras muestras reafhide comparo la intensidad de la
sefial obtenida a partir de las muestras de sargggulada, respecto de la sefial
obtenida a partir de sangre con anticoagulante @=H&parina), 6 suero del mismo

animal.
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Los resultados obtenidos (no mostrados) indicaroe tps muestras de sangre
coagulada otorgaban una sefial de amplificacioniméssa respecto de las muestras de
sangre con anticoagulante 6 del suero. De estarmaseedefinié a la sangre coagulada
como un material de partida adecuado para el dstigedmolecular de VDC. Esta

muestra, es facil de obtener, poco cruenta y egpatible con las reglas de bienestar

animal.

3.2. Andlisis de las muestras

Se recibieron y analizaron un total de 123 mues8hsle las cuales (66 %) provinieron
de animales vacunados, 29 (24%) provinieron de aesnsin vacunar y 13 (10%)
provinieron de animales cuyo estado de vacuna&d@esconocia.

El ARN de VDC se detectd en 82 de las 123 muesteasangre analizadas (67%),
mientras que en 41 de las muestras analizadas (88%#g detectd ARN de VDC.

Para el caso de las muestras en las cuales ndeseod€DC (negativas), se extrajo el
ARN, una segunda vez y se repitid la reaccion. Ctnfmalidad del presente trabajo
de tesis no era definir la etiologia de la enferaledresentada por los animales, las
muestras consideradas como negativas no fueroaroseiente estudiadas.

La Figura 18 muestra los resultados de la amptiiicadel fragmento de 287 pb del gen
de la NP de VDC, en 5 muestras representativasyrdd¢otal de 82 fragmentos

obtenidos.

L L 0> 287 pb

Figura 18 — Deteccion por RT-PCR de un fragmento d287 pb del gen de la NP del VDC
en 5 muestras de sangre coagulada proveniente dees de la Republica Argentina.PM:
marcador de peso molecular, calle 1: control negatcalle 2: control positivo (vacuna
comercial), calle 3: muestra “Lila” (no se detewtidC), calles 4 - 7: muestras “Facu”, “Pitu”,
“RC”"y “Kalua” en las cuales se detecto la presama VDC.
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3.3. Limite de sensibilidad para la deteccién por RIPCR del fragmento de 287
pb del gen de la NP de VDC

El limite de sensibilidad de la técnica, se deteémsiguiendo el procedimiento
descripto en Materiales y Métodos (2.2.2.1.1.).doeerdo a los resultados mostrados
en la Figura 19, la técnica permite detectar hagtaximadamente 35 particulas virales
(PV).

287 pb

Figura 19 - Limite de sensibilidad de la técnica d&RT-PCR para la deteccién de un
fragmento de 287 pb del gen de la NP de VDalle 1: control negativo, calle 2: 3.5 x°10
PV, calle 3: 3.5 x 10PV, calle 4: 3.5 x TOPV, calle 5: 350 PV, calle 6: 175 PV, calle 7:Fo,
calle 8: 35 PV.

3.4. Andlisis de secuencias del fragmento de 287 pie la NP de VDC de 6

muestras clinicas y una vacuna comercial

Con el objeto de estudiar el grado de conservat@dios fragmentos de 287 pb del gen
la NP amplificados para el diagnéstico de VDC, slecxionaron al azar 6 de los 82
fragmentos obtenidos y se secuenciaron. Por otdo, Ise secuencié el mismo
fragmento obtenido de la amplificacion de una vacoamercial (Fort Dodge) y las

secuencias fueron alineadas (Figura 20).
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Figura 20 - Alineamiento de las secuencias de amémidos deducidas del fragmento de 287
pb del gen de la NP La secuencia Onderstepoort (Ond), es la cepanehale referencia.
“Vacuna 1", es una vacuna comercial contra VDC. ¢ggzas “Pituca”, “Kalua”, “Iron”, “Facu”,
“RC", y “Pao”, son cepas salvajes de VDC Argentings el alineamiento, también se
incluyeron cepas de VDC de USA (USA I, USA Il, A™lIndia, Brasil (Brasil y Bra2),
Alemania (Ger), China y México; y cepas de Sarampi® China (ChinaSar), Corea (CoreaSar)
como asi también una cepa vacunal de Sarampiéna(fision).

Las secuencias de aminoacidos deducidas a pdrfiagenento de 287 pb, se alinearon
entre si y se obtuvo un 100% de identidad, parasttats cepas de VDC. Es decir, todas
las secuencias de VDC, tanto vacunales como salyajanto de Argentina, como de
otras regiones del mundo, son idénticas a nivehaadiidico en esta region del genoma.
(Figura 4). Esto muestra el alto grado de consé@mwaen la region central del gen de la
NP y su alto valor para ser utilizado con finegdiasticos.

Al compararse las secuencias de VDC con las da$ de Sarampién (Morbillivirus) en
esta region del genoma, se obtuvo sélo un 93%aititthd en todas las cepas de VDC

con respecto a las cepas salvajes 0 a la cepaalateiSarampion.

3.5. Deteccion por RT-PCR del gen de la Hemaglutinende VDC

3.5.1. Amplificacion de un fragmento de 871 pb en nastras de sangre de

animales infectados y en vacunas comerciales
Para evaluar una eventual variabilidad genética®repas de VDC identificadas en la

Argentina, se procedié a analizar otra region dglogna en aquellas muestras en las

gue se habia detectado la presencia del fragnder287 pb del gen de la NP de VDC.
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El gen de la proteina H es el mas variable engaiglamientos de VDC quizéas, debido
al rol que juega esta proteina en la reaccion iremdel huésped. Esta proteina, es
también el principal determinante de tropismo gpatogenicidad (von Messling et al.,

2001) convirtiendo al gen en una herramienta ingmbet para los analisis filogenéticos
(Mochizuki et al., 1999), (Bolt et al., 1997), (H4aat al., 1997), (Hashimoto et al.,

2001).

Solo en 24 de las 82 muestras NP positivas, (28%gs6 amplificar este fragmento.

El fragmento, se detectd en las 4 vacunas atenaaddigadas (Vac 1-4) y en la vacuna

“Recombitek”.

Figura 21 - Deteccion por RT-PCR de un fragmento d871 pb del gen de la H de VDC en

8 casos de la Republica ArgentinaCalle 1: control negativo, calle 2: vacuna comér@iac

1), calles 3-4: Arg 18 (“Mara”), Arg 8 (“Moro”), PMmarcador de peso molecular, calles 5-11:
Arg 24 (“Bruno”), Arg 1 (“Mac”), Arg 20 (“MC”), Arg15 (“Magui”), Arg 12 (“Labra”), Arg 11
(“Jack™).

En la Figura 21, se observa la amplificacion porFOR del fragmento de 871 pb del
gen de la H de una vacuna comercial (calle 2) B aeuestras representativas de la

Republica Argentina (Arg 18, 8, 24, 1, 20, 15, 1P).

3.5.1. Polimorfismo en la longitud de los fragmentode restriccion (RFLP) de

los fragmentos de 871 pb del gen de la H
La region de 871 pb del gen de la hemaglutininemjte luego de su digestién con la

enzima de restricciohNdel, la diferenciacién entre las cepas presentes £ndaunas

(vacunales) y las cepas salvajes.
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La digestion con la enzinfddel de los 24 fragmentos obtenidos, dio como resultado
obtencion de 2 productos de restriccion. Este patwed similar al observado para el
genotipo 98-002, presente en Japon.

Las 24 cepas Argentinas analizadas por RT-PCR yPRPBtesentaron un soélo sitio de
reconocimiento para la enzirNalelen la posicion nt.1572, obteniéndose un fragmento
de 661 y otro de 210 pb, indicando la presencieeg@s salvajes (no vacunales) en las
muestras de animales.

En ninguno de los casos, los fragmentos obtenig@sta de las vacunas comerciales a
virus vivo modificado (Vac 1 - 4) y “Recombitek’ydron digeridos con la enzima de
restriccion Ndel, otorgando de esta manera, un marcador moleculaa &=
diferenciacion entre cepas vacunales y cepas salvaj

En la Figura 22, se observa el analisis de regiriccon la enzimaNdel de 6 cepas

representativas del total de 24 fragmentos obtsnydite una vacuna comercial.

211 pb

Figura 22 - Andlisis de restriccion del fragmento d 871 pb del gen de la hemaglutinina de
VDC derivado de cepas Argentinas salvajes y del wis presente en una vacuna comercial.
Se muestra el patron de restriccion con la enzieddd®l de 6 cepas salvajes Argentinas (calles
1- 4y 6 -7), y de una vacuna comercial, (calle ®)das las cepas locales mostraron 2
fragmentos de 211 y 660 pb después de la digestidria enzimaNdel mientras que la cepa
vacunal permanece sin digerirse. PM: marcador ge pwlecular.

3.5.2. Amplificacién de un fragmento de 347 pb delem de la hemaglutinina en

muestras de sangre de animales infectados y en wecuna comercial

Dado que en el 71% casos en los que se amplifisiélaabia sido positiva, no se pudo

amplificar el fragmento de 871 pb de la H, se dédistentar amplificar un fragmento
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mas pequefio, localizado en otra regién del mismo Bste fragmento, al ser mas
pequefio, provee mas oportunidades de ser ampbfiead ARNs eventualmente

degradados.

Figura 23 - RT-PCR de un fragmento de 347 pb del gede la H de VDC en 3 muestras
clinicas. PM: marcador de peso molecular, calle 1: Arg 4 Hig8 calle 2: (M 74, “Marcos”),
calle 3: (M 7, “Marga”), calle 4: control positiivacuna comercial “Recombitek”), calle 5:
control negativo.

Los resultados obtenidos se muestran en la Figdr&2ra el caso de la muestra 74
“Marcos” (calle 2), positiva para el fragmento d&72pb de la NP, no fue posible
amplificar la region mas pequefna de 347 pb niajrfrento de 871 pb del gen de la
hemaglutinina.

Sin embargo, para la muestra 7 “Marga” (NP positipgro negativa para la
amplificacion del fragmento de 871 pb) se obtuvitosmmente la amplificacion de la
region de 347 pb (calle 3).

En el caso de la muestra 40 Arg4-“Kalua”, se obtt&oto la amplificacién del
fragmento de 871 pb como la del fragmento de 34(¢alte 1).

La amplificacién del fragmento de 347 pb en el ADbtenido a partir de la vacuna

“Recombitek” (calle 4), fue positiva.
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3.5.3. Amplificacion de un fragmento de 174 pb delem de la hemaglutinina en

cepas locales de VDC

Otra region del gen de la hemaglutinina que fuelificgrla, es la comprendida entre
los nucledtidos 13 al 187 (Ver Figura 14). Estgrnanto de 174 pb fue analizado en
las mismas 3 cepas locales (M40 “Kalua” Arg 4, M Marcos” y M 7 “Marga”) que

el fragmento de 347 pb. En las 3 muestras, se otdmlificacion positiva para este

fragmento (No mostrado).

3.5.4. Amplificacién del gen completo de la Hemaglitina en dos cepas locales de
vDC

Con el objetivo de estudiar la variabilidad gergétn todo el gen de la hemaglutinina
en cepas Argentinas, se amplifico, cloné y secidersie gen completo en 2 cepas
locales (M 90 “Paola” [Arg 23] y M 107 “Bruno” [Arg4]).

2322

202 1924 pb

Figura 24 - Amplificacién del gen completo de la Haaglutinina, a partir de una muestra
de sangre de un animal vacunado, con sintomatolog&@inica de VDC. PM: marcador de
peso molecular, calle 1: M 107 (Arg24) “Brunao”,leal: control negativo.

En la Figura 24, se observa el resultado de la iioggion por RT-PCR del gen
completo de la hemaglutinina de una cepa Argeriltha07, Arg 24“Bruno”).
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3.6. Andlisis de secuencias de VDC del gen de la Hagtutinina

3.6.1. Andlisis de las secuencias del fragmento d&l8b

Con el objetivo de analizar las secuencias gen@medas cepas de VDC presentes en
la Argentina, se procedié al secuenciamiento dee¢gdn de 871 pb del gen de la
hemaglutinina. Para ello, los productos de amplifién de 24 muestras, purificados a
partir de los geles de agarosa, se clonaron y @geseiaron como se describié en
Materiales y Métodos. La informacion sanitaria de &nimales en cuyas muestras de
sangre se detectd, clondé y secuencio el fragmemto8dlL pb del gen de la

hemaglutinina, estan resumidos en la Tabla 4.

Muesira | Nombre | Cepa* | Edad | Sexo| Raza | Vac Signos Clinicos
(meses) SR [ Conj | TGI| 5N
M50 Mac Arg 1 3 M| PA| WV + |+ | +
MT0 Iron Arg 2 & M E v + X N
M38 RC Arg 3 ND ND | BH| V |ND| ND | ND | ND
WA Kalua Arg 4 7 H B v + + 3 .
M35 Luna Arg 5 6 H | W Vv + | + L | o+
M68 Facu Arg 6 3 M| M|V + ]
W30 Chocha Arg 7 5 H E v + + ) N
M9 Moro Arg 8 84 M| PA | NV | +]| + | + | +
M29 Aixa Arg 9 10 H || V + ]
WER Pituca | Arg10 17 H | 1r | V + |+
M40 Tack Arg 11 24 M| B | np |[ND| ND | ND|ND
M6 Labradora | Arg12 11 H || V + | + D
M36 Lau Arg 13 ND H | NI v + ]
M66 Lier Arg 14 2 H|er| VY |+ | + | +
M51 Magui Arg 15 3 H R v i D
M25 Maica Arg 16 96 g |~ | V|| - _
M85 Mancha | Arg17 72 M| M|V + |+
M62 Mara Arg 18 4 g| r |V + :
M12 Marcos 12 | Arg 19 60 M| M| N | +] + | + |+
M55 MC Arg 20 2 M| M| v | 4+
M2 Octavio | Arg21 4 M| M| NV |+ ]| + _
M63 Hamlet | Arz22 19 M| M|V ] I
M20 Paola Arg 23 15 H| W v + |+
M107 Bruno Arg 24 3 M| M v I - ]
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Tabla 4 - Identificacion de los animales en cuyas muesteadetectd y secuencid el fragmento
de 871 pb del gen de la H de VDC. *Todas las cépa®n obtenidas en el afio 2003, excepto
Arg 24 que se obtuvo en el afio 2004.

Abreviaturas: H, Hembra; M, Macho; M, Mestizo; LRabrador Retriever; W, Weimaraner;
PA, Pastor Aleméan; BH, Basset Hound; B, Bobtail;RRttweiler; GR, Golden Retriever; V,
vacunado; NV, no vacunado; ND, informacion no digpke; Conj, conjuntivitis; SN, sintomas
neuroldgicos; TGI, sintomas del tracto gastroimeaktSR, sintomas respiratorios.

De acuerdo con datos bibliograficos publicados,radg autores, realizan el andlisis de
las secuencias del gen de la H, luego del pasajasdeepas de VDC, por cultivos
celulares (lwatsuki et al., 1997).

Dado que no puede descartarse la posibilidad gueas aminoacidos cambien durante
el cultivo in vitro de las cepas virales, se angdifdirectamente el ARN viral a partir de
las muestras de sangre.

En la Tabla 5 se observan los porcentajes de ahehten la secuencia aminoacidica
deducida del fragmento de 871 pb del gen de la igeniaina, entre todas las cepas
locales secuenciadas.

Los resultados de secuenciacion, mostraron qua secuencia aminoacidica deducida
del fragmento de 871 pb del gen de la hemaglutiden®DC, se observa un alto grado
de identidad en las cepas locales entre si (97-98%Xcepcién de una de ellas (Pao,

Arg 23), que presento solo un 95% de identidadrespecto a las otras cepas locales.
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Ademas, las cepas locales se compararon a niveloaaidico con cepas presentes en
vacunas comerciales disponibles en la Argentinaoy fas cepas vacunales de
referencia.

En la Tabla 5, se muestran también, los porcentigeslentidad aminoacidica, de las
cepas locales, con respecto a las cepas vacuralegelencia (Onderstepoort [Ond],
Snyder Hill y Convac) y a las cepas presentes €ndaunas comerciales: a virus vivo
modificado (Vac 1- 4) y “Recombitek”.

Todas las cepas salvajes de VDC de Argentina, mias® alrededor de un 90% de
identidad con respecto a las cepas vacunales.

Estos resultados, reflejan una situacion semeprdede otras regiones del mundo en
donde se observa una distancia genética similae s cepas salvajes y las cepas
vacunales (Haas et al., 1997).

En la Tabla 6, se muestran los porcentajes deidtdehtle las cepas locales con respecto

a cepas aisladas en otros paises y con respextmepd vacunal de referencia Ond.

111031t | Denmark | 404 Ger | Han30Ger | 98-002 JP | KdK1 JP | Turkey | Greenl | Amdog | Ond

Arg 1 95.2 95.2 95.5 95.9 921 93.8 94.8 94.8 94.5 | 88.3

Arg 2 96.2 96.2 96.6 96.9 921 94.8 959 | 948 95.5 |89.3

Arg 3 95.2 95.2 95.5 95.9 90.7 93.8 94.5 [ 941 941 | 88.6
Arg 4 95.9 95.9 96.2 96.6 924 9.5 95.5 | 95.2 95.2 | &9

Arg 5 95.2 95.2 95.5 95.9 9.4 93.8 94.8 94.5 94.5 | 88.3

Arg 6 95.2 95.2 95.9 95.9 9.7 93.8 94.8 94.5 94.5 |88.3

Arg 7 95.2 95.2 95.5 95.9 .7 93.8 94.8 94.5 94.5 |88.3

Arg 8 95.2 95.2 95.5 95.9 M.7 93.8 94.8 94.5 94.5 |88.3

Arg 9 95.2 95.2 95.5 95.9 92.4 93.8 94.8 94.5 94.5 |88.3

Arg 10 | 95.2 95.2 95.5 95.9 M 93.8 94.8 94.5 94.5 | 88.3

Arg11 | 95.2 95.2 95.9 95.9 N 93.8 94.8 94.5 94.5 |88.3
Arg12 | 96.6 96.6 96.9 97.2 924 95.2 96.2 [ 959 959 | &89

Arg13 | 94.8 94.8 95.2 95.5 9.4 934 94.5 [ 9441 941 |87.2

Arg14 | 95.2 95.2 95.5 95.9 M 93.8 94.8 94.5 94.5 |88.3

Arg15 | 95.2 95.2 95.5 95.9 N.7 93.8 94.8 94.5 94.5 | 88.3

Arg 16 | 94.8 94.8 95.2 95.5 90.7 93.8 94.5 [ 9441 941 | 87.9
Arg 17 | 95.2 95.2 95.5 95.9 M 93.8 94.8 94.5 94.5 |88.3
Arg18 | 955 95.5 95.9 96.2 9.4 941 95.2 | 948 94.8 | 89
Arg19 | 94.8 94.8 95.5 95.5 9.4 93.8 94.5 [ 934 94.1 | 88.3
Arg 20 | 95.2 95.2 95.5 95.9 N.7 93.8 94.8 94.5 94.5 | 88.3
Arg21 | 95.2 95.2 95.5 95.9 N 93.8 94.8 94.5 94.8 | 88.3
Arg22 | 959 95.9 96.2 96.6 924 94.5 95.5 [ 95.2 95.2 |88.3
Arg23 | 96.2 96.2 96.6 96.9 921 94.8 95.5 | 948 94.5 |88.6
Arg24 | 95.5 95.5 95.9 96.2 9.4 94.1 95.2 | 94.8 94.8 | 89
111031t  98.6 99 98.6 92.4 96.6 97.9 [ 955 96.2 | 89
Denmark| 99 98.6 92.4 96.6 97.9 [ 95.2 96.6 | 89

404 Ger 99 92.8 96.9 98.3 [ 955 96.6 | 89.3

Han%0Ger| 93.1 97.2 97.9 [ 959 96.9 | 89.7

98002 JP| 9341 924 | 938 92.4 |86.6

KdK1JP| 959 | 945 95.5 |87.9

Turkey| 95.2 95.9 |88.3

Greenl| 952 |88.6

Amdog | §8.6
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Tabla 6 - Porcentajes de identidad de las cepas localesi(24), con respecto a cepas aisladas
en otros paises (ltalia 111/03, Dinamarca, 404 Aldmy Han90 Alemania, 98-002 Japon,

KDK-1 Japon, Turquia, Groenlandia, USA) y con respea la cepa vacunal de referencia

Onderstepoort en el fragmento de 871 pb (290 dajettede la Hemaglutinina.

Los porcentajes de identidad de las cepas Argentioa respecto a la cepa de vacunal
de referencia Onderstepoort, son similares a loseptajes de identidad de las cepas
internacionales con respecto a la misma cepa decrefia.

También se compararon las secuencias de cepastiiagede VDC con cepas del virus
de sarampion obteniéndose un 35 - 37% de idenéidad mismo fragmento.

Las secuencias de las cepas Argentinas, alineatasepas salvajes de otros paises y
con cepas vacunales se muestran en la Figura 25.

En gris, se resaltaron potenciales sitios de gladén. Para las cepas salvajes, se
observan sitios adicionales de glicosilaciéon queesidn presentes en la cepa vacunal
Onderstepoort.

En el alineamiento, sélo se muestran las diferencta respecto a la cepa Ond. Las
diferencias aminoacidicas con respecto a la cepaad estan distribuidas a lo largo de
todo el fragmento sin haber una clara agrupaciGmateciones.

Se detectaron cuatro aminoécidos Unicos en todascégas salvajes de VDC
Argentinas: K (358), | (360) G (487) y D (530), clanexcepcién de la Arg 23 [l (358),

T (360), S (487) y G (530)] y Arg 3 [l (358)]. Laayoria de los cambios con respecto a
la cepa Ond, son comunes tanto a las cepas loces) a las cepas salvajes de
diferentes partes del mundo.
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Ond 305 YHDSSGSQDG LWTLG FWATPNVDHI EEVI PVAHPSM(KI HI TNHRGFI KDSI ATV\M/PALASEKQEEQ((X]_ESA(XJRKTYPNU\QASV\EPFGRQ_PSYGR’LT 410
Convac 305 ... GT 410
Vacl 05 G 410
Vac3 305 410
Argl 305 G 410
Arg2 305 ..... 410
Arg3 305 ..G 410
Argd 305 ...G.. 410
Arg5 305....G.. 410
Ar g6 305 ...G.. 410
Arg7 305 ...G.. 410
Arg8 305 ...G.. 410
Arg9 305 ...G.. 410
Argl0 305 ...G.. 410
Argll 305 ...G.. 410
Argl2 305 ...G\. 410
Argi13 305 ...G\.. 410
Argld 305 ...G V. 410
Argil5 305 ...G.. 410
Argl6 305 ...G.. 410
Argl7 305 ...G.. 410
Argl8 305 ...G 410
Argl9 305 ..... 410
Arg20 305 ...G 410
Arg21 305 ...G.. 410
Arg22 305 ...G\.. 410
Arg23 305 ...G.. 410
Arg24 5...G.. 410
111/03It 305 ....N 410
Denmark 305 ....N 410
404 305 ....N 410
Han90 305 ....N 410
KDK- 1 305 ....N 410
98-002 305 ....N 410
5BJP 305 ....N 410
Yanaka 305 ....N. 410
Tur key 305 ....N 410
G eenl 305 .. oo N 3 .T. 410
Amdog 305 ....N.............. 410
Ond 411LPLDASVDLQ_NI SFTYGPVI LNGDGVDYYESPLLNSGALTI PPKDGTI SGLI NKAGRGDQ:TVLPI-NLTFAPRESSGNCYLPI qQrsQ RDRD\/LI ESNI WLPTQ 516
Convac  411....... ... N L M

Vacl 411 . 516
Vac3 411 - o 516
Argl 411....P. e . L AL 516
Arg2 411....P. G, . MK ..A .. 516
Arg3 411....P. 1G. . MK..A .. 516
Argé 411....P. G, . MK ..A .. 516
Arg5 411. ... P. 1G. . MK ..A .. 516
Argé 411....P. {4a. . MK ..A .. 516
Arg7 411. ... P. G . MK ..A .. 516
Arg8 411....P. .G . MK ..A .. 516
Arg9 411. ... P. G . MK ..A .. 516
Arglo 411....P. 4. . MK ..A .. 516
Argll 411....P. G, . MK ..A .. 516
Argl2 411....P. .{G. . MK ..A .. 516
Argl3 411....P. G, . MK ..A .. 516
Argla 411....P. .{G. .P. MK .. A .. 516
Argl5 411....P. G, . MK .. A .. 516
Argl6 411....P. {4 MK .. A .. 516
Argl7 411....P. G, MK .. A .. 516
Arg18 411....P. 1G. MK .. A .. 516
Argl9 411....P. G, MK ..A .. 516
Arg20 411....P. 1G. MK .. A .. 516
Arg21 411....P. G, MK ..A .. 516
Arg22 411....P. e MK .. A .. 516
Arg23 411....P. L) MK..T. .. 516
Arg24 411....P. [e MK .. A .. 516
111/03It P MK..T. .. 516
Dennar k . P. MK..T. .. 516
404 .. P MK ..T... 516
Han90 .. P MK..T. .. 516
KDK- 1 .P. MK ..T... 516
98- 002 . MK..T. .. 516
5BJP MK ..T... 516
Yanaka MK ..T... 516
Tur key MK ..T... 516
G eenl MK ..T... 516
Am dog MK ..T... 516
Ond

Convac

Vacl

Vac3 .

Argl o

Arg2 o

Arg3 1D

Ar g4 o

Ar g5 40

Argé o

Arg7 0.

Arg8 o

Arg9 0.

Argl10 o

Argll 40

Argl2 o

Argi13 4o

Argla o

Argil5 0.

Arglé o

Argl7 0.

Argl8 o

Arg19 Ao

Arg20 1D

Arg21 o

Arg22 1D

Arg23 G

Arg24 51 .. D

111/031't 517 NF.. G . 594

Dennmark 517 NF.. G. 594

404 517 NF G . 594

Han90 517 NF G. 594

KDK- 1 517 NF G . 594

98- 002 517 EN. D 594

5BJP 517 NF KN. D 594

Yanaka 517 NF G . 594

Turkey 517 NF G. 594

Greenl 517 NF N. . 594

Amdog 517 NF........... G .. e Do ST 594
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Figura 25 - Alineamiento de la secuencia aminoacith deducida del fragmento de 871 pb
del gen de la hemaglutinina.Las secuencias alineadas corresponden a las capasales
[Onderstepoort, Convac, vacunas comercialmenteibles en la Argentina (Vacl y Vac3)],
cepas Argentinas (Arg 1-24), una cepa de ltalid/(3B), una cepa de Dinamarca, cepas
Alemanas (404 y Han90), cepas Japonesas (KDK-10028-5B y Yanaka), una cepa de
Turquia, una cepa de EEUU [Americandog (Am dog)h# cepa de Groenlandia (Greenl).

Los puntos representan aminoacidos iguales. Sahusstran las diferencias con respecto a la
cepa vacunal Onderstepoort. Los aminoacidos quelsicos para las cepas Argentinas, estan
recuadrados. Los aminoacidos comunes a todas pas salvajes, estan en negrita. Los sitios
potenciales de N glicosilacion (N-X-S/T) estan raalas en gris.

En la Figura 26, se muestran las relaciones filétjesis entre las cepas salvajes de
VDC de Argentina, y las cepas vacunales; juntocgpas salvajes de otras regiones del
mundo para el fragmento de 871 pb (290 aa) deldgda hemaglutinina. Se observan

ademas, los distintos genotipos de VDC presentéssafiferentes regiones del mundo.
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Figura 26: Andlisis filogenético de las secuenciasninoacidicas deducidas (290 aa) de los
fragmentos de 871 pb del gen de la H de VDC de ceplacales e internacionalesArg 1-24:
cepas Argentinas. Las longitudes de las ramas rbel, dndican las distancias filogenéticas
calculadas a partir de las matrices de distancias.

Las cepas Argentinas se encuentran dentro de la dmrlas cepas salvajes, alejadas

genéticamente de las cepas vacunales.

3.6.2. Andlisis de las secuencias del fragmento d&73pb

Los fragmentos de 347 pb de la H obtenidos, fuelomados y secuenciados para las 2
cepas locales: M 40 Arg 4 (“Kalua”), y M7 (“Marga”)

Las secuencias de aminoacidos deducidas fueroeadis y los resultados obtenidos
para este fragmento, reflejan los resultados otbbsnpara el fragmento mas grande de
871 pb (290 aa). Es decir, se observo un alto ptagede identidad entre las 2 cepas
locales secuenciadas (99%) y un 91-92% de identidadespecto a la cepa vacunal de
referencia Onderstepoort.

Ademas, en esta region del genoma, las cepasactenales muestran un porcentaje de

identidad similar con respecto a la cepa Onderstépo

3.6.3. Andlisis de las secuencias del fragmento d&41pb

El andlisis de las secuencias del fragmento de {@i4(nucleétidos 13 al 187)
amplificado en 3 cepas Argentinas, reveld6 un may@do de identidad a nivel
aminoacidico, de las cepas locales con respeds eelpas extranjeras, lo cual indica,
un mayor grado de conservacion en esta regionase{Tabla 7).

Las cepas Argentinas cuyas secuencias se analihaecon: M74 (“Marcos”™) y M7
(“Marga”) (en las cuales, el fragmento mas grande8@l pb no se habia podido
amplificar) y M40Arg 4 (“Kalua”) en la cualhabia sido posible la amplificacion del
fragmento de 871 pb.

En la Tabla 7, se muestran los porcentajes deittdehpara este fragmento, entre las

cepas Argentinas, las cepas salvajes internacegdéecepa vacunal Ond.
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ATH1TUSA | ChinaTN | Dandog | Greenl | Han90Ger | Gerd0d | It 11103 | Kdk1JP | 98-002 JP | MarcosM74 | KaluaM40 | MargaM7 | Ond
91.4 89.7 93.1 89.7 93.1 &9.7 93.1 &7.9 87.9 93.1 93.1 93.1 89.7 Turkey
94.8 96.6 94.8 96.6 931 96.6 9341 93.1 96.6 96.6 96.6 91.4 | ATHITUSA
94.8 96.6 94.3 93.1 94.83 98.3 94.3 94.8 94.8 94.8 93.1 | ChinaTH
94.8 100 96.6 100 9341 934 100 100 100 91.4 | Danishdog
94.5 91.4 94.5 94.8 94.5 94.8 94.8 94.8 931 Greenl
96.6 100 93.1 93.1 100 100 100 91.4 | Han90Ger
96.6 91.4 89.7 96.6 96.6 96.6 87.9 Gerdid
931 93.1 100 100 100 914 11103
93.1 93.1 93.1 93.1 931 Kdk1 JP
93.1 93.1 93.1 91.4 | 95-002 JP
100 100 91.4 [ MarcosM74
100 91.4 | KaluaM40
91.4 | MargaM7

Tabla 7 - Porcentajes de identidad de 3 cepas localesr(dda M74, “Kalua” M40 y “Marga”

M7) en el fragmento de 174 pb (58 aa), con respetds cepas aisladas en otros paises (A7517
USA, China TN, Danish dog, Greenland, Han 90, Gxt, 4t 111/03, KDK-1, 98-002) y con
respecto a la cepa vacunal de referencia Ondewstepo

3.6.4. Andlisis de las secuencias del gen completold hemaglutinina
El alineamiento de las secuencias obtenidas, jcmidas secuencias de los genes de la

hemaglutinina de cepas de VDC de otras regionesdato, se muestra en la Figura
27.
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* 20 * 40 * 60 * 80 * 1
Cnd : NLPYQDKVCAFYKENARANSTKLSLVTECHCCRRPPYLLFVLLI LLVCI LALLAI TCVRFHQVSTSNVEFSRLLKEDVEKSEAVHHGVI DVLTPLFKI | CCEI GLR 106
Convac D .S LA .E.. V, S. . 106
BrunoN107 106
Paol aM90 106
111/03BIt 106
Cani shdog 106
404Cer : 106
5804Han90C : 106
Taiw 106
98-002JP 106
Kdk1JP 106
Chi naTN 106
Tur key 106
Andog 106
Creenl 106
* 120 * 140 * 160 * 180 * 200 *
Cnd 212
Convac 212
BrunoN107 212
Paol aM30 212
111/ 03Bl t 212
Cani shdog 212
404Cer : 212
5804Han90C : 212
Tai w : 212
98-002JP 212
Kdk1JP 212
Chi naTN 212
Tur key 212
Andog 212
Creenl 212
* 240 * 260 * 280 * 300 *
Cnd 318
Convac 318
BrunoN107 318
Paol aM90 318
111/03BIt 318
Cani shdog 318
404Cer 318
5804Han90C : 318
Taiw : 318
98-002JP 318
Kdk1JP 318
Chi naTN 318
Tur key 318
Ardog 318
Creenl 318
20 * 340 * 360 * 380 * 400 * 420
Cnd : TLCI FWATPNDHI EEVI PVAHPSNVKKI HI TNHRGFI KDSI ATWVPALASEKGEECKGELES, CRKTYPNENCASV’EPFCCRQLPSYCRLTLPLDASVDLQLNI S 424
Convac : B} .P.. : 424
BrunoN107 ERNN . AU R 424
Paol aM30 : ... 424
111/ 03Bl t 424
Cani shdog 424
404Cer : 424
5804Han90C : L 424
Taiw : .S 424
98-002JP .S 424
Kdk1JP .S 424
Chi naTN .S... 424
Tur key e 424
Andog ..S.. 424
Creenl .S.. 424
* 440 * 460 * 480 * 500 * 520 *
Cnd : FTYGPVI LNGDGVCYYESPLLNSGWLTI PPKDGT! SGLI NKAGRGDGFTVLPHVLTFAPRESSCNEYLPI CTSGI RDRDVLI ESNI VWLPTGSI RYVI ATYDI SRS 530
Convac e N..L | L F : 530
BrunoM107 : .....................D .. ... NUVLLUM LS G N. K. A .. 530
PaolaMd0 @ V...................SD....... . N Lo S VKT 530
111/03BIt @ ... SISDeL NV Sl MK.LLToL. 530
Canishdog : ................GSSD.........N.VL......S.......lo.ooooo ol MK.LLTo 530
404Cer SNVL S MKLLT 530
5804Han90C : CRNCUVLL LS MKLUTo 530
Taiw @ ... P E N VLL S Tl MK.LLToL 530
98-002JP : .................N..D.ooooo NG LS T MK.LToL 530
Kdk1JP ... SDecc NV S T MK.LLToL 530
Chi naTN L. SNVL S T MKLLTo 530
Tur key : . SD... N VL S G VKT 530
Andog T Y P MKLUToL 530
Creenl e e s VKT 530
540 * 560 * 580 * 600

Cnd 604

Convac 607

BrunoN107 607

Paol aM30 607

111/03BIt 607

Cani shdog 607

404Cer : 607

5804Han90C : 607

Tai w : 607

98-002JP 607

Kdk1JP 607

Chi naTN 604

Tur key 607

Andog 607

Creenl 607
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Figura 27 - Alineamiento de las secuencias aminodadas deducidas del gen completo de la
hemaglutinina obtenidas de 2 cepas localekas secuencias alineadas corresponden a las
cepas vacunales [Onderstepoort, Convac], cepasn#mgs Bruno M107, Paola M90, una
cepa de ltalia (111/03B), una cepa de Dinamargaasé\lemanas (404 y Han90), una cepa
Taiwanesa, cepas Japonesas (98-002, KDK-1), una depTurquia, una cepa de EEUU
[Americandog (Am dog)] y una cepa de Groenlandiegeéal).

Los puntos representan aminoacidos iguales. Sahusstran las diferencias con respecto a la
cepa vacunal Onderstepoort. Los sitios potencasdd glicosilacion (N-X-S/T) estan marcados
en gris y las cisteinas conservadas estan mareadasde.
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Figura 28 - Analisis filogenético de las secuenciamminoacidicas deducidas del gen
completo de la H de VDC de cepas locales e intermaicales

Paola M 90 y Bruno M107: cepas Argentinas. Lasitodgs de las ramas del &rbol, indican las
distancias filogenéticas calculadas a partir denasices de distancias.

En la Figura 28, se observan las relaciones filétieas entre las cepas aisladas en otros
paises, las cepas vacunales y las 2 cepas loaayesgen de la hemaglutinina se
amplific6 completo.

Los resultados obtenidos para el largo complet@edelde la hemaglutinina, confirman
resultados previos obtenidos para el fragmento7dep®, es decir, las cepas vacunales,
se encuentran alejadas genéticamente de las capages tanto Argentinas, como

Asiaticas y Europeas.

3.6.5. Localizacion de sitios potenciales de glictzgiion en cepas locales de VDC

Como ocurre con las cepas estudiadas en Japaeggas salvajes de VDC presentes en
Argentina, también mostraron sitios potencialeglifmsilacion adicionales en el gen
de la hemaglutinina, que no estan presentes eepia wacunal Onderstepoort (Figura
29).

Cepa Onderstepoort I I % %
i - | | | | 11 [N
Cepas genotipo KDK-1 1 I { 11 1
Cepas genotipo 98-002 I ]l % = I I E I
Cepas del resto del mundo —| | ! . H
1 | 1 Il I
C . | | | L1 L]
epas Argentinas | ] I 11 1
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Figura 29 — Sitios potenciales de glicosilacion die secuencia del gen de la Hemaglutinina de
cepas de VDCLa cepa vacunal Onderstepoort, las cepas de refaréaqgonesas KDK-1 y 98-002
y cepas del resto del mundo se muestran en lafjgato con las cepas Argentinas.

3.7. Intento de aislamiento de una cepa de VDC locah células B95a

Para intentar el aislamiento en cultivo de céldiasepas locales de VDC, se infectaron
células de la linea celular B95a con PBMC provdeiemle animales infectados con
VDC (previamente diagnosticados por RT-PCR comatigos). Se analizé por RT-

PCR la presencia del VDC por amplificacion del fnegto del gen de la NP tanto en el

sobrenadante (S), como en el pellet celular (Pasleélulas B95a.

Sasha Bruno Neg
= F 8 P 3 F

4 5 al7 gllo 10'h1 12PM
-y 3

Figura 30 - RT-PCR del fragmento de 287 pb del gede la nucleoproteina (NP) de VDC
en PBMC y en células B95acalle 1: control negativo, calle 2: control positi¢qvacuna
comercial); calles 3-5: células mononucleares dgrsaperiferica (PBMC) de: M 104 “Sasha”,
M107 “Bruno”, M 106 “Kraschof”; calle 6: M 109 “Brunilda”, cl 7: B95a “Sasha” (S), calle
8: B95a M 104 “Sasha” (P), calle 9: B95a M 1®Btruno” (S), calle 10: B95aBruno” (P),
calle 11: B95a control negativo sin infectar (f)ljec12: B95a control negativo sin infectar (P),
calle 13: marcador de peso molecular.

Como se observa en la Figura 30 (Calles 9 y 1®ptevo amplificacion del fragmento
de 287 pb del gen de la NP tanto en el sobrenadante en el pellet celular del tercer
pasaje de la cepa M 107 Arg 24 (“Bruno”).

Luego, se realizé un pasaje mas en células B9Rjpd3 y con éste, se infectaron

células Vero.
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B9s Yero
I 11 1

_ + S.'ri “Sa” “Bm!! sllri “Sa” “Bru!! “I{I"as”
1 2 3 4 5 6 T 8 9 PM

Figura 31 - Deteccion por RT-PCR del fragmento de&” pb del gen de la NP de VDC en
células B95a y en células Vero infectadas con dieates cepas de VDCCalle 1: control
negativo, calle 2: control positivo (vacuna comacicalles 3-5 células B95a: sin infectar
(Control neg), infectadas con cepa “Sasha”, inftata con cepa M107 Bftuno”
respectivamente. calles 6-9: células Vero: sinctafie(control negativo), infectadas con cepa
“Sasha”, infectadas con cepa M107 “Bruno”, infeetadon cepa “Kraschof”, respectivamente.
PM: marcador de peso molecular.

En el caso de la M107 Arg24 “Bruno” se detectorkespncia de VDC en células B95a
por RT-PCR, pero no se detecto la presencia de ®DEElulas Vero (Figura 31).
Resultados similares fueron previamente reportadostrando que las células Vero no
permiten la propagacion de aislamientos de campentras que si permiten la
propagacion de cepas vacunales como la Ondersteguomrestan adaptadas al cultivo
celular (Seki et al., 2003).

3.8.  Cultivo de una cepa salvaje de VDC en célulagkbSLAM

Con el objeto de estudiar y observar la presereiafecto citopatico producido por una
cepa Argentina salvaje de VDC en células VeroSLA®procedio a la infeccién de las
mismas con la cepa M107 Arg24 (“Bruna”).

Se sabe que cepas salvajes de VDC de Japdn, ceficemtemente en esta linea
celular.

Se realizaron 3 pasajes, obteniéndose efecto titopén todos ellos. En la Figura 32,
se observa la formacidén de sincicios en célulao$eAM, provocados por la cepa

salvaje Argentina M107 Arg24 ‘Bruno”.
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Figura 32 - Efecto citopatico de una cepa local deDC en células VeroSLAM.Formacion
de sincicios en células VeroSLAM por la replicacifs una cepa salvaje de VDC Argentina
aislada de un animal vacunado (M1&Q24 "Bruno”).

3.9. Ensayo de Inmunoperoxidasa (IPA)

Con el objeto de confirmar la presencia de VDC andultivos infectados y de esta
manera corroborar la identidad del virus que proMadormacion de los sincicios en la

monocapa celular, se realizé un ensayo de IPA nanticuerpo monoclonal anti-NP.

Figura 33 - Ensayo de Inmunoperoxidasa en células e¥oSLAM. Células VeroSLAM
infectadas con una cepa salvaje de VDC (MA6324 "Bruno”).

En la monocapa de células VeroSLAM infectadas,m®mw06 que en los sincicios, se

localizaba la mayor cantidad de NP de VDC.
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3.10. Ensayo de Western blot

Para identificar la presencia de la NP viral endalsivos infectados con la cepa salvaje
de VDC, se realizé un ensayo de Western blot arpdet los lisados celulares de
VeroSLAM infectados tanto con la cepa salvaje, cammla cepa vacunal. Se utilizé el
mismo anticuerpo monoclonal utilizado para el ensigy/ IPA.

12 3 4 5

58 KDa¢——— |=— ___ —_—

Figura 34 - Ensayo de Western blot con un mAb antNP de VDC.Calles 1 y 4: cepa
M107 Arg 24 ‘Bruno”, calles 2 y 5: cepa vacunal, calle 3: control ate@, células sin
infectar.

Como se observa en la Figura 34, se obtuvieronasadel tamafio esperado para la NP
de VDC.

3.11. Analisis de secuencias nucleotidicas del fragmo de 871 pb de la

hemaglutinina de VDC de la cepa Bruno aislada en tdas VeroSLAM

Con el fin de corroborar la presencia de la cepafgade VDC en el cultivo de células
VeroSLAM, se chequed por secuenciacion, el fragmetg 871 pb del gen de la
hemaglutinina para evaluar la presencia del si@aetonocimiento de la enzima de

restriccionNdel (marcador molecular de cepas salvajes).
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Figura 35 - Alineamiento de la secuencia nucleotich del fragmento de 871 pb del gen
de la hemaglutinina de la cepa M107 “Bruno” antes yWespués del pasaje por células

VeroSLAM. Las secuencias alineadas corresponden a la cépgesd107 “Bruno”

(secuencia obtenida directamente de la muestraamigrey y a la misma cepa luego del
pasaje en células. Se marco el sitio de reconogtmie la enzima CATATG

72



RESULTADOS VDC

Como se observa en la Figura 35, luego del pasajeyitivo de células, la cepa M107
Arg24 "Bruno”,conservo el sitio de reconocimiente k& enzima de restriccioddel
(CATATG), lo cual indica que pertenece al fenotipo salvaje

Esta cepa fue titulada en células VeroSLAM obtetode un titulo de: 75
DICT50%/ml.

3.12. Parametros epidemiolégicos y sanitarios de loasos analizados

3.12.1. Localizacion geografica de las muestras ptgas para VDC

A fin de estudiar la distribucion geogréfica de t@so0s, se localizé en un mapa de la
Ciudad de Buenos Aires y alrededores, el numeromdestras que presentaron

amplificacién positiva para el fragmento de 287pha NP viral (Figura 36).
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Figura 36 - Distribucion geografica de las muestragositivas por RT-PCR, para el
fragmento de 287 pb del gen de la NP de VDGe muestra en cada partido, el nimero de
muestras positivas para VDC (en blanco). Los numero negro indican los nombres de los
diferentes partidos del conurbano bonaerense. lvilda Argentinas, 2: ltuzaingo, 3:
Hurlingham, 4: Tres de Febrero, 5: General SaniMaBe obtuvo ademas, una muestra positiva
procedente de Santa Fe, otra de Tucuman y 3 deddes se desconocia el lugar de origen.

De la Figura 36 se desprende que la mayor cantidathsos de VDC provinieron del

conurbano bonaerense.

3.12.2. Distribucion temporal de las muestras analas

Se estudio la distribucion temporal de las muesinatizadas.

120 +
100 +

80 -

0 Negativos

60 - N
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Numero de muestras

20 -
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Figura 37 - Distribucion temporal de las muestras @malizadas.Se muestra el numero de
muestras analizadas en cada afio.

Los datos presentados en la Figura 37 muestradequa total de 123 muestras
analizadas, 97 muestras fueron analizadas durbai® 003, 2 muestras durante el
afno 2004, 7 muestras durante el afio 2005, 6 maesiral afio 2006, 8 muestras en el
afo 2007 y 3 en el afio 2008.
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3.12.3. Relacion entre el estado de vacunacion ydggnostico de VDC por RT-
PCR

Como se menciond anteriormente, se recibieron fzanan un total de 123 muestras,
81 de las cuales (66 %) provinieron de animalesinvados, 29 (24%) provinieron de
animales sin vacunar y 13 (10%) provinieron de afeésicuyo estado de vacunacion se
desconocia.

El ARN de VDC se detect6 en 82 de las 123 mueskeasangre analizadas (67%, CI
95% 52.2-81.1), mientras que en 41 de las mueatrabzadas (33%, Cl 95% 18.9-
47.8), no se detectd ARN de VDC.

Con respecto al estado de vacunacion de los aripwdbe destacar que de un total de
82 animales diagnosticados como positivos para VB animales (70%) estaban
vacunados, 20 animales nunca habian sido vacurfades y de 5 animales (6%), no
se obtuvo informacion respecto del estado de vatbm#Figura 38).

Respecto de los 41 animales negativos, 24 anineskadan vacunados, 9 no estaban

vacunados y de 8 no se conoce el estado de vaéuanaci

60 - 57
50 A

40

m Vacunados
30 + 24 0 No vacunados
20 ND

20

Numero de muestras

10 + 5

Positivos Negativos

Figura 38 - Numero de perros diagnosticados como pitivos ¢ negativos, entre los
animales vacunados y no vacunadofesultado del diagnostico por RT-PCR y estado de
vacunacion. ND: No determinado

Estos resultados, reflejan la presencia de una gmatidad de animales vacunados e

infectados con VDC.
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Al analizar los datos de los 81 animales vacunasl®sibservé que 57 de ellos (70%
95% Cl, 56.4-84.3) resultaron positivos para VDC Rd-PCR y 24 de ellos (30% 95%
Cl, 15.7-43.6) resultaron negativos por RT-PCR MDE&.

Al analizar los datos de los 29 animales no vacosiase observo que 20 de ellos (69%
95% CI, 54.8-83.1) resultaron positivos para VDC R3-PCR y 9 de ellos (31% 95%
Cl, 16.9-45.2) resultaron negativos por RT-PCR pépeC. En la Tabla 8, se observa

un resumen de los datos.

TOTAL n 123

Yacunados n 81

5in vacunar n 29

Desconocido

123

23

13

PCH »
a2
BT

h2.2- 811

PCH »
57
T
FE.4- 843

PCRH -
20
B

548821

PCH -
H
e
12.9-47.8

PCH -
24
30

15.7 - 436

PCR -
|
5+
16.9- 462

Tabla 8 - Andlisis de la base de datos en donde se obsémparentaje del total, de los
animales vacunados y de los animales no vacunadosegultaron positivos para la deteccién

de VDC.

3.12.4.  Relacién entre la presencia de sintomatol@ggclinica y el diagnéstico de
VDC por RT-PCR
3.12.4.1.

En animales vacunados

Asimismo, se determiné en los animalesunados la relacion entre la sintomatologia

clinica y la deteccién de VDC.
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Figura 39 - Niumero de animales vacunados que resatbn diagnosticados como positivos
0 negativos, entre los que presentaban sintomatoliegcompatible con VDC é noResultado
del diagndstico por RT-PCR, estado de vacunacsintgmatologia.

Los datos de la Figura 39, muestran que de l@n8hales que estabaacunados 53

de ellos presentaba sintomatologia compatible cB€ Wy resultaron diagnosticados

como positivos y 2 de ellos ain siendo positivashabian manifestado signos clinicos
de la enfermedad.

Estos resultados, confirman y extienden estudiegi@s realizados en Alemania (1994-
1995), en los cuales se observaron casos de asimake aun estando vacunados,
presentaban sintomatologia clinica de acuerd@admnesis (Haas et al., 1997).

De los 24 animales vacunados que resultaron negapara VDC, 19 presentaban
sintomatologia, y 2 no.

De los 5 animales vacunados sin informacion aceecka sintomatologia, 2 resultaron

RT-PCR positivos y 3 negativos.

3.12.4.2. En animales no vacunados

También se estudid en animales vacunadosla relacion entre la sintomatologia

clinica y la deteccion de VDC (Figura 40).

77



RESULTADOS VDC

m Con sintomas

0 Sin sintomas

3
2

: B

Positivos Negativos

Numero de Animales NO vacunados
=
o
L

Figura 40- Numero de animales no vacunados que rd&ron diagnosticados como
positivos 6 negativos, entre los que presentabam&matologia 6 no.Resultado del
diagnéstico por RT-PCR, estado de vacunacion gsiatologia.

Del total de 29 animaleso vacunados 20 resultaron positivos, de los cuales 18
presentaban sintomas, no habia ningun animal ghelrera presentado sintomas y de
2 animales no se tenia la informacion respecta dentomatologia.

De los 9 animaleno vacunadosque resultaron negativos, 3 habian presentado
sintomas, 2 no habian presentado sintomas y desd temia la informacion respectiva
(Figura 40).

3.12.4.3. En todos los animales sin diferenciacionldestado de vacunacion

Se estudi6 también la relacion la presencia demiatologia clinica y el diagndstico
por RT-PCR en todos los animales sin diferenciaciéhestado de vacunacion. Del
total de 82 animales, cuyas muestras presentarpfifigacion para la NP de VDC, 72
animales (88%, 95% CI, 80.7-94.9) habian mostradimreatologia compatible con
VDC, 2 animales no habian mostrado sintomas y al@r@ales, no se tenia registro de
la sintomatologia.

De acuerdo a los resultados obtenidos, se obsen& aoncordancia entre la
sintomatologia clinica y el diagnéstico de VDC Rdr-PCR.

Con respecto a los 41 animales negativos, 25 habsesentado sintomatologia, 4 no
tenian sintomas y de 12 no se tenia la informam@8pecto de si habian presentado

sintomas 0 no (Tabla 9).
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TOTAL n 123 123 PCR - PCR -
n az H
= BT ik
35 C1 h2.2- 811 18.9-478
Con
Sintomatologia ar PCR - PCR -
n a7
n Tz 20
= a4 262

95 CI E0.S- 876 124 -38.2

Sin
Sintomatologia L3 PCR » PCR -
nk
n 2 4
4 33 BT
952 CI 19.8-47.8 52.2- 811
Sin datos 20

Tabla 9 - Andlisis de la base de datos en donde se obstrparcentaje del total, de los
animales con sintomas clinicos de VDC y de los al@ssin sintomatologia clinica que
resultaron positivos y negativos para la detecdaiDC.

3.12.5. Distribucion de edades de los animales infados con VDC

Se analiz6 la distribucion de edades de los ansnafectados con VDC (Figura 41).

35 - 33%
30

25 4

15 13.4%

10% 10%
10 1 7.31% 8.53%
5 | . . l
O _
>72

<de3 3a6 7al2 13a 36 37a72 ND

Porcentaje de Perros Positivos

Edad en meses

Figura 41 — Porcentaje de perros VDC positivos en ifgrentes grupos de edades.
Distribucion de edades de los perros con VDC. Nbdeterminado. El 13,4% corresponde a 11
perros, el 33% a 27 perros, el 10% a 8 perros3,8P4 a 15 perros, el 7.31 a 6 perros y el 8.53 a
7 perros.
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En la Figura 41, se observa el porcentaje de aasraisitivos en cada grupo de edades.
Estos resultados, sugieren que el grupo de anintplespresenta mayor riesgo de
infeccidn, tiene entre 3 y 6 meses de edad, caamaid con el momento en el cual los

animales pierden los anticuerpos maternos.

3.12.6. Estado de vacunacion en diferentes grupos edades

Se analizé el estado de vacunacion en los difesegtigpos de edades, de animales

diagnosticados como positivos.

m Vacunados
0 No Vacunados

Numero de perros

menos de 3ab6 7al12 13a36 37a72 masde ND
3 meses meses meses meses meses 72 meses

Figura 42 - Distribucion de edades de animales VDfositivos, vacunados y no vacunados.
Numero de animales positivos, con diferente estiedgacunacion en los diferentes grupos de
edades. ND: no determinado.

De los resultados mostrados en la Figura 42, sgrelede que si bien la mayoria de los
animales de entre 3 y 6 meses de edad estabaradasyise infectaron con VDC.

Por otro lado, no se encontré una asociaciéon ehgexo del animal y el diagndstico de
VDC. De los animales diagnosticados positivos P4, 37 eran hembras, 34 eran

machos y de 11 animales no se conoce el sexo.
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DETECCION DE BTEMPER CANINO EN ZORROS SILVESTRES

Al 1. Deteccion de VDC en una muestra de un zorralgestre

Durante el desarrollo del presente trabajo, seeptésun caso de extremo interés.
Especificamente se trata del caso de un ejempasse (hembra) de zorro de Monte
(Cerdocyon thousffoto) hallado muerto y parcialmente predado eRaljue Nacional

“El Palmar” de Entre Rios.

Foto - Zorro de Monte@erdocyon thous)

Este ejemplar, fue el segundo animal detectadd @argue Nacional, se estimé que
tenia de 2 a 3 afios de edad, y no tenia vacunasinigr ejemplar, fue observado con
sintomas nerviosos: incapacidad para caminar, caagin, anorexia, y heridas en
cadera por probable automutilacion.

De la necropsia, se obtuvo una muestra de cereledug utilizada en la Céatedra de
Enfermedades Infecciosas la FVET (UBA) para el mistjco de VDC por
inmunofluorescencia directa, obteniéndose un r@galpositivo.

Por otro lado, la muestra fue remitida al InstitdéoZoonosis “Luis Pasteur” (Av. Diaz
Vélez 4821, Buenos Aires) para el diagnostico dekswde la Rabia, resultando negativa
a este virus, mediante la técnica de Inmunofluemsa directa.

Debido a la disponibilidad metodoldgica de nuetdlmratorio, se procedié al analisis
de la muestra de cerebro.

Para poder obtener el diagnostico molecular, sejexel ARN de la muestra con
Trizol. Se intentd amplificar el fragmento de 28¥ el gen de la NP, no obteniéndose

resultados favorables.
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Por el contrario, se obtuvieron resultados favesabon la amplificacién del fragmento

de 871 pb del gen de la hemaglutinina.

871 pb

Figura 1 - Deteccion por RT-PCR del fragmento de 87pb del gen de la H de VDC en la
muestra de zorro.Calle 1: muestra zorro tubo 1, calle 2: muestraaztubo 2, calle 3: vacuna
comercial control positivo, calle 4: muestra “MarBM: marcador de peso molecular

El fragmento obtenido, fue digerido con la enzimaektricciorNdel,observandose el
patron de un sélo sitio de corte, como se obtuva [2& cepas de VDC provenientes de

perros.

Al 2. Andlisis de secuencia del fragmento de 871 pb dedrgde la Hemaglutinina de

VDC proveniente del zorro

El fragmento, fue clonado en pGemT y secuenciadeetuencia obtenida (EU624414)
se aline6 con diferentes cepas de VDC. Los resadtaudican que la cepa de VDC
encontrada en la muestra de zorro, tiene un 95-@%lentidad con respecto a cepas
salvajes de VDC proveniente de perros, en la se@eminoacidica deducida de la
region de 871 pb de la hemaglutinina viral.

Por otro lado, la secuencia de la cepa del zoeralined con la secuencia de otra cepa
proveniente de un zorro de ltalia, obteniéndos@3% de identidad.

La cepa de VDC proveniente del zorro, presentalatier de un 88-90% de identidad

con las cepas vacunales, resultado similar al aligrara las cepas de VDC de perros.
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Figura 2: Analisis filogenético de las secuenciasrénoacidicas deducidas (290 aa) de los
fragmentos de 871 pb del gen de la H de VDC de ceplacales e internacionalesArg 1, 2,

3, 23: cepas Argentinas obtenidas de perros; Argiepa de VDC obtenida del zorro. Las
longitudes de las ramas del arbol, indican lasad@as filogenéticas calculadas a partir de las
matrices de distancias.

Al 3. Conclusiones
En un ejemplar de zorro de monte, se diagnosticodo@ un alto grado de identidad en

el fragmento de 871 pb del gen de la hemaglutimespecto del virus Distemper

proveniente de perros.
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VDC DISCUSION

Tal como se describio en la seccidn “Consideraci@@enerales”, a consecuencia de la
crisis econémica del afio 2001, se produjo un aumeansiderable de perros
abandonados y de animales que aun viviendo enogiasds, dejaron de ser vacunados,
debido al elevado costo de las vacunas comercisdmaisponibles. La consecuencia
directa de esta situacion, fue una disminucionadeobertura vacunal poblacional y un
eventual aumento de la circulacion viral. Sumadesta situacion, se evidencié en el
sistema asistencial, una necesidad importante dedog que permitieran diagnosticar
inequivocamente enfermedades virales caninas de Igtalidad y alto impacto
sanitario, tales como el VDC y PVC.

El diagnéstico de VDC, se realiza de rutina, poraedlisis de las manifestaciones
clinicas, y por la observacion de la evolucionatémal. Eventualmente, el veterinario
pide estudios complementarios tales como hemograwiagogia de secreciones
oculares y/6 exdmenes generales de laboratorica panfirmar el diagndstico
presuntivo. El diagndstico especifico de laboratpara VDC, se hace en nuestro pais,
por métodos de inmunofluorescencia (directa 6 @ud#), 6 ELISA.

En el caso de la inmunoflourescencia, se utilizesogados conjuntivales, de las
amigdalas 0 del epitelio respiratorio y si bierteegst es Util para confirmar casos
clinicos de DC, se pueden obtener falsos negativasdo el animal, se encuentra en la
etapa de recuperacion de la enfermedad (Pardo).2B66 otro lado, la deteccion de
altos titulos de anticuerpos (IgM 6 IgG) por ELIBAede deberse tanto a una infeccién
reciente por VDC 0 bien a la vacunacion, por lo goepermite diferenciar animales
vacunados de infectados.

En nuestro pais, no hay laboratorios especializ&o®! diagnostico molecular de
enfermedades caninas por lo que es un area deci@c@omo primer paso del presente
trabajo, se plante6 desarrollar y aplicar herratagerde biologia molecular con el
objetivo de detectar la presencia del ARN de VDC reuestras de perros con
manifestaciones clinicas compatibles con VDC.

La herramienta primaria de “screening” diagnostitibzada, fue la amplificacion por
la técnica de RT-PCR, de un fragmento de 287 mtilkado en la region central del gen
de la NP viral (Frisk et al., 1999). Esta regiéon denoma, se ha descripto en la
literatura, como altamente conservada, otorgandokences a este fragmento una
ventaja importante para el diagndstico, con respactras regiones del genoma.

El primer paso para el desarrollo de la metodoloflie el andlisis de vacunas

comerciales que contenian en su formulacion VDC. a@alizaron 4 vacunas
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comerciales (nacionales e importadas) y en tod®sdsos se detectd el fragmento de
287 pb esperado.

Con la metodologia de extraccion de ARN y la angaldion por RT-PCR de
secuencias de VDC puestas a punto, se comenzaralizar, muestras provenientes de
perros con diagnostico clinico de DC, para imple@rely evaluar el alcance del
diagnéstico molecular de VDC.

Inicialmente, se trabajé a partir de sangre entagulada, suero, sangre con
anticoagulante y plasma. Las muestras de sangmuleaia, resultaron ser las mas
adecuadas para el diagnostico molecular, ya quend@slele ser eficientes para la
deteccion de VDC, es el tipo de muestra que méasdapta a la idiosincrasia de la
practica de los veterinarios clinicos.

Entre los afios 2003 y 2008 se analizaron 123 nasesie animales sospechados de
haber contraido CD. En 82 de ellas (67%), se detagiresencia del fragmento de 287
nt del ARN de VDC, mientras que 41 muestras (33%)dn negativas (Figura 38).

La ausencia de deteccion por RT-PCR del ARN de \W»Cestas muestras, pudo
haberse debido a la presencia de inhibidores enmiasnas, a la presencia de
concentraciones subéptimas de ARN, 0 bien a lanaiesde ARN.

A fin de descartar la presencia de inhibidores)rzdg de las muestras negativas fueron
mezcladas con muestras positivas. En todos losscasologré la amplificacion del
fragmento de 287 nt (resultados no mostrados).

Los fragmentos de 287 pb del gen de la NP de VD@&nutios de 6 cepas de campo
elegidas al azar y de una vacuna comercial, seai@any secuenciaron. En todos los
casos, se obtuvo un 100% de identidad de las ssiesede las cepas nacionales e
internacionales a nivel aminoacidico, confirmanbalte grado de conservacion de este
fragmento gendmico y su alto valor para el diagnéste VDC (Figura 20).

Tanto en Argentina (datos del presente trabajahocen diferentes regiones del mundo
tales como ltalia, Brasil y Polonia, se adopt6 @stsma region del genoma (287 nt),
para diagnéstico por RT-PCR de VDC (Scagliarinalet2003), (Amude et al., 2006),
(Jozwik and Frymus, 2005). Asimismo, la misma ragi@l genoma, obtenida por RT-
PCR de muestras conjuntivales, fue clonada y eageesen bacterias, para la
produccién de un antigeno especifico, apto padeteccion por ELISA, de anticuerpos

anti-VDC en sueros de animales enfermos (Lath&,e&G07).
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De los datos presentados, resulta claro que lacgécke RT-PCR es una herramienta
diagndstica rapida, especifica y sensible paractigtda presencia de secuencias
gendmicas de VDC en muestras de perros con enfadraithica compatible con VDC.
Se investig6 luego la variabilidad genética deckgzas salvajes de VDC detectadas en
los animales objeto de este estudio.

Es bien conocido que los virus con genoma a ARN,le® parasitos moleculares mas
abundantes que infectan humanos, animales y pjagtague explotan todos los
mecanismos bioldgicos conocidos de variacion geatara asegurar su supervivencia.
Las caracteristicas distintivas de la replicaciéria$ virus a ARN, incluyen altas tasas
de mutacién (18/10%) y cortos tiempos replicativos generando “cuasiels” que
pueden ser eventualmente seleccionadas por presnimoldgica, concluyendo con la
aparicion de sub-poblaciones virales portadorasngmrtantes cambios genéticos y
antigénicos (Domingo and Holland, 1997) que pods&mpobremente neutralizadas por
los anticuerpos vacunales.

El VDC posee dos proteinas en la envoltura viralhémaglutinina (H) que es la
glicoproteina responsable de la unién del viruasacElulas hospedadoras y la proteina
F que produce la fusion de las membranas viralytare permitiendo asi la entrada del
complejo ribonucleoproteico del virus al citoplasma

De acuerdo a la bibliografia internacional, lasusecias aminoacidicas de la proteina F
muestran sélo un 4% de variabilidad entre las elifexs cepas de VDC, mientras que la
variabilidad de la proteina H es de aproximadamentel0% (von Messling et al.,
2001).

A fin de estudiar la variabilidad genética de lapas de VDC obtenidas en nuestro pais,
de perros infectados y clinicamente enfermos, akzénuna region de 871 nt del gen de
la hemaglutinina por RFLP y secuenciamiento.

En todas las muestras Argentinas en las cualesisia detectado la NP de VDC, se
procedié a amplificar el fragmento de 871 nt deh gie la H. Este fragmento fue
estudiado asimismo en 5 vacunas comerciales denfknge La amplificacion de este
fragmento fue posible so6lo en 24 (30%) de las 82smmas de campo positivas para
VDC y en las 5 vacunas comerciales analizadas.

Se ignoran al momento las razones de la falta gdifezacion del fragmento de 871 nt
en aquellas muestras en las que se habia detesRidale la NP de VDC. Entre las
razones posibles se pueden considerar: la vadadbiligenética en esta region del

genoma, la longitud del fragmento, y una eventegtadacion del ARN.
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Para confirmar la presencia del ARN del gen de lanHalgunas de las muestras que
habian sido positivas para el gen de la NP, seificdpbtra regién del gen de la H, de
347 nt, comprendida entre la posicion 206 y la @§&5gura 13). Este fragmento se
estudio en 3 muestras, 2 de las cuales habiameghtivas para el fragmento de 871 nt
(M 74, “Marcos” y M 7, “Marga”) y la restante, habresultado positiva para el
fragmento de 871 nt (M 40 Arg 4 -“Kalua”). La anijgacion de este fragmento fue
posible en la muestra que ya habia sido positiva gadragmento de 871 nt M40 (Arg 4
- “Kalua”) y en la muestra M 7, “Marga”.

Los fragmentos obtenidos, fueron clonados y sedaeos, obteniéndose un alto
porcentaje de identidad entre las 2 cepas locais) y de 91-92% con respecto a las
cepas vacunales.

Se estudio luego, un fragmento de 174 nt localiz@domienzo del gen de la H (Figura
14), el que de acuerdo a datos bibliograficos riestads conservado. Efectivamente, el
fragmento pudo amplificarse en las 3 muestras zadds (Arg 4 -“Kalua”, M 74
“Marcos” y M 7 “Marga”) y el analisis de las sece@as de aminoacidos deducidas,
mostré un mayor grado de conservacion entre tatasdpas (100% de identidad entre
las cepas locales) (Tabla 7). Cabe destacar adeprgste fragmento es utilizado para
detectar VDC de rutina por RT-PCR, en muestraset®$® y zorros, particularmente en
Japon e ltalia (Mochizuki et al., 1999), (Martediaal., 2002).

Estos resultados sugieren que el gen de la H astae$ente al menos en algunas de las
muestras que fueron negativas para los fragmem®3 &l nt (y positivas para la NP) y
gue la falta de amplificaciébn se deberia a la bdrisad del gen en la regién de
hibridizacion de los primers utilizados.

El trabajo se continu6 con el analisis por RFLRade24 muestras locales en las que se
detect6 el fragmento de 871 nt del gen de la H.

La digestibn de este fragmento con la enzima déricein Ndel, permite la
diferenciacién entre cepas salvajes y vacunaleshipeto et al., 2001En el trabajo
mencionado, se reportd la presencia de 2 genotisepas salvajes de VDC
circulantes en Japén. El genotipo (H1, KDK-1), modes sitios de reconocimiento para
la enzima a lo largo del fragmento, lo cual resahida generacién de 3 fragmentos de
restriccion (de 366, 294 y 211 pb). El otro germijd2, 98-002), posee sélo un sitio de
reconocimiento para la enzima, generando 2 fragmseté restriccion: uno de 660 y
otro de 211 pb.
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Dado este antecedente, se estudio si las cepagesalrgentinas habian adquirido
durante su evolucion, el sitio de reconocimientdéadenzimaNdel.

Se encontro que las cepas de VDC Argentinas, pgagsanen todos los casos, un solo
sitio de reconocimiento para la enzifdel, asimilandose al genotipo H2 presente en
Japon y confirmando la presencia de genotipos jeahem las muestras clinicas (Figura
22).

Al no poseer las cepas presentes en las vacuna#joele reconocimiento para la
enzimaNdel, se descarta que la detecciébn de VDC por RT-PCRegmonda a la
deteccidén de cepas vacunales y confirma que los detectados por RT-PCR, como
causantes de la enfermedad, son cepas salvaj@d@eixtulantes en nuestro pais. Mas
aun, hay estudios que muestran que después detlaad post-vacunacion no se
detecta por RT-PCR la cepa vacunal (Kim et al.120(hin et al., 1995).

De los 24 fragmentos de 871 pb del gen de la Hnabise de cepas locales en el
presente trabajo, 20 (83%) provenian de perroshgh&n recibido alguna vacunacion,
3 provenian de animales no vacunados y uno, deiambhcuyo estado de vacunacion
se desconocia. De los 20 animales vacunados, 18nhedzibido la ultima vacunacién
hacia un mes 6 mas tiempo, 5 animales habian declhi Ultima vacunacion hacia
menos de un mes (Mac Arg 1, 18 dias; Magui ArgZBbdias; Lier Arg 14, 13 dias;
Mancha Arg 17, 25 dias y Bruno Arg 24, 7 dias).ey2danimales se desconocian los
datos de la dltima vacunacion.

Se ignora si la aparicién del sitio de reconocirttiatte la enzimaNdel en la posicion
660 del fragmento (posicién 1572 del gen completdéadH) en cepas salvajes tanto de
Argentina como del resto del mundo, se correlaciooa algin parametro biolégico
pero se observO que no se traduce en cambios emcleencia aminoacidica. Sin
embargo, provee un marcador molecular que perrifdeedciar a las cepas salvajes de
las cepas vacunales, generando una herramientaodiaga de gran relevancia.

Para continuar el estudio de la variabilidad geaétiel gen H, se clonaron y
secuenciaron los 24 fragmentos (871 pb) obtenidokasl cepas de campo y de las 5
cepas vacunales.

Andlisis filogenéticos realizados con cepas proyeteis de diferentes regiones del
mundo, revelaron que los aislamientos de campemts forman un cluster separado
de las cepas vacunales, sugiriendo la presenciaifdeentes linajes de VDC
distribuidos en el todo el mundo (Ohashi et al98)9
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El analisis filogenético del fragmento de 871 pb gien de la hemaglutinina de las
cepas salvajes de VDC, confirmé la presencia diénaje Argentino con alto grado de
identidad aminoacidico entre las cepas (97.2-99.3Rébla 5). Las cepas locales,
pudieron ser agrupadas en un cluster filogenétiammmente separado de las cepas
vacunales y de otras cepas salvajes de VDC, caractas en otras regiones del mundo
(Figura 26).

Mochizuki et al. (Mochizuki et al., 1999) propuseegas cepas pertenecientes al mismo
clado, comparten mas del 95% de identidad entreaminoacidos en el gen de la
Hemaglutinina, lo cual lleva a pensar que la cepg 23 podria pertenecer a otro
genotipo por permanecer alejada filogenéticameatetichs cepas locales (Arg 13, Arg
16 y Arg 19, 94.5% de identidad).

Las cepas locales, mostraron so6lo un 87.2—89.3Mettidad con respecto a la cepa de
vacunal de referencia Onderstepoort, y un poroemajidentidad similar con respecto a
las vacunas utilizadas actualmente en la Argerfifiae 1- 4 y vacuna “Recombitek”)
(Tabla 5).

Los resultados obtenidos en esta investigacionrooauf y extienden resultados previos
obtenidos en otras regiones del mundo, que mostrnana clara diferenciacion entre
cepas salvajes y vacunales (Bolt et al., 1997 xtduki et al., 1997).

El hecho de haber establecido que las cepas salyajgo las vacunales son las
responsables de la enfermedad, permite garantidas aeterinarios y criadores la
seguridad de las vacunas y su utilizacion comaahgenta preventiva descartando una
eventual reversion a la virulencia de las cepaanaes.

De las 24 muestras en las cuales se pudo detectaalizar el fragmento de 871 pb,
s6lo en 2 de ellas pudo amplificarse el gen corametla hemaglutinina.

El analisis de las secuencias del gen completo,trtnda presencia de cambios
importantes con respecto a las cepas vacunalegasamismas posiciones que en las
cepas de VDC salvajes de todo el mundo.

Aminoécidos tales como la prolina y la cisteinag gon importantes para determinar la
estructura secundaria de las proteinas, se enanaitamente conservados en el gen de
la H de VDC (Haas et al., 1997). Sin embargo, ¢ah@ en el caso de las cepas salvajes
internacionales, en las cepas Argentinas, se eraconttambién, sitios potenciales de
glicosilacion adicionales que no estdn presenteslaercepa vacunal prototipo

Onderstepoort. Si bien, no se conoce el rol qugguen la respuesta inmune la
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aparicion de estos sitios, podrian eventualmentéribair, a la falta de neutralizacion
cruzada entre las cepas.

En nuestro pais, las cepas vacunales, son indigtleg de las cepas presentes en las
vacunas del resto del mundo, es decir estan fodaslacon cepas “viejas”
(desarrolladas en los afios 50s). Cabe destacarptpwrlado, que el proceso de
atenuacion de cepas de campo para la actualizdeidGmcunas, es de larga duracién,
tedioso y poco practico.

Si bien, las vacunas actualmente utilizadas hdst@omento, han probado en general
ser efectivas en el control de la enfermedad, #&i@pn de nuevas variantes en perros
vacunados de la Republica Argentina y otras regialet mundo, sugiere la necesidad
de la actualizacion de las cepas vacunales, tastgue se encuentran en las vacunas
atenuadas como en la vacuna recombinante. Ressiltkdeste trabajo, mostraron que
existe un 98.6% de identidad entre la secuencialadeepa vacunal ancestral
Onderstepoort y la secuencia presente en la vdRaocambitek, en el fragmento de 871
pb del gen de la hemaglutinina (Tabla 5).

En este sentido, el presente trabajo de tesidad@sn bases para la futura actualizacion
de las vacunas, al disponer de la secuencia detayapleto de la Hemaglutinina de dos
cepas salvajes locales de VDC (una del afio 20G8aydel afio 2003) para su clonado
en vectores tales como “Canarypox” el cual ya fileado en la generacion de vacunas
recombinantes 6 bien como herramienta para el mdélsade vacunas genéticas (a
ADN) (Griot et al., 2004), y recombinantes a sudades.

El aislamiento de cepas locales en cultivo de asgJuho pudo ser realizada en el
presente trabajo, de manera sistematica, ya quensote se disponia en la gran
mayoria de los casos de la sangre coagulada danlosles. Dado que el objetivo
inicial del trabajo fue desarrollar y evaluar ehghdéstico molecular de VDC, se
solicitaba a los veterinarios que tomaran una maelst sangre coagulada.

Con el transcurso del tiempo, surgio la idea ydeesidad de aislar el virus en cultivo
de células, y se solicitd a los veterinarios queai@n ademas de la muestra de sangre
coagulada, otra muestra de sangre con anticoagutard representa el material de
partida para la purificacion de PBMC. Las muestitenidas de esta manera, fueron
s6lo 10, con lo cual no se conté con el materiacaddo para realizar diferentes
aislamientos. Sin embargo, se logré aislar una cgpaajes de VDC en células en
cultivo. Estudios moleculares realizados con esfgaduego de tres pasajes in vitro,

demostraron que la misma es representativa de dlagon salvaje estudiada en el
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presente trabajo, y que es un excelente materied patudios inmunologicos y
biolégicos y un valioso stock de material genéfiema el desarrollo de vacunas de
nueva generacion.

Los titulos obtenidos en cultivo para el aislamoentitado, fueron bajos
(aproximadamente fODICT50%/ml) pero se realizaron pruebas prelimisade
purificacion y concentracibn en gradientes de smear(20 a 60%) obteniéndose
resultados favorables.

La replicaciébn de la cepa salvaje en las célulasoMeAM, se detectd por la
visualizacion de efecto citopatico (formacién dargtes sincicios) y con un ensayo de
inmunoperoxidasa realizado con un anticuerpo mamnmatianti NP de VDC. Asimismo,
se realizd un ensayo de western blot con matexalperado de las células infectadas.
Finalmente, se corroboro la presencia de la cdpajsan las células VeroSLAM, con
la secuenciacién del fragmento de 871 pb del gda He observandose la presencia del

sitio de reconocimiento de le enzilNdelindicador de la presencia de la cepa salvaje.

A fin de establecer, eventuales correlaciones éogrearametros epidemiol6gicos y los
diagnésticos moleculares determinados en estgdradgsolicitd a los veterinarios que
adjuntaran datos clinicos relacionados con los epaes, cuyas muestras fueron
enviadas a nuestro laboratorio.

Con esta informacion, se configuré una base desdgtie permitié elaborar algunas
conclusiones relacionadas con la epidemiologiald€.V

Con respecto a la distribucién geogréfica de le®ganalizados, (Figura 36), la mayor
cantidad de casos de VDC se detectaron en el camurBonaerense, sugiriendo un
mejor estado de proteccion vacunal de los aninddeta Capital con respecto a los
animales del conurbano, en donde los recursos etoo$ son por lo general, menores.
Con respecto a la distribucién temporal, la maytidad de muestras, fue recibida
durante el afio 2003. A fines de ese afio, la tegimldesarrollada en el presente trabajo
para la deteccién molecular de VDC, fue transfeada empresa (Kam Biotec S.R.L.).
La misma, se estableci6 en la Ciudad de Buenos Apaera ofrecer servicios de analisis
moleculares y diagnéstico de enfermedades genéficaslquiridas, a veterinarios,
propietarios y criadores de animales domésticospd@sello, que a partir de ese
momento, la mayoria de las muestras, fueron deassada empresa.

Los datos obtenidos en el presente trabajo, asignammayor prevalencia del VDC en

animales de entre 3 y 6 meses (Figura 41). Es lpogile esto se deba a un “gap”
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inmundlogico generado por la pérdida de la inmuhidaaterna y/é6 a la falta de
cobertura vacunal apropiada (Pardo, 2006).

Los resultados obtenidos confirman y extiendendsssuprevios (Jozwik and Frymus
(2002) en los cuales se observé en una poblacidbmaairrbana de Polonia, que la
prevalencia de DC, era mas alta entre los 3 y @sn@s edad.

Como no hay disefiado un esquema de vacunacion wpda superar la brecha de
proteccion que existe entre la inmunidad materrsivpay la inmunidad activa, deben
aplicarse medidas profilacticas que incluyan dbaaigento de los perros jovenes de la
poblacién general, hasta que se haya alcanzaddvel de proteccion adecuado
inducido por la vacuna (Blixenkrone-Moller et d1993).

La proteccion de los anticuerpos maternos, se @ieroximadamente a las 12
semanas, es por esto que en Argentina, las recatiends para las vacunaciones son
las siguientes:

El plan inicial para cachorros es de 3 dosis: ilm@ra dosis se aplica a los dos meses de
edad (8 semanas), aunque los anticuerpos matereoSearan con el desarrollo de una
buena respuesta. La segunda dosis se debe agiarés de 3 6 4 semanas y la tercera
dosis a las 15-16 semanas de vida. Se sugieresrzefiianuales de por vida.

Este plan difiere del aplicado por ejemplo en EEW@adnada 6 Europa, en donde se
estan cambiando los protocolos de vacunacién elotala revacunacion anual,
sugiriendo que se puede revacunar hasta con itdsrgia 3 afios. Esto se debe a que el
nivel de cobertura de las mascotas en esos pasesayor y por lo tanto el riesgo de
infeccion es menor.

En cuanto a la relacion entre el estado de vaconacel diagnostico de VDC por RT-
PCR, debe aclararse que la mayoria de las muestalizadas en este trabajo,
provinieron de perros cuyos duefios habian efecttexdamos respecto de las vacunas
utilizadas. Es por eso, que la mayoria de los desn@0%) en los cuales se detectd
VDC por RT-PCR, se encontraban vacunados (Tabld@pbstante, el desarrollo de la
infeccibn en animales vacunados es preocupante sgltaela necesidad de la
actualizacion de las vacunas.

De acuerdo a lo observado en la Tabla 9, se est@blma concordancia entre la
presencia de sintomatologia clinica y la detecd®DC por RT-PCR. Sin embargo,
hubo 19 animales vacunados que habian mostradorsitdlogia compatible con VDC,

en cuyas muestras no se detecto la presencia depgbDRT-PCR. Si bien no podemos
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descartar que se trate de falsos negativos, tammoetde descartarse la posibilidad de
gue los sintomas se hayan debido a alguna otrbog&to

Por otro lado, se encontraron 2 animales sin siatolmgia clinica, con diagndstico
molecular positivo para VDC, cuyas muestras fuemmviadas al laboratorio
preventivamente por estar en contacto con anin@iegamente enfermos. De esta
manera, se detectd infeccién sin enfermedad (pmetadhsintomaticos).

Del andlisis de este trabajo, podemos concluirlgsieénfecciones presentadas por los
animales, se debieron a la presencia de cepagesaldéderentes genéticamente de las
cepas vacunales. Las cepas de calle, pudieron deabgenerado por presion
inmunoldgica selectiva de la vacuncién 6 bien, eradi haber sido introducidas por el
comercio ilegal de animales, problema conocidovalmundial, que puede modificar
la epidemiologia de VDC introduciendo cepas nuewas areas virgenes 0

contribuyendo a la emergencia de nuevas cepas @:(Martella et al., 2007).

Apartado I: “Deteccion de Distemper Canino en Zorre Silvestres”

Los aislamientos de VDC tienen implicancias epidgdgjicas importantes tanto para la
poblacion canina como para la poblacién de aninmsilesstres, ya que la interaccion
entre estas dos poblaciones de huéspedes es tegupnede generar la aparicion de
nuevas variantes del virus.

Durante, el afio 2006 se percibié una aparente digidin de la poblaciéon de zorros de
monte Cerdocyon thoysen el Parque Nacional “El Palmar”, Provincia ddr& Rios,
coincidentemente con varios avistajes de ejemplenessintomas neurolégicos vy el
hallazgo de 6 individuos muertos. En el 2007 sealétun zorro de monte con sintomas
nerviosos (paresia, auto mutilaciéon, signos de iceasbn) y otro animal muerto. El
individuo con sintomas nerviosos fue eutanasiadambos fueron sometidos a
necropsias.

El analisis molecular realizado en nuestro laboiat® partir de una muestra de cerebro
de zorro, confirmd la presencia de VDC con un albocentaje de identidad en las
secuencias deducidas de aminoacidos del fragmen®/d pb del gen de la H, con
respecto a las cepas de VDC recuperadas de pé&sorismo, se detectdé en este
fragmento, el sitio de reconocimiento de la enziMdel que contribuye a la

determinacion de la presencia de una cepa de VR@js&n la muestra de zorro.

93



VDC DISCUSION

En el Parque Nacional “El Palmar” los zorros de teoniven en simpatria con otras
especies silvestres carnivoras como el zorro ggisajopex gymnocerclsel lobo de
rio (Lontra longicaudi¥, el oso lavadorRrocyon cancrivorusy huron menorGalictis
cuja), por lo que se asume gue existen riesgos potesdaleontagio a estas especies.
Los esfuerzos en Argentina para implementar egiestesanitarias preventivas en
unidades de conservacion son escasos Y los riekgdsansmision de enfermedades
entre poblaciones silvestres y animales doméssiensina realidad tangible. Desde este
enfoque, la integracién de las ciencias de la saudas politicas actuales de
conservacion, sera clave para promover medidasagasi preventivas con particular
atencion a las areas protegidas.

Este trabajo, constituye el primer reporte de D@anivoros silvestres de Argentina.
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1.1. Historia del PVC

Las primeras evidencias sobre la existencia detkxiés viral de los caninos, datan de
1977. Sin embargo, el verdadero interés por larevddad surgié en 1978 cuando en los
Estados Unidos se empez0 a identificar el sindr@ar@cterizado por vémito y diarrea
hemorragica severa, el cual tuvo una apariciontaUloausando un fuerte impacto
economico en criaderos de perros, debido a lasaddesv tasas de morbilidad y
mortalidad (Appel et al., 1979). Las primeras itigggiones sugerian la asociacion de
particulas similares a Parvovirus en la materialfde los animales enfermos, y lesiones
intestinales muy parecidas a las que se produceasars de panleucopenia felina.
Durante los 2 afios que siguieron a la aparicioneste sindrome, se realizaron
numerosas investigaciones que demostraron queeeteagausal era un parvovirus y
gue la enfermedad se habia diseminado practicaneentedos los Estados Unidos
(Robinson et al.,, 1979b), (Robinson et al., 1980Bhco tiempo después, se
identificaron brotes de enteritis parvoviral enrpsren Canada, Australia y algunos
paises de Europa (Robinson et al., 1980b), (Buayrdt al., 1979). Una serie de
estudios realizados en los Estados Unidos, empbleangestras de sueros de perros
recolectados en afios anteriores a 1978, indicat@ en ninguno de los casos
examinados habia anticuerpos contra Parvovirusr(iChael et al., 1980), (Meunier et
al., 1981). Asimismo en estudios retrospectivohbeaon sueros de perros que fueron
recolectados antes de 1978 en Japoén, AustraliseydNrelandia, los resultados fueron
similares (Jones et al., 1982). Un grupo de ingadires realizé estudios similares en
Bélgica, en los que encontraron 3 sueros positidegjn total de 56 sueros obtenidos
entre junio de 1976 y junio de 1977.

En México, Carmichael realiz6 un estudio en 1978ekwgual encontré anticuerpos
contra parvovirus canino (PVC) en sueros de unantlde perros Beagle, y unos
meses despueés, a principios de 1979, logro ehaistao de parvovirus a partir de heces
de Beagles de la misma colonia. En dicha colonia seo habian observado
manifestaciones clinicas de enteritis parvoviral.

Simultaneamente, se identificé otro sindrome ermaaios, caracterizado por muerte
subita, asociada con miocarditis no supurativa Ransburg et al., 1979), (Carpenter et
al., 1980). Poco tiempo después, se confirm6 geéndfome era causado por el mismo

parvovirus responsable del sindrome gastroentérian. anterior ha propiciado
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numerosas especulaciones que sugieren que estessiproducto de una mutacién que
se produjo en el Virus de la Panleucopenia FelWRF], 6 bien en el virus de la
enteritis viral del visén (VEV). Sin embargo, estasrias no han podido confirmarse
por lo que persiste el interrogante respecto dgenrde este agente etioldgico. En la
Figura 1 se observa un esquema de la posible édnldel PVC. Otra hipotesis, es que
el PVC emergio de una vacuna de VPF después depagacion en cultivo de tejidos

y que inicialmente, se disemind con estas vacuirayén, 1999).

Antepasado de PVC

Rango de huésped? PVC tipo 2 H
~1978- ~1981 |

mediados 1970° S ®7 355 Giy-Ala

305 Tyr-Asp
VPF B0 Lys-Arg 103 Val-Be PVC tipo 2a
<1900 - prESEI’ltEF'J Asn-Asp 584 Asn-Ser 1978 - Presenm
VEV 323 Asn-Asp 568 Ala-Gly
1840 426 Asn-Asp
-presente it
PVM
PVC tipo 2b
~1584 - presente

Figura 1 - Esquema del origen y evolucion de PVCEI PVC emergié de un virus similar al
VPF aparentemente de un carnivoro salvaje comdaaedr el zorro. Del virus ancestral, los
linajes de PVC se desarrollaron en el tipo orig”C-2 siendo el predominante hasta el fin de
los afios 1970s. Este tipo fue rapidamente reengazar los tipos nuevos PVC-2a y PVC-2b
que tienen un rango de huésped extendido y secaepimbos, en perros y en gatos. (VPF:
virus de la panleucopenia felina; VEV: virus deelateritis del visén, PVM: parvovirus del
mapache; PVC: parvovirus canino) (Truyen, 1999).

1.2. Agente etioldgico

El agente causal de la gastroenteritis viral deckisinos es miembro de la familia

Parvoviridae(Figura 2).
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Familia Parvosiridas
S ubamilia D = SubEmiliaD o
G énero Parvodrus Género Demmonirur
*HCPV)*

Ganers Enzhroviiis Ganem Terauine
(B1EV)

Genero Deperdondris Genero Comravirne
(ALY

Figura 2 - Esquema de la familia Parvoviridae.Se muestran los diferentes Géneros de la
Familia

Los parvovirus se han aislado a partir de numerbséspedes vertebrados tales como
bovinos, porcinos, perros, conejos, gansos, Vispigasos.

Los parvovirus, tienen entre 18-26 nm de diamedrogtria icosahédrica (Figura 3), no
poseen envoltura y su genoma esta compuesto por Wi¥sdl monocatenario de
aproximadamente 5 Kb. Esta hebra de ADN posee se@sepalindrémicas (de 100 a
300 nucledtidos de longitud) que forman estructul@sorquillas (Figura 4) que son

importantes para el inicio de la replicacion.

Figura 3 - Estructura del PVC. A: Estructura de un icosahedro. B: cristalograiarayos X
del PVC (Hueffer and Parrish, 2003). C: Estructleda superficie del PVC. La superficie de
la capside, consiste en regiones de depresiondesd@drul), regiones de protusiones triples
(celeste) y estructuras cilindricas quintuplesofrojlLa figura se realiz6 con el PyMOL
Molecular Graphics System, basado en el analisii& dsstructura con una resolucion de 2.9
(Paloheimo, 2007).
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Figura 4 — Estructura del ADN de PVC Se observa la formacion de la estructura de
horquilla. (http://servet.uab.es/avillaverde/Caatddfigs/3-9.htm, 2000)

El genoma de PVC, codifica 4 proteinas diferenté3.1 y VP-2 que son proteinas
estructurales, y NS-1 y NS-2 que son proteinas staucurales. VP-1 y VP-2 son
traducidas por splicing alternativo. NS-1 y NS-21 gwoductos del mismo gen, pero
estas proteinas son leidas en diferentes mardestdea.

Ademas, PVC contiene otra proteina (VP-3, de 63 )K&ualas capsides, la cual se
forma por el clivaje proteolitico post-traducciortdd un péptido N terminal de VP-2
(Cotmore, 1987). VP-2 puede autoensamblarse (Ldpekuriso, et al., 1992), (Saliki,
et al., 1992) pero VP-3 esté presente solo endpsides que contienen ADN (Tsao, et
al., 1991), (Paloheimo, 2007), (Reed et al., 1988kdedor de un 90% de la proteina
de la capside es VP2 (67KDa) y un 10% es VP1 (84kid@ contiene la secuencia
completa de la VP2 mas 143 aminoacidos adicioreded extremo amino terminal.

Las capsides de simetria icosahédrica T=1, estamaftas por 60 moléculas
superpuestas de proteinas de la capside, prin@pédnde VP-2, pero también de VP-1
y VP-3.

Todos los Parvovirus se replican en el nacleo dec@ulas durante ciertas fases del
ciclo de division de las mismas. A diferencia des lgirus adeno-asociados,
pertenecientes también a la familia Parvoviridas,rhiembros del género Parvovirus,
se conocen como virus autbnomos, porque logran lesangsu ciclo de replicacion sin
la ayuda de virus auxiliares, aun cuando dependeaiglinos factores celulares que se
expresan durante ciertas fases del ciclo de lalacéhfectada (Rhode, 1973). Los
miembros del género Parvovirus se conocen desdeé 198 bien se los encuentra
frecuentemente asociados con tumores, no se ha@aldimostrar que estos sean
agentes oncogénicos. En realidad, su asociacionlapriumores parece mas bien

obedecer al hecho de que los Parvovirus requietkitas en division para lograr su
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replicaciéon, de manera que los tumores le ofrecendiciones favorables para
multiplicarse. Por esta misma razon, los fetos ® dmimales recién nacidos son

sumamente susceptibles a estos virus.

1.3. Entrada y ruta de infeccion de PVC

La entrada del PVC tiene lugar por endocitosisa dectar la célula huésped, se une al
receptor de transferrina (RTf) en la superficieitzel (Parker et al., 2001). Después de la
union al receptor, el virus es transportado dedé&da célula en vesiculas cubiertas de
clatrina, via una ruta endocitica dependiente dardina. Si bien las capsides de PVC
co-localizan con la transferrina endocitada (Tri@@r and Parrish, 2000), (Hueffer and
Parrish, 2003) todavia no se conoce como el PVilbae del receptor. Después de la
liberacion del receptor de transferrina, PVC atrsai el citoplasma utilizando
microtdbulos del citoesqueleto y se dirige hacianétleo donde tienen lugar la
replicacion del ADN, la expresion génica y el engkandel parvovirus. El ndcleo
provee los factores celulares necesarios parapéfabacion y transcripcion del genoma
y para los procesos post-transcripcionales del mMARN

La capside de PVC es en teoria lo suficientemeatpigfia como para atravesar el
complejo del poro nuclear (CPN) sin necesidad i@ € deforme 6 se desensamble
(Paloheimo, 2007).

Si bien el PVC tiene como genoma ADN simple cadeundliza la maquinaria celular
para su replicacién, su tasa de sustitucion nudieatestd mas cercana a la de los virus
a ARN que a la de los virus de ADN doble cadenag¢isélton et al., 2005).

Se sugiere que la tasa de variacion es de T a10x10* cambios/nt/afio (Buonavoglia
et al., 2001).

El pH bajo en las vesiculas endociticas induce @zsrdonformacionales en la capside
viral, que son esenciales para permitir la entrdelatransporte de PVC al éarea
perinuclear, es también dependiente de una tenuperdisiolégica y de una red
microtubular intacta.

El citoplasma, no permite la libre difusién de noolds de tamafio mayor a 500 KDa
por la presencia de organelas, el citoesqueleto aglth concentracion proteica, es por

ello que el movimiento pasivo de los viriones ¢pdeticulas subvirales es virtualmente
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imposible, implicando que el trafico citoplasmatiodebe ser un proceso activo
(Paloheimo, 2007).

1.4. Aislamiento y evolucion del PVC

En 1970, se logré el primer aislamiento de un Raruse canino cultivando muestras de
hisopos rectales de cuatro perros clinicamentesséBmn et al., 1970). Este fue
denominado con las siglas MVC (Minute Virus of Ge)i Aunque en la actualidad no
se ha determinado con exactitud el papel de estategcomo causa de procesos
patoldgicos, se considera que es un agente apatoggrse sabe que es totalmente
distinto al PVC responsable de los brotes de disterral que surgieron en 1978 en los
Estados Unidos. De manera que en la actualidadcesgtea que existen 2 tipos de
Parvovirus canino, antigénicamente diferentes: dmellos, que no causa enfermedad
entérica pero que causa abortos en perras pref@aesido como MVC 6 parvovirus
canino tipo 1, y otro patogénico, llamado tambi®CRipo 2 (PVC-2).

El parvovirus canino tipo 2, resulta antigénicaraeimdiferenciable del VPF. Existe
también una fuerte relacion antigénica entre el VHPVC y (VEV), que puede ser
demostrada mediante pruebas de seroneutralizaca®hemoaglutinacion e inhibicion
de la hemaglutinacién (Carmichael et al., 1980)a Esrrelacion antigénica propicio el
establecimiento de estrategias de inmunizacioned®$ con vacunas preparadas con
VPF, poco tiempo después que se identificd la exddad, (Chapek et al., 1980).

El VPF tiene mas del 99% de identidad de secuermiael PVC, pero un rango de
huésped diferente, (Parrish et al., 1991) no skéceepn células caninas in vitro y tiene
s6lo una replicaciéon limitada en pernosvivo, sin llegar a establecer una verdadera
infeccion, ni producir enfermedad. Sin embargd?¥C infecta productivamente tanto
lineas celulares caninas como felinas (Palohei®@7 R

En el estudio realizado por Parrish et al, se rdapie durante el afio 1979, una variante
de PVC llamada PVC-2a, se habia diseminado porgbdwndo. (Parrish et al., 1985),
(Parrish et al., 1988).

Esta cepa, difiere de la PVC-2 en que perdié alamem epitope reconocido por un
anticuerpo monoclonal, y en que gané uno nueva P281, la cepa PVC-2a era la méas

frecuentemente aislada de perros domésticos carneedlad clinica en los Estados
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Unidos, Japén, Dinamarca, y Australia y el PVC-2 fdetectado en muy pocas

ocasiones después de ese momento (Parrish €3&8), 1Senda et al., 1988).
La variante del PVC tipo 2b (PVC-2b) aparecio adabut del afio 1984.

La Figura 5, muestra la evolucién del PVC a tral@fos afos, en Estados Unidos.

1978 1979 1980 1981 1982 1983 1984 1985 1986 1987 1988 1989 1990
cpv- |ab,12 |d, 9,10 | ¢, 21,22 | 103,104 48 165, 167
16,17 |18,19,20 | 59, 60, 63
t¥pe 2 , 90, 91
CPV- ° 92,93,97|13,23,24 | 25,26 14,27,29| 15,34, 35 |61,69,70(72,73,74 164, 171 177,130
type 2a 98,105 [43,44,45 30,31,32| 37,38,40
46, 47,100 33
101, 102
CPV- 36,39 108 108, 159, 160 |129, 132| 126, 127,11
type 2b 161, 163, 166 133,173,174
168, 169, 170 180, 182, 183
172 184

Figura 5 - Tipos antigénicos de los aislamientos d&/C colectados desde 1978 hasta 1990
de perros clinicamente enfermos de EEUULa tipificacion se realiz6 con un panel de
anticuerpos monoclonales. Los nimeros en los cdadrandican diferentes aislamientos
(Parrish et al., 1991).

Estas nuevas variantes virales (PVC-2a y PVC-2igripn resultar de una adaptacion
de los nuevos virus a su huésped, pero estas temiamuestran también un rango de
huésped mayor. Si bien PVC-2 no replica en gatoshaa variantes lo hacen
eficientemente (Truyen, 1999).

Por otro lado, PVC-2a y PVC-2b, son liberadas egyames titulos (determinados por
HA) en materia fecal respecto de la cepa origivT 2 (Carmichael, 1994).
Actualmente, la cepa original PVC-2, como se mencianteriormente, no circula mas
en la poblacion canina mientras que las variantés-Pa y PVC-2b estan distribuidas
en todo el mundo (Mochizuki et al., 1993), (de Ydmet al., 1995), (Greenwood et al.,
1996), (Truyen et al., 1996), (Sagazio et al., J9@uonavoglia et al., 2000), (Pereira
et al., 2000).

Luego de la aparicion y rapida diseminacion devigantes PVC-2a y PVC-2b, hubo
poca evidencia respecto de la evolucion antigéselap pocas excepciones, los analisis
de las cepas de PVC aisladas de gatos doméstisalvdjes y de caninos, mostraron
gue hasta el afio 2000 ambos tipos PVC-2a y PVCeflvieron su configuracion

antigénica definida originalmente.
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Sin embargo, a partir del afio 2000, se empez6 ectdeten ltalia, una variante
antigénica de PVC inusual (Buonavoglia et al., 20(Hsta variante, tiene una
sustitucién aminoacidica de un &cido Aspatico (Asp)un acido Glutamico (Glu) en la

posicién 426 (Desario et al., 2005).

El aminoacido 426, esta localizado en el sitio gémico mas importante de PVC
(epitope A), sobre la triple espiga de la capsidemutacion de Asn-426-Asp permite
diferenciar a la cepa PVC-2b de los tipos PVC-2/€Ra, pero también del VPF y del
VEV. Contrariamente, el residuo 555 se encuentrauensitio antigénico menos
importante y el cambio en esta posicion de unailsbha (lle) a Valina (Val) representa
una reversion 6 una retencion de la secuenciaptebtiginal PVC-2 (Buonavoglia et
al., 2001).

La variante PVC-2 Glu426 fue descripta por primaya en ItaligMartella et al., 2004)
y luego detectada en Vietna(iNakamura et al., 2004Espafia (Decaro et al., 2006a),
Reino Unido, Portugal, AlemanigDecaro et al., 2007aEUU (Kapil et al., 2007),
(Hong et al., 2007) y Uruguay (Perez et al., 2007).

La Tabla 1 muestra las variaciones aminoacidicda ¥p2, en las diferentes cepas de
PVC.

Cambios aminoacidicos
ol 97 300 305 37 | 555
Posiciones nucleotidicas 30573080 36753677 36843686 36993701 39003911 4062-4064° 4449 4451°

Cﬂdﬂnes ﬂbservadﬂs ATT (lle) TCT(Ser) GCT(Ala) GAT(Asp) AAT (Asn) AAT (Asn) GTA (Val)
ACT(Thr) GCT(Ala) GGT(Gly) TAT(Tyr) GAT(Asp) GAT (Asp)  ATA (Ile)

GAA (Glu)
CPV-2 CPV-b U.S., 1978 Ile Ser Ala Asp Asn Asn Val
CPV-Norden U.S., 1978 Ile Ser Ala Asp Asp Asn Val
CPV-2a CPV-15 U.5., 1984 Thr Ser Gly Tyr Asp Asn lle
CPV-31 LS., 1983 Thr Ser Gly Tyr Asp Asn lle
CPV-2b CPV-39 U.5., 1984 Thr Ser Gly Tyr Asp Asp Val
CPV-33 U.S., 1990 Thr Ser Gly Tyr Asp Asp Val
CPV-2 Glu-426  136/00 Italy, 2000 ND Ala Gly Tyr Asp Glu Val
36/00 Italy, 2000 ND Ala Gly Tyr Asp Glu Val

Tabla 1 - Variaciones aminoacidicas en la VP2 de los diftas tipos de PVC-2 (Desario et al.,
2005). Se observan los codones y aminoacidos gquobkiaa de una cepa respecto a la otra.
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1.5. Distribucién Europea de PVC

2a(18)
2b (21)
2¢ (1)

2b (16
2c (15)

2a(1)

2a (43)
2b (3)
2C (57)

2 (4) =

Figura 6 - Distribucion geografica actual de las vaantes antigénicas de PVC reportadas
en Europa Muestras fecales positivas para PVC 6 aislam@nicales provenientes de
diferentes paises analizados por métodos molesulass cepas PVC-2, 2a, 2b y 2c estan
indicadas para cada pais con nimeros entre pagirtas muestras fueron colectadas durante
el 2005 al 2006, excepto por muestras de Alemb®8&—2005.

P, Portugal; E, Espafa; UK, United Kingdom (Reinaidd); B, Bélgica; S, Suiza, A,
Alemania; RC, Republica Checa (Decaro et al., 2D07a

1.6. Animales susceptibles

La capacidad del parvovirus canino de causar eefdsch parece estar limitada a la
especie canina. Existen publicaciones que fundamela enfermedad en el perro

doméstico Canis familiaris), coyotes Canis latrany, algunas variedades de zorros
(Cerdocyon thous y Alopex lagopusncluyendo al zorro azul, asi como a ciertas
variedades de lobo€krysocyon bracyurygChapek et al., 1980).

Con respecto a los perros domésticos, se creelgueaa razas como los Rottweilers,

Doberman Pinschers, Labrador Retrievers y Pittealiers pueden ser mas susceptibles
a PVC.

Se ha demostrado que la inoculacion del PVC en gat®s domésticosFélis

domesticug puede dar origen a una infeccion, pero estautdimitante y no genera
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enfermedad. Se produce una ligera replicacion gimdbs 6rganos linfoides y el virus es
eliminado en corto tiempo (Parrish et al., 1984).

Un grupo de investigadores publico un articulo leque sugeria que el PVC era capaz
de producir enfermedad en mapach@socyon lotor) (Nettles et al., 1980). Sin
embargo, otros investigadores, han demostrado lgageate causal de tal enfermedad
no era PVC sino que se trataba de otro parvovirogi@ de los mapaches que posee
variedades antigénicas que producen reaccioneadasizon el PVC y con el VPF.

En lo referente a la capacidad del PVC de produd@rinfeccion en Mustélidos, algunos
trabajos publicados, sefialan que estos no sonildes. La exposicion oral con
materia fecal conteniendo PVC, no produjo una seneersion, ni ocasiono
manifestaciones clinicas en huronbtugtela luro) De igual manera, la exposicion de
los visones Nlustela visoh con PVC, no origind una verdadera infeccion etoses

animales (Parrish et al., 1984).

1.7. Transmisién y patogénesis

La principal via de infeccion es oral. Numerosdsdiss, demuestran que la exposicion
oral de perros susceptibles a materia fecal contzhai 6 bien a filtrados de cultivos de
tejidos conteniendo PVC, da como resultado el auatinico caracteristico (Robinson
et al., 1980b), (O'Sullivan et al., 1984). El cumdtlinico puede reproducirse
experimentalmente, al inocular perros por via osaha nasal, intramuscular,
intravenosa y subcutanea (Robinson et al., 198Bbpel et al., 1979), (Pollock, 1982),
(McAdaragh et al., 1982) (Flores Castro, 1987).

AuUn no se conoce si la infecciéon natural puederocpor vias diferentes a la oral. Se
desconoce también la dosis minima infecciosa.

Los animales infectados eliminan el virus en lasebe habiéndose demostrado que
durante la fase aguda de la enfermedad, se llegla@azar titulos de hasta’Mriones
infecciosos por gramo de materia fecal (Pollocl82)9Es probable que durante la fase
de viremia, el virus sea eliminado también en agwsecreciones.

La eliminacion del virus en las heces de perrosectiaidos ocurre durante
aproximadamente dos semanas, a partir del tercerpdsterior a la infeccion

experimental por via oral. En algunos casos la fieseliminacion puede prolongarse
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hasta por 25 dias después que ha ocurrido la i6fed@ollock, 1982), (Carmichael et
al., 1981), de manera que la amplia diseminaciola @mfermedad parece deberse mas
al hecho que el virus es sumamente resistente tardacambientales, que a la
diseminacion por perros cronicamente infectadosliqélq 1982), (Pollock and
Carmichael, 1979), (Carmichael et al., 1981). Sddmostrado que el PVC mantuvo su
capacidad infectante después de haber permaneoidmuestras de materia fecal
durante 6 meses a temperatura ambiente (Pollo@2)1@demas de la transmision
mediante materia fecal, existen evidencias dermaidn a través de fomites (objetos en
contacto con el animal enfermo 6 portador, que puestar contaminados y transmitir
agentes infecciosos) (Studdert et al., 1983), (Bketiet al., 1980).

El PVC es sumamente resistente a los cambios wukctemperatura y pH, al éter, al
cloroformo y a la accion de los desinfectantes amwsupor lo que las infecciones se
diseminan con facilidad, persistiendo por tiempalgrgado en areas contaminadas. El
PVC es sensible a la accion del formol en conceidinal :30 (Scott, 1980).

El PVC es linfocitotropico, de manera que al enddamrganismo tiende a invadir tejido
linfoide de la region bucofaringea y los gangliogticos mesentéricos.

Posteriormente la infeccion se generaliza a comswia de una fase de viremia
aproximadamente 12 horas después de la infecc®mnEnces cuando el virus esta
presente en practicamente todos los tejidos, ieoldy 6rganos conteniendo células en
rapida division, como la médula 6sea y célulasepitelio intestinal (Pollock, 1982),
(McAdaragh et al., 1982).

Los signos clinicos suelen aparecer poco tiemppu#ssde que se ha iniciado la
eliminacion del virus en las heces y el titulo dgente en materia fecal se va
incrementando durante los 2 6 3 dias siguientegyuéocoincide con los dias en que el
animal presenta el cuadro clinico més evidente.

A partir del octavo dia, la cantidad de virus pnéseen las heces empieza a declinar
desapareciendo a partir de la segunda semanaiposatéa infeccion. Es factible que la
ausencia de virus en materia fecal se deba a qaesptonces ya han aparecido niveles

suficientes de inmunoglobulinas especificas a nintektinal (Rice et al., 1982).

11



PVC INTRODUCCION

1.8. Signos Clinicos

La infeccion por PVC en perros puede dar origeomsafdrmas clinicas diferentes, una
de caracter entérico y una forma cardiaca 6 mioward
La mortalidad es superior en la forma cardiacalaBiorma entérica, algunos animales

llegan a recuperarse, aun sin tratamientos.

1.8.1. Forma entérica

Esta forma clinica puede producirse en perros @égoier edad. Los signos clinicos
mas comunes son: vomitos y diarrea, que en la riaaglerlos casos es de color grisadceo
y frecuentemente hemorragica. Al inicio de la emfdlad hay depresiéon, anorexia y
fiebre; la diarrea se hace aparente durante lag4teras siguientes a la aparicion de
los primeros indicios de enfermedad. El vomito guedurrir simultineamente con la
presentacion de la diarrea; sin embargo, en numeEs0s puede estar ausente.

La diarrea propicia un cuadro de deshidratacioersg\ta cual es mas frecuente en los
casos en que la diarrea es hemorragica (FloresoC&887).

Las células de las vellosidades intestinales, tiem& vida media relativamente corta y
son rapidamente reemplazadas por nuevas célulaiiebte de las células nuevas es
una zona de activa division celular en la baseadevkllosidades llamada cripta de
Lieberkuhn. Es ahi donde el PVC ataca, impidiedsalida de las nuevas células de la
cripta, importantes para la reestructuracion devédiesidades e impidiendo la correcta
absorcion de los nutrientes.

Aquellos animales en los que no hay hemorragiaetianas probabilidad de sobrevivir
gue aquellos en los que se produce el cuadro hégicor independientemente de que
se aplique 6 no algun tipo de terapia. La muemdesestar asociada a estados severos de
deshidratacion (O'Sullivan et al., 1984), (Pollacid Carmichael, 1979) (Flores Castro,
1987).

12
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A f’{fl“j{‘
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Figura 7 - Vellosidades y microvellosidades intestales. A: células normales. B: células
afectadas por PVC (Brooks, 2008 ).

En la Figura 7, se muestra un dibujo de la estracte las vellosidades y
microvellosidades intestinales normales (Figura),/yArellosidades afectadas por PVC.
(Figura 7 B)

Es posible identificar, en perros clinicamente tafées, cierto grado de leucopenia. En
la médula Osea, el virus es responsable de laudegin de las células del sistema
inmune, lo cual produce una disminucién en el contecélulas blancas.

En aquellos animales en los que la leucopenia ssmaécada, es mayor la severidad de

la infeccion.

1.8.2. Forma cardiaca

Esta forma de presentacion de la parvovirosis emgese ha diagnosticado solamente
en cachorros menores de 12 semanas de edad.

La forma cardiaca se produce con una tasa de nmdadasuperior al 50% en camadas
afectadas. Los miembros de la camada que logramedeip, son animales
aparentemente normales, pero al practicar en ellestrocardiogramas, se pueden
identificar indicios de miocarditis, (Robinson &f 4980a), (Robinson et al., 1979a) que
por lo general, ocurre aln en ausencia de signesiteeitis, 6 bien puede manifestarse
de 3 a 6 semanas después de que los animales sechaerado del cuadro entérico
(Carpenter et al., 1980), (Hayes et al., 1979)ngbaus and Studdert, 1982), (Robinson
et al., 1980a)(Flores Castro, 1987)
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Los cachorros muestran postracion y dolor; a lecwdtacion se pueden identificar

arritmias cardiacas, disnea e incluso edema pulmona

Es comun encontrar al cachorro muerto sin que ga henifestado signo alguno de
enfermedad. En ocasiones la muerte se produce pocas después de diagnosticar el
padecimiento, independientemente que se apliqueabgdn tratamiento.

La muerte se produce a consecuencia de fallas@mthuccion de impulsos nerviosos a

nivel de miocardio (Carpenter et al., 1980).

1.9. Patologia

Los ganglios linfaticos mesentéricos se encuenfraouentemente aumentados de
tamafo y edematosos (Nelson et al., 1979).

En la médula ésea se produce necrosis y por caestguse reduce notablemente la
poblacién de células precursoras y células madigde series mieloides y eritroides.

En la forma entérica, se producen alteraciones empacidad de absorcion intestinal,
provocando problemas de indigestion (Nelson et H)79). Las deficiencias de

absorcion del epitelio intestinal, debido a la desacion, propician cambios de

permeabilidad y favorece la aparicion de diarrea.

La deshidratacion, ocasiona un desbalance eldioglique puede ocasionar paro
cardiaco y muerte. Otros factores que podrian éstatucrados como causas de la
muerte, son las endotoxinas de bacterias Gram imagajue al pasar a través de las
mucosas lesionadas pueden causar un shock endotBxicultimo, es probable que se
produzcan septicemias de caracter secundario qugapaen riesgo la vida del animal

(Flores Castro, 1987)
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1.10. Diagnéstico

1.10.1. Diagnastico clinico

Es evidente que las manifestaciones clinicas daféeccion por PVC, por ser tan
variables, no siempre permiten establecer un d&gudconfiable. Por lo general, el
diagndstico clinico es de caracter presuntivo yniteral veterinario iniciar una terapia
de sostén, sin embargo, existen otros proceso$ogaims que podrian presentar un
cuadro clinico parecido al de la enteritis por PyQue hay que tenerlos en cuenta para
el diagnostico diferencial.

Entre los méas importantes se incluyen las infe@squor Coronavius, Virus Distemper
Canino (VDC), hepatitis, gastroenteritis hemorragenteritis parasitarias e infecciones

bacterianas.

1.10.2. Diagndstico diferencial

Una de las infecciones virales que mas se aseniajarderitis por PVC, es la enteritis
causada por Coronavirus; sin embargo, se consilerg@rminos generales que esta
Gltima sigue un curso menos severo gue la infecpdnPVC, siendo menores los
porcentajes de mortalidad.

La infeccién de cachorros con el virus de VDC festemente se asocia a un cuadro
entérico, que se manifiesta con diarreas, sin egpbauele incluir ademas, problemas
respiratorios y/0, nerviosos que permiten la difei@cion de otras formas de enteritis
viral (Appel et al., 1979).

Las enteritis de origen parasitario deben consideran el diagnostico diferencial,
especialmente en cachorros jovenes; la coccidjokispresencia dé&ncylostoma spp.
suelen producir enteritis severas. Otros Nematpoaosian también ocasionar cuadros
parecidos a la enteritis por PVC. En ocasiones dashorros pueden padecer
simultdneamente enteritis por PVC y una parasiiagéstinal. El laboratorio es de gran

utilidad para establecer el diagndstico.
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1.10.3. Diagnostico de laboratorio

Son numerosos los métodos utilizados en los |latmaoatpara establecer el diagndstico

de PVC. A continuacién se hace una breve descrigiidécada uno de ellos:

1.10.3.1. Hemoaglutinacién e inhibicién de la hemohgdinaciéon (HA-IHA)

El PVC es capaz de aglutinar a los glébulos rojescdrdo, de manera que para
determinar la presencia de parvovirus en hecesersgifugan suspensiones de materia
fecal y con el sobrenadante se hacen dilucioneada dilucion se le afiaden eritrocitos
de cerdo; con este procedimiento es posible estbkl titulo hemoaglutinante del
virus de la muestra. Posteriormente, se inhibedatcion, repitiendo la prueba en
presencia de suero anti-PVC. Esta prueba es ddadtidurante la fase activa de
eliminacion del PVC en heces, lo que ocurre durdage2 semanas siguientes a la
infeccion.

La prueba de inhibicion de la hemoaglutinacion puesnplearse también para
identificar la presencia de anticuerpos en el sderperros, utilizando un PVC de titulo
conocido y glébulos rojos de cerdo. El titulo detr® sera la mayor dilucion del mismo
capaz de inhibir la aglutinacién de los eritrocitpsercinos, por parte del PVC
(Carmichael et al., 1980).

Es probable encontrar anticuerpos especificos emspeue han estado en contacto
previo con el virus, ya sea porque fueron vacunadadsl vez porque sufrieron una
infeccion a la cual sobrevivieron; asi, la presermb¢ anticuerpos inhibidores de la
hemoaglutinacion en el suero de un perro no cogstién si un diagndstico definitivo.
Ademas, para esta técnica, son necesarios ersdcédscos y de buena calidad, ya que
el resultado de la misma, se ve afectado por laragitbn del coeficiente de
sedimentacion de los eritrocitos (esto ocurre sicado donante esta enfermo 6

estresado) (Desario et al., 2005).
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1.10.3.2. Neutralizacion

Esta prueba ofrece resultados equivalentes a lebas de HA e IHA, sin embargo, se
requiere una mayor infraestructura para su reafimapuesto que se utilizan cultivos de
tejidos. Por su parte, es una prueba que necemitas\wdias, por lo que no se utiliza

como técnica de rutina (Carmichael et al., 1980).

1.10.3.3. Técnica de Inmunofluorescencia

Este procedimiento se utiliza en muchos laboraopara determinar la posible

presencia de particulas virales en tejidos de dag{&igura 8).

Figura 8 - Antigeno viral de PVC detectado por inmaofluorescencia Se observa el nédulo
linfatico mesentérico, 4 dias después de la infecoro-nasal. (Truyen, 2000)

Esta técnica, también se utiliza para establecekisten anticuerpos especificos en el

suero de un animal sospechoso (Hayes et al., 1979).

1.10.3.4. Aislamiento de Parvovirus

El diagnéstico definitivo de parvovirosis se puddgrar mediante el asilamiento del
virus, utilizando para ello varias lineas celulaggacluso cultivos primarios de células
de diferentes tejidos entre los que se encuenteduatas de rifién de perro (MDCK) y
células de rifion de gato (CRFK). El virus se puadtar a partir de heces de perros

infectados, durante las 2 semanas siguienteselecion.
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El aislamiento de PVC a partir de heces ha sidardespor numerosos autores
(Carmichael et al., 1980), (Appel et al., 1979)mMsmo que el aislamiento a partir de
miocardio (Robinson et al., 1980b), (Hayes etl&79). Este método diagndstico es sin
duda el mas preciso, pero resulta costoso y deljcadr lo que no se emplea

rutinariamente.

1.10.3.5. Microscopia electronica

La observacion de suspensiones de materia fecahtedimicroscopia electronica,
permite identificar las particulas de virus cuafedomismas estan siendo eliminadas en
heces. Con este método es factible diferenciafaciiidad entre PVC, Coronavirus y
Rotavirus.

En la Figura 9, se observan particulas de PVC eteriaafecal por microscopia

electrénica.

Figura 9 - Particulas de PVC en las heces de un perinfectado. Caso de campo. (Foto
micrografia electronica X 30.000) (Truyen, 2000).

1.10.3.6. PCR

Aunque, la vacunacién con vacunas vivas modificadastro de los 14 dias, puede
causar falsos positivos,w{vw.antechdiagnostics.com)la reaccion de PCR se
caracteriza por la alta sensibilidad, especificidadrapidez, y se ha utilizado
ampliamente para detectar PVC en materia fecakff@eet al., 2000), (Costa et al.,
2005),(Decaro et al., 2005c), (Zkul et al), (Senda et1&95).
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1.11. Tratamiento Sintomatico

No existen productos que actiuen especificamenteoetra del PVC, por lo que el
tratamiento se recomienda como medida auxiliar parararrestar los efectos de la
deshidratacion y evitar la aparicién de infecciosesundarias causadas por bacterias.
Tan pronto como se identifica el problema, es ree@sdministrar una terapia a base
de liquidos. La via de administracion mas recomigledas la intravenosa porque la via
oral, suele ser inadecuada ya que el vémito, eapatsliquidos administrados con fines
terapéuticos.

La administracion de antibioticos se recomiendaa parevenir la presentacion de
infecciones secundarias. La ampicilina es el aitit®m de eleccion. Otros tratamientos

incluyen gentamicina 6 cefalosporinas.

1.12. Respuesta inmunoldgica e inmunizacién

1.12.1. Respuesta a la infeccion

En los sueros de la mayoria de los perros, apast@uerpos especificos contra PVC
casi al mismo tiempo que se hacen evidentes lasosiglinicos; los titulos se
incrementan rapidamente durante el curso de lareattad, permaneciendo a niveles
elevados durante aproximadamente 2 afios. Al exgaress susceptibles por via oral y
nasal, Pollock y Carmichael (Pollock and Carmichd&83) observaron que los
maximos niveles de anticuerpos se alcanzaron déodre8 y 6 dias siguientes a la
exposicion. Al tratar los sueros de estos animad@s2-mercaptoetanol, se observo una
considerable reduccién en los titulos de anticuerfmor medio de la prueba de
inhibicion de la hemoaglutinacion) en los sueros fueron colectados entre la tercera 'y
la cuarta semana posterior a la exposicion; estpere fuertemente que en este periodo
predominaron los anticuerpos de la clase IgM; pino ¢éado los sueros colectados
después de la 6ta semana, no sufrieron modificaegmecto al titulo de inhibicién de

la hemoaglutinacion, después del tratamiento c@aneércaptoetanol.
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Se supone que la mayoria de los animales que lagamperarse de una infeccion

guedan inmunes de por vida, pero esto aun no esté&mado.

La mayoria de los perros que tienen titulos bajesadticuerpos séricos, al ser
desafiados experimentalmente, no desarrollan uferneedad clinica; sin embargo,

eliminan activamente el virus patdgeno en las hdest® sugiere que los titulos bajos
confieren proteccion contra la enfermedad, perevian que se continle diseminando
el agente causal, lo que representa serios riesgéareas en donde se congregan

NUMerosos perros, como criaderos y clinicas veteas

1.12.2. Inmunizacion

Existen vacunas efectivas para la prevencion deféccion por PVC-2. Tanto las

vacunas vivas como las inactivadas demostraronr teapacidad de inmunizar

cachorros eficientemente. Las vacunas inactivadis, embargo, so6lo proveen

inmunidad a corto plazo. Si bien los perros pueskdar protegidos por varios meses,
pueden presentar enfermedades subclinicas. Por latto, las vacunas vivas

modificadas han mostrado proteger a los animaleslpmenos 2 6 3 afios (Pratelli et
al., 2001).

1.12.2.1. Vacunas vivas atenuadas de PVC

Las vacunas atenuadas de parvovirus derivan des qegt@genas, que a través de
numerosos pasajes en cultivos celulares, sufriaran considerable reduccion de su

virulencia.

Es comun que la cepa vacunal sea eliminada erelzestde los animales vacunados;
pero esto ocurre por periodos cortos y con titdéogirus muy bajos.

Es posible identificar anticuerpos inhibidores aé&émoaglutinacion 3 6 4 dias después
de aplicar este tipo de vacunas, aun cuando elnoldeeparticulas virales contenidas en
la dosis vacunal resulte bajo.

No se han observado indicios de una posible réressia virulencia en ninguna de las

cepas que se utilizan para elaborar vacunas vorasirees comerciales.
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La eficacia de las vacunas vivas de origen camiam prevenir la infeccion natural del
parvovirus en mas de 6 mil perros estudiados pamichael y sus colaboradores
(Carmichael et al., 1983), fue mayor al 98% en alf#s que eran seronegativos al
momento de la vacunacién; sin embargo, so6lo alc&@26 de efectividad cuando se

vacunaron animales con cierto grado de anticuaer@aternos (titulos de 1:10 a 1:20).

1.12.2.2. Los anticuerpos maternos y su interfererecicon la vacunacion

Durante la ingestion del calostro, los cachorrosidus de perras inmunes contra
parvovirus ingieren cantidades suficientes de aetfwos especificos contra este agente,
de manera que llegan a tener titulos de anticues@asos casi equivalentes a los de la
madre.

Esta inmunidad pasiva tiene una duracion que eatiee 5 y 12 semanas de manera que
los cachorros se tornan susceptibles conformdrestanidad va desapareciendo (Figura
10).

En esta fase, cuando los anticuerpos maternos rsrficientes para prevenir la
infeccion, los cachorros entran en lo que se demarfperiodo critico”, puesto que la
presencia de anticuerpos maternos si bien no maegtra la enfermedad, si, es capaz
de bloguear la inmunizacién activa que se pretérglar mediante la vacunacion. Este
periodo critico puede durar entre 2 y 4 semanaendigndo de los niveles de
anticuerpos maternos existentes en el cachorromagoria de los casos de fallas
vacunales en cachorros, tiene su origen y es coasei@ de la interferencia causada por
los anticuerpos maternos (Pollock and Carmicha@83), (Pollock and Carmichael,
1982).

2560-+_ Anticuerpos maternos
1280
640 -
320+

o Periodo critico

20 \/

10 4

Titulo de Anticuerpos
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Figura 10- "Periodo critico" para la vacunacion corra PVC, debido a la persistencia de
los anticuerpos maternos Titulos inferiores a 1:40 brindan un grado detgroion variable,
pero pueden interferir con la vacunacion.

Esta situacion, crea un conflicto respecto a lalestala que se recomienda vacunar a
los cachorros. No existen datos definitivos; peeo sebe que la duracién de la
inmunidad materna en los cachorros, estd estrecttammgculada con los niveles de
anticuerpos de la madre, de manera que en hemtmasagos titulos, el periodo critico
de los cachorros, ocurre mas temprano. Lo contsgriproduce en casos de cachorros
nacidos de hembras con niveles elevados de arimsier

Un criterio utilizado en términos generales, sugigue en aquellos casos en los que los
cachorros procedan de perras no vacunadas, la inacion debe realizarse entre la 8va
y la décima semana de edad, mientras que los cashprocedentes de hembras

vacunadas deben inmunizarse a partir de la 12avarse

22



MATERIALES Y METODOS PVC




PVC MATERIALES Y METODOS

2.1. Vacunas comerciales y muestras clinicas

Se reconstituyeron en esterilidad, siguiendo iestames de los fabricantes, 3 vacunas
comerciales contra PVC, disponibles en la Argentiaa mismas son: Vanguard® Plus
CPV de Pfizer (Vac 1), Duramune® Max 5 (VDC- Adeimos tipo 2- Parainfluenza-
PVC) de Fort Dodge (Vac 2), y la vacuna séxtuple ldeoratorio Paul (Vac 3),
(Moquillo- Hepatitis- Tos de las perreras- Paraieflza- PVC- Coronavirus) que son
vacunas a virus vivo modificado.

Por otro lado, entre los afos 2002 y 2008 se odtoni43 muestras (hisopados rectales,
0 materia fecal y/6 sangre) de perros domésticassatomatologia compatible con
PVC. Las muestras provinieron de animales de ladd&iude Buenos Aires y
alrededores, y de Mar del Plata, Tandil, Bahia &anRio Negro.

Como en el caso del diagnéstico de VDC, se sol&itds veterinarios, (que eran las
personas que tomaban las muestras y los internedi@ntre los pacientes y nuestro
laboratorio); que remitieran al laboratorio juntoncla muestra, una breve historia
clinica del animal con datos epidemiolégicos. Emiayoria de los casos analizados,
pudo obtenerse informacion relevante acerca deamimales cuyas muestras fueron
analizadas. Con la informacion general y especifieare6 una base de datos.
Ademas, se analizaron 4 muestras gentilmente cegiolaDanilo Bucafusco, Médico
Veterinario del Area de Virologia de la Facultad @eencias Veterinarias de la

Universidad de Buenos Aires.

2.2. Técnicas de Biologia Molecular aplicadas a cepaacunales y muestras

clinicas

2.2.1. Extracciéon de ADN de PVC

Se realizaron pruebas de extraccion de ADN corchkitserciales, y se determin6 que la
mejor relacion costo-beneficio al momento de p@npunto el método diagndstico, fue
la de extraer el ADN con buffer de lisis (50mM THEI pH 8, 100 mM NaCl, 25 mM

Sacarosa, 10 mM EDTA, 1% SDS) y fenol-cloroformeda de la preincubacion de las

muestras a 56 °C durante una hora con proteings@ug/ml).
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Ademas, se definié al hisopado rectal como el ratde partida mas adecuado para la

deteccion de PVC por PCR en animales enfermos.

2.2.2. Detecciéon por PCR de 2 fragmentos del gen l@eVP2 de PVC

Se amplificaron por PCR, fragmentos de 681 y 427cqivespondientes a la region
variable del gen de la VP2 de PVC.

Los oligonucledtidos iniciadores (primers) diferiehes, fueron disefiados por Pereira et
al. (Pereira et al., 200QP2 y Pb) teniendo en cuenta las secuencias dejes PVC-2,
PVC-2ay PVC-2b.

Los primers Pab fueron descriptos en el trabajSatela et al (Senda et al., 1995).

Los primers, Pabs/Pabas y P2s/P2as que reconaceariantes (PVC-2a — PVC-2b) y
la cepa original (PVC-2) respectivamente, fuerodecsonados en posiciones
superpuestas (3025-3045 para Pabs y P2s; 3685g@ra@ad’abas y P2as). La diferencia
en las secuencias nucleotidicas entre los prinests, restringida a una base en el
extremo 3’ de cada primer. Como los productos dB R&Sultan del mismo tamario, los
primers se utilizan en reacciones separadas.

El par de primers Pb/Pbas (4043-4062 y 4449-44¢&gpnoce al tipo PVC-2b
selectivamente. La amplificacién diferencial dgboti PVC-2b se asegura por la
variacion de un unico nucleétido en el extremo &'cdda primer, y estas variaciones
(A—G en el 4062 y de una-GA en 4449) corresponden a cambios aminoacidicos
estratégicos de Asn-426 a Asp y de lle-555 a Val dgtermina la variacién antigénica
del tipo PVC-2a al tipo PVC-2b (Buonavoglia et &Q01), con lo cual la falta de
amplificacién por PCR con el par de primers Pbjeseda presencia de la cepa PVC-2a
en una muestra determinada.

Se realizaron pruebas en donde se optimiz6 la temya de uniéon de los
oligonucledtidos al templado; la cantidad y la dida de los ciclos de
desnaturalizacion y extension y la concentraciOMd€El,.

Las condiciones elegidas fueron las siguientesiremolumen de reaccion de 30 pul; se
agregan 2 pl del ADN a una mezcla conteniendo:nd0lgs de cada primer, 0,2 mM de
dNTPs, 1,5 mM MgGl 1,5 unidades de la Tag DNA Polimerasa, Recombenda

Invitrogen®.
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El ciclado se realiz6 de la siguiente manera: 5utom a 95 °C, luego el proceso de
desnaturalizacion, union de los primers al temphadatension, se realizé 30 veces con
1 minuto a 94 °C, 1 minuto a 60 °C y 1 minuto &C2

Cada muestra clinica, se analiz6 con los 3 juegosligonucledtidos iniciadores (P2,
Pab, Pb) en 3 reacciones separadas, para podaniheiela cepa viral con la que fue
infectado el animal. Como controles se utilizaranunas comercialmente disponibles.
La reaccion de amplificacion con los primers sigtes, detecta la presencia de la cepa
PVC-2:

P2 5GAA GAG TGG TTG TAA ATA ATA 3’ sense y

P2 5’CCT ATA TCA CCA AAG TTA GTA G 3’ antisense,

La reaccion de amplificacion con los primers sigtes detecta la presencia de las cepas
PVC-2ay PVC-2b:

Pab 5’GAA GAG TGG TTG TAA ATA AT 3’ sense y

Pab 5’CCT ATA TAA CCA AAG TTA GTA C 3’ antisense,

La reaccion de amplificacion con los primers sigtes, detecta la presencia de la cepa
PVC-2b:

Pb 5 CTT TAA CCT TCC TGT AAC AG 3’ sense y

Pb 5 CAT AGT TAA ATT GGT TAT CTA C 3’ antisense.

En la Figura 11 se observa el genoma de PVC-2 (@RVY-las secuencias de los

primers P2, Pab y Pb.

5 3
0 3000 4000 5000
1
VP2
3025 3045 3685 .mJ 4043 4062 4449 4470
CPV d GAAGAGTGGTTGTAAATAATA CTACTAACTTTGGTGATATAGG CTTTAACCTTOCTGTAACAA GTAGATAACCAATTTAACTATG
T G___ T A

P2s A Plas GATGATTGAAACCACTATATCC  Pbs G Phas CATCTATTGGTTAAATTGATAC
Pabs T Pabas C A

Figura 11 - Alineamiento nucleotidico de las cepaBVC-2 (CPVd), PVC-2a (CPV15) y
PVC-2b (CPV39) y el genoma de VPFSe muestra el esquema de los primers para digsting
entre los tipos de PVC (Pereira et al., 2000).

25



PVC MATERIALES Y METODOS

Se determiné el limite de sensibilidad de la tégngue fue de 100 particulas virales
para el par de primers P2 y de 150 particulasesrphra los pares de primers Pab y Pb.
Brevemente, se incubaron diluciones virales ddotitonocido con el lavado de un
hisopado proveniente de un animal previamente di&tgrado por PCR, como negativo.
Luego se extrajo y se amplifico el ADN y se deterdnlia dilucién en la cual dejaba de

visualizarse la sefial de amplificacion.

2.2.3. Clonado en pGEM®-T Easy Vector de los fragmentos amplificados por
PCR

La purificacion de los fragmentos de ADN obtenigms la técnica PCR a partir de
geles de agarosa, el clonado de los mismos en pGENE&sy Vector, la preparacion
de ADN plasmidico mediante lisis alcalina y la sawiacion de los fragmentos
amplificados por PCR se realiz6 con la metodolaogiscripta en la seccién “Materiales
y Métodos”2.2.3 -2.2.4 - 2.2.5. y 2.2del CAPITULO | (VDC).

2.2.4. Andlisis de las secuencias del fragmento d&l6pb y de 427 pb de la VP2
de PVC

Los cromatogramas obtenidos, se analizaron y editdras secuencias obtenidas, se
alinearon con el programa ClustalW.

Los nimeros de acceso de las secuencias publidadas cepas Argentinas son:
Fragmento “Pab” Arg3 (FJ349323) y Arg4 (FJ349324).

Las secuencias de los fragmentos “Pb”, son: Ar@.B349305), Arg 5 (FJ349306), Arg
8 (FJ349307), Arg 10 (FJ349308), Argl2 (FJ34930%gl13 (FJ349310), Argld
(FJ349311), Arg 15 (FJ349312), Arg 16 (FJ349313)y A9 (FJ349314), Arg 20
(FJ349315), Arg 21 (FJ349316), Arg 22 (FJ349317)g &3 (FJ349318), Arg 24
(FJ349319), Arg 25 (FJ349320), Arg 26 (FI349328)y 27 (FJ349322).

Por otro lado, también se obtuvieron del Genbasksiguientes secuencias: PVC-2
(M38245), PVC-2a CPV15 (M24003), PVC-2b CPV39 (MZ4B

“Uy-12/06" (EF375479) es una cepa PVC-2c de Urugut§6/00” (AY380577) es
una cepa PVC-2c de Italia y “HNI-4-1" es una ceppohesa PVC-2c (BAD34656).
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2.2.5. Detecciéon por PCR del fragmento de 583 pb dgén de la VP2 de PVC

De acuerdo con (Buonavoglia et al., 2001), se seeémtro par de primers:

555for (f) 5 CAG GAA GAT ATC CAG AAG GA 3 4003-4p2 y

555rev (r) 5 GGT GCT AGT TGA TAT GTA ATA AAC A 34585-4561

para amplificar un fragmento de 583 pb del geradéR?2.

La reaccion de PCR se realizé de la siguiente raaeerun volumen de reacciéon de 50
pl; se agregaron 2 ul del ADN a una mezcla comeloe50 pmoles de cada primer, 0,2
mM de dNTPs, 1,5 mM Mgg] 1,5 unidades de la Taq DNA Polimerasa, Recombgnan
de Invitrogen.

El ciclado se realiz6 de la siguiente manera: 10utos a 94 °C, luego el proceso de
desnaturalizacion, unién de los primers al temphaéatension, se realizo en 40 ciclos
de 30 segundos a 94 °C, 1 minuto a 50 °C y 1 meu@°C.

Los productos de PCR se detectaron por electrooess gel de agarosa 1,5% y se

visualizaron bajo luz UV luego de la tincién coroBwuro de Etidio.

2.2.6. Polimorfismo en la longitud de los fragmentode restriccién (RFLP) del
fragmento de 583 pb

El cambio de Asp a Glu en la posicidn 426 es debidma mutacion en la tercera
posicion del coddn, en el nucledtido 4064 del gemadVP2. Las variantes PVC-2c¢ son
erroneamente reconocidas como PVC-2b por la egisatie PCR (Pereira et al., 2000)
y por los mAbs desarrollados por el Dr. Parrishg@® et al., 2005). Sin embargo, esta
mutacion cred un sitio Unico de reconocimiento daranzima de restriccioMboll
(GAAGA) en esta nueva variante PVC-2c, que perndiggnguirla de las cepas PVC-2a
y PVC-2b.

Con 3 de las muestras que habian sido caractesizemmo PVC-2b por la PCR
convencional, se realiz6 el andlisis de Polimorfisn la longitud de los fragmentos de
restriccion (RFLP), para poder detectar a las mesa@lu426.

El fragmento de 583 pb del gen de la VP2 generaddas primers 555for/555rev fue
digerido con 10 U de la endonucle&giaoll (New England Biolabs Inc., Beverly, MA).
Veinte microlitros del ADN obtenido, se digirieran 37 °C durante 2 horas. Los

resultados se visualizaron utilizando geles deasga?,5%.
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La digestion del fragmento de 583 pb con la enZiimll, en las cepas CPV-2c da

como resultado la formacion de 2 fragmentos, undldey el otro de 73 pb.

2.2.7. Secuenciamiento del fragmento de 583 pb delgde la VP2 de PVC

El fragmento de 583 pb, tiene 40 nt mas rio aryikd6 nt mas, rio abajo del fragmento
obtenido con los primers Pb (427 pb). Ademas d&iimal sitio informativo 426,
otorga la posibilidad de ser secuenciado directéenanpartir del producto de PCR,
resultando en una ventaja econémica y tecnolégioeceble a la hora del diagndéstico,
evitando los costos del clonado. Esto se debe aehjsdio 426, se encuentra en el
nucleétido 58 del fragmento amplificado, alejadd idecio del mismo, en donde se
producen la mayor cantidad de errores en el se@mim@nto.

Entre 20 y 30 ul (de concentracion 50 ng/ul) dedozductos de PCR obtenidos, sin
purificar, fueron enviados a Macrogen Inc paraestusnciacion directa. Esto es posible
gracias a que el Tm de los primers 555 for y 556 utlizados para amplificar y
secuenciar este fragmento, se encuentra entre 30-&8 °C), condicion necesaria para
el servicio de secuenciacion directa a partir delpecto de PCR, de Macrogen Inc.

Este procedimiento se realizd para 2 cepas tipgiisacomo PVC-2a y para 3 cepas del

afio 2008 caracterizadas por la estrategia de R@PRy PVC-2b.

2.2.8. Deteccion por PCR del gen completo de la V@2 PVC

Se amplific6 ademas el gen completo de la VP2 ognslguientes primers en una
vacuna comercial:

VP2/10 5 GTG CAG GAC AAG TAA AA 3 ()

VP2/end 5 TCT AGG TGC TAG TTG ATA TG 3’ (r)

Los primers fueron gentilmente cedidos por el Med Wanilo Bucafusco de la catedra
de Virologia de la FVET-UBA.

La reaccion de PCR se realizé de la siguiente raaeerun volumen de reacciéon de 50
pl, se agregaron 2 pl del ADN a una mezcla comeoie50 pmoles de cada primer, 0,2
mM de dNTPs, 1,5 mM Mg@Jl 1,5 unidades de la Taq DNA Polimerasa, Recombgnan

de Invitrogen®.
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El ciclado se realiz6 de la siguiente manera: 2utom a 94 °C, luego el proceso de
desnaturalizacion, unién de los primers al tempha@atension, se realizaron 30 ciclos
de 30 segundos a 94 °C, 1 minuto a 51 °C y 5 nsrauft2 °C y una extension final de 5
minutos a 72 °C.

Los productos de PCR se detectaron por electraosss geles de agarosa 1 % y se

visualizaron bajo luz UV luego de la tincién coroBwuro de Etidio.

2.3. Células

2.3.1. Cultivo e infeccion de células CRFK

Las células se crecieron en medio minimo Eagle (MEMplementado con 10% de
suero fetal bovino (SFB), glutamina, aminoacidosesenciales, piruvato, bicarbonato
de sodio 0,075%, Hepes 0,01M y antibioticos (éxl.ﬂl de Penicilina, 150 U/l
Estreptomicina).

La metodologia utilizada para el mantenimientoatedélulas fue la siguiente: cuando
la monocapa celular alcanzo6 la confluencia, laglaglfueron desprendidas con tripsina
0,05% en solucion salina de fosfatos (PBS) (137 NaCl; 2,5 mM KCI, 8,5 mM
NaH PQ, pH 7,2) y 0,02 N EDTA.

Una vez tripsinizadas, las células se resuspenmdigmoun pequefio volumen de medio
de crecimiento y se trasvasaron en proporcioned:fea 1:4 del volumen a un
recipiente de igual superficie con medio de creemu nuevo para ser incubadas a
37°C.

Para poder realizar la tipificacion con anticuerpoenoclonales, para la cual es
necesario tener altos titulos de antigeno viralpfeetaron células CRFK (pasaje 206)
en placas de 24 pocillos con 5 de las muestragiyassianalizadas por PCR (Gaya,
Simoén, Sandokan, Leg, Daisy). Las muestras fuercevigmente tratadas con
antibioticos (materia fecal, y lavados en PBS d& Hsopados), y clarificadas por
centrifugacion.

Las infecciones se realizaron en medio con 2% SWBBesuna monocapa preformada en

un 70-80% de confluencia.

29



PVC MATERIALES Y METODOS

2.3.2. Test de Inhibicibn de la Hemoaglutinacién (Il Tipificacibn con

anticuerpos monoclonales (mAbs)

Se intentd la tipificacion de PVC con anticuerposnotlonales (gentilmente cedidos
por el Dr. Colin Parrish del James A. Baker InstifiCollege of Veterinary Medicine de
la Universidad Cornell, Ithaca), con las 5 muestrasidas en células CRFK.

La reaccion consiste en la aglutinacion de globubgss de cerdo por el virus, seguido
por la inhibicion de la hemoaglutinacién con lofedintes anticuerpos monoclonales
gue reaccionan selectivamente con las distintaassceg PVC.

Se necesitan 8 unidades HA de cada antigeno vir@®BS-albumina 0,05% (pH 6,2)
para realizar el test de inhibicién de la hemoaggaion.

Cada anticuerpo monoclonal (2§ fue incubado en pocillos de una placa de 96, con
25 ul del antigeno viral por una hora a temperaturaiem®; luego se agregé una
suspension de 0,5% de glébulos rojos y se incubtata a 4 °C durante 8 horas.

Los anticuerpos monoclonales reaccionan de la esigeiimanera: A2F8, A3B10 y
B6D5: con todas las cepas de PVC; C1D1 reaccionaP&C-2a y PVC-2b y no con
PVC-2; el B4A2 reacciona con las cepas PVC-2 y 4Gt no con la cepa PVC-2b, y
B4EL1 reacciona con la cepa PVC-2 y no reacciondaocepas PVC-2a y PVC-2b.

Los anticuerpos monoclonales que permiten la difgagion entre las cepas son: A4E3
(A2F8), B4A2, C1D1, B4El. En la Tabla 2, se indicas reactividades de los

diferentes anticuerpos monoclonales.

Virus Anticuerpos monoclonales
A4E3 B4A2 C1Dl B4E1
Tipo original 2 + + = +
2a - + - -
2b + — + _
Glu-426 mutante + - + -

(+) Reaccion positiva  (-) Reaccidn negativa

Tabla 2- Reactividad de los Anticuerpos monoclonales frartes diferentes tipos PVC-2 en el
test de inhibicién de la hemoaglutinacion (HI) (Bes et al., 2005).
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3.1. Deteccién por PCR de 2 fragmentos del gen deVd&2 de PVC en vacunas

comerciales de la Argentina

Con el objeto de evaluar la efectividad de la tgrmle PCR para la deteccion de los
fragmentos de 681 y 427 pb del gen de la VP2 de,PéCanalizaron 3 vacunas
comerciales disponibles en la Argentina. En la FiglR2, se muestra el resultado de la

amplificacién de las 3 vacunas comerciales.

Yac 1 Vac 2 YVac 3

B 2 32 4 5 ¢ % 8 ¢ pMm

681 ph

Figura 12 - Deteccion por PCR de fragmentos de 681427 pb del gen de la VP2 de PVC
en vacunas comerciales de la Republica Argentin€alle 1-3: vacuna 1, calle 4-6: vacuna 2,
calle 7-9: vacuna 3. En todos los casos los priméiizados fueron: P2, Pab y Pb
respectivamente. PM: marcador de peso molecular.

El analisis del ADN obtenido de las cepas vacunatesstro amplificacién con los
primers P2 como era esperable (Calles 1, 4 y # fmmbién con los primers Pab
(calles 2, 5, 8) y Pb (calles 3, 6, 9). Este residtfue de alguna manera, inesperado ya
gue la cepa original PVC-2 es la cepa utilizadal&nmayoria de las vacunas
comerciales (Martella et al., 2005), (Spibey et 2008) y los primers Pab y Pb fueron
disefiados para reconocer solamente a las varidi€s-2a/PVC-2b y PVC-2b,
respectivamente.

(Decaro et al., 2006b) realiz6 una observacion lamiy fue atribuida a una
hibridizacion inadecuada (“mismatch”) de los primBab y Pb en las cepas vacunales.
Por eso, con el objetivo de eliminar amplificac®neespecificas, se llevaron a cabo
reacciones a temperaturas mas estrictas. El “misrhede los primers Pab y Pb con las
cepas vacunales, fue eliminado aumentando la tetyparde hibridizacion de los
primers de 60 °C a 63.4 °C (Figura 13 y 14).
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a0 c  B0ECC A21°C A34°C ad41°C  A3°C

F2 Pab P2 Pab P2 Pab P2 Pab P2 Pab P2 Pab
1 2 3 4 5§ 6 7 & 9 10 11 12 PM

-

621 ph S0 gt

Figura 13 - Amplificacion por PCR del ADN obtenidode una vacuna comercial, en un
gradiente de temperaturas.Se utilizaron los pares de primers P2 (calles b, 3, 9, 11) y Pab
(calles 2, 4, 6, 8, 10, 12) a 60 °C, 60.8 °C, 62,163.4 °C, 64.1 °C y 65 °C respectivamente.

60°C  é08°C E21°C 43470 84170 ASTC
: : 9 10 11 12 PM

500 ph

Figura 14 - Amplificacién por PCR del ADN obtenidode una vacuna comercial, (PVC-2) y

de una muestra clinica tipificada como PVC-2b en urgradiente de temperaturas.Se
utilizé el par de primers Pb para la amplificacttinla cepa vacunal (calles 1, 3,5, 7,9, 11) yla
variante PVC-2b (calles 2, 4, 6, 8, 10, 12) a 6068 °C, 62.1 °C, 63.4 °C, 64.1 °C y 65 °C
respectivamente.

En la Figura 13, se observa la eliminacion del tnagch” del set de primers Pab con la
cepa vacunal PVC-2, a 63.4 °C.
En la Figura 14, se observa la eliminacion del “naigth” del set de primers Pb con la
cepa vacunal PVC-2, a 63.4 °C.

3.2.  Determinacion del limite de sensibilidad paraal deteccion de los fragmentos
de 681y 427 pb del gen de la VP2 de PVC

El limite de sensibilidad de la técnica, fue de p@éiculas virales (PV) para el set de

primers P2 y de 150 PV para los sets de primersyRih
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P2 Pab Pb
PM(I 13 4\(5 6 7 8 9\ﬁ0 11 12 13\

681 ph

Figura 15 - Determinacion del limite de sensibilida para la deteccién de los fragmentos de
681y 427 pb del gen de la VP2 de PV®M: marcador de peso molecular. Calles 1-4: 1x10
PV, 1x1G PV, 1x1G PV, 10 PV respectivamente (amplificacion con el ga primers P2),
calles 5-9: 1.5 x10PV, 1.5x18 PV, 1.5x18 PV, 15 PV (amplificacion con el par de primers
Pab), calles 10-13: 1.5 X1BV, 1.5 x16 PV, 1.5x18 PV, 1.5x16 PV (amplificacién con el par
de primers Pb).

3.3.  Andlisis de las secuencias obtenidas con losinpers P2, en vacunas

comerciales

Con el objeto de analizar con mayor profundidad,depas presentes en las vacunas
comerciales, se clonaron y secuenciaron los fragmesbtenidos con el set de primers

P2 en 2 vacunas comerciales.

101

CFV-b (CFV2) RVVVNNMORT AVNGNMALDDITHROIVTFWS LVDAN ANGVW FNPEDWOLI VNIMSELHLVS &0
Vacl RVVVHNMDET AVNGNMALDD THAQI VT PWS LVDAN ARGVH FNPGDWOLI VNIMSELHLV S &0
Vac2 BVVVNNMDET AVNGNMALDD THRAQIWVTPHS LVDAN ARGVW FNPGDWOLI VNIMSELHLVS 60

Bk ke Rk ek kR R Rk Rk kR d Rk Rk R Rk ok kAR Rk R R
CPV-b (CEVZ2) FEQEI FNVVLEIVSE SATOP PTEVYNNDLT ASTMVALDSNNTMPFTPAAMRSETLGEFYPW 120
WVacl FEQCEI FNVVLKIVSE SATOPPFTHVYNNDLT ASTMVALDSNNTMPFTPAAMRSETLGFYPW 120
Vae2 FEQEI FNVVLETVSE SATOP PTEVYNNDLTASIMVALDSNNTMPFTPAAMRSETLGFYPW 120

e T T T T T T T T T T ™™
CPv-b (CPVZ) KFTIPTRRRYYFOWDRTLIPSHIGT SGTPTNIYHGTDPDDVOFYT IENSVEFVHLLRTGDE 180
Vacl KPTIPTPRRYYFOWNDRTLIPSHIGT SGIPFTNIYHGTODPDDVOFYT IENSVPVHLLRTGDE 180
Vaci KFTIFPTEPWRYYFOWDRTLIPSHIGT SCIPTNI YHGTDPDDVOFYTIENSVEVHLLRTGDE 180

B L L R D T R LT TR E R

300 305

CPv-b (CFVZ) FATGI FFFDCKPCRLTHIWQINRALGLPPFLNSLPOSEGRTNFGOI 22 6
Vacl FATGT FFFDCKPCRLTHIWRTNRALGLPPFLNSLPOSEGATNFGBIL 226
Vacz FATGT FFFDCEPCRLTHIWQTHNRALGLPPFLNSLPQSEGRTNFGDI 226

EE S 2 R R S L R S A R R SRS SRR R R e AR SRR E SRS R R

Figura 16 - Alineamiento de las secuencias de aminoacidos dedtlas del fragmento de 681
pb del gen de la VP2 obtenido para 2 vacunas comé@les junto con la cepa de referencia
PVC-2. En las posiciones 101, 300 y 305 se observan lasoacidos correspondientes a la
cepa PVC-2.
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El alineamiento de los fragmentos P2 obtenidos dacknas comerciales (Figura 16),
mostro los aminoacidos esperados para la posid@an(l}, 300 (A) y 305 (D) para la
cepa PVC-2. Estas posiciones, cambian en las vesi&#VC-2a y PVC-2b con respecto
a la cepa PVC-2. Los cambios son I-T (101), A-G0§3@ D-Y (305) (Desario et al.,
2005).

3.4. Andlisis de la secuencia completa del gen de Y82 en una vacuna

comercial

Con el objeto de estudiar la secuencia completagdel de la VP2 en una vacuna
comercial, se amplificé por PCR el gen de la VRZ;lend y secuencio.
Los resultados en la Figura 17 muestran el alineatmide la secuencia obtenida para la

vacuna comercial y la secuencia de la cepa deerefier PVC-2.

CEV-b (CPEVZ) M3DGAVOPDGGOPAVENERA TESGH GSGEEGEGGSGEVEI STCTFNNOTEFEFLENGHWVE 60

Vac 1 M3DGAVOPDGGOPAVENERA TESGH GSGEEGEGESGEVEI STGAFNNOTEFEFLENGHWVE 60
hkkhkkhkkk Rk khh hh Rk h h kR hhkhk kA h hkh Ak ko kR Rk kk Rk kR k&

101

CEPV-b (CEVZ) I TANS SRLVHLNMFPE SENYREVVVHNMDKT AVNGNMALDD T PHSLVDANREWGVW 120

Vac 1 I TANS SELVHLNMFE SENYREVVVHNMDET AVHGNMATLDD T PHSLVDANRWGVW 120
hkkkk ko k hkhhkh kh Ak ko h ko hk h Ak hhh kR ko kh kR hhhhh ko k ok

CEV-b (CEVZ) FNPGDWOLIVNTMSE LHLVSFEQEI FNVVLETVSE SATQP PTEVYNNDL TASTMVALDSN 130

Vac 1 FNPGDWOLIVNTMSE LHLVSFEQEI FNVVLETVSE SATQP PTEVYNNDLTASIMVALDSN 130

RS SRS RS RS S L ETE SRS RS LIRS E LR

CPV-b (CEVZ) NTMPFTERARMRSETLGFYPWKFTIPTPWEY YFOWDETLIF SHTGT SGTPTNIYHGTDEDD 240

Vac 1 NTMPFTEARMRSETLGFYFWKETIFTPHRY YFQRDRTLIPSHTGT SGTETNIYHGIDEDD 240

R LR L RS R L R L PR P R R R R LR LR

297 300

CPV-b (CPV2)  VQFYTIENSVPVHLLRTGDEFATGT FFFDCKPCRLTHTWQTNRALGLPEFLNSLPOEEGE 300
Vac 1 VQFYT IENSVPVHLLRTGDE FATGT FFFDCKPCRLTHTHQTNRALGLPPFLNSLEOBEGHE 300

hkhkhkhkhhhhhhhhdrrddrrddrdrddddhdhhdhhdrrhrdrrrdrrdrdrddddhdhdhh dhhdrd

305

CPV-b (CPV2)  TNFGIGVOQDKRRGVIQMGNTINYI TEATIMREAEVGYSAPYYSFEASTQGPFKTPIAAG 360
Vac 1 TNFGIGVOQDKRRGVTOMGNTINYI TEATI MRPAEVGY SAPYYSFEASTQGPFKTPIAAG 360

RS RSN EEE SRS EE R R RS LR

375

CPV-b (CPV2) RGGROTDENQ PRYAFGROHGOKTTT TGETPERFTY IAHODTGRY PEGDWIQNINF 420
Vac 1 RGGAQTDENQ PRYAFGROHGOKTTT TGETPERFTY IAHQDTGRY PEGDWIQNINF 420

hhkkkhhhddhhdddk s hkddhhd bk dd kA hhhd r kb kb d kA h kA kk ko h ke k

426

CPV-b (CPV2  NLPVTHDNVLLETDPIGGKTGINYTNIFNT YGPLTALNNVPFVYENGQIWDKEFDTDLKF 480
Vac 1 NLPVTHONVLLETDP IGGKT GINYTNIFNT YGPLT ALNNV PFVYPNGQI WDKEFDTDLKF 480

R R R A A AR A AR A AT AETATAT AT I T R T AT IR TET*
CPV-b (CPVZ)  RLHVNAPFVCQNNCFGQLFVHVAFNLINEYDEDASANMSRIVIYSDFWWKGKLVFERKLE 540
Vac 1 RLHVNAFFVCONNCPGOLFVEVAPNLTNEY DFDASANMSR IVI¥SDFWWEGHLVFEKRKLR 540

R LR L RS R L R L PR P R R R R LR LR

555

CPV-b ASHTWNPIQOMSINJJDNQFN YVPSN IGEMK TVYEKSQLAPRKLY 584
Vac 1 ASHTWNPIQOMSINMDNOFN YVESN IGEMKIVFEKSQLAPRKLY 584

kkkhkhkhhhhhhhdhdhhhdhhhhhhhhhhhhdohhhhhhhhhhd
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Figura 17 - Alineamiento de las secuencias de amémidos deducidas del gen completo de
la VP2 obtenido para una vacuna comercial junto cofa cepa de referencia PVC-2En las
posiciones 101, 300 y 305 se observan los aminoscidrrespondientes a la cepa PVC-2.

De la Figura 17 se desprende que la cepa preserite \v@cuna comercial, tiene los

aminoacidos esperados para la cepa PVC-2.

3.5. Deteccion por PCR de los fragmentos de 681 y 4@ del gen de la VP2 de

PVC en hisopados rectales de perros de Argentinastidio de los casos analizados

De un total de 43 muestras analizadas, el ADN d€ R¥ detect6 en 32 de ellas

(74.4%), mientras que 11 muestras (25.6%) fuergatheas.

Las muestras en las cuales no se detectd PVC fuerextraidas una segunda vez y se
repitid la reaccion confirmando el resultado. Cdadinalidad del presente trabajo de

tesis no era definir la etiologia de la enfermegaglsentada por los animales, las
muestras consideradas como negativas, no fueroterposente estudiadas y se

decidio trabajar s6lo con las muestras positivas.

En la Figura 18, se muestran los resultados denfdifecacion por PCR de 3 muestras

de la Republica Argentina.

T acuna Muestra 2 Iluestra 4 Mlvestra 3
comercial (neg (PVC-2h) (PVC-2a)

P2 Fab Pb  F2 Fab Pb P2 Pab Pb P2 Pab Ph
S oA OO ] (] 2 BT

621 ph
427 ph

Figura 18 — Deteccion por PCR de los fragmentos dé81 y 427 pb del gen de la VP2 de
PVC en muestras clinicas de 3 casos de la Republisegentina. calles 1-3: vacuna comercial,
calles 4 - 6: muestra “2", calles 7-9: muestra ‘@lles 10- 12: muestra “3”. En todos los casos,
los primers utilizados fueron P2, Pab y Pb respactente. PM: marcador de peso molecular.

La muestra 2 es negativa; la muestra 4, presenpiifaarcion de PVC con los primers

Pab y Pb sugiriendo la presencia de la cepa PV@-2a muestra 3 presenta
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amplificacién solo con el par de primers Pab, sendo la presencia de la cepa PVC-2a
en la misma (Figura 18).

No se observé amplificacién con el par de prime2s éh ninguno de los 43 casos
analizados (resultados no mostrados). Esto confirmeatiende resultados anteriores
gue indican que en la actualidad, la cepa PVC-Z&ceencuentra circulando en la
poblacion canina, aunque si se encuentra en lamas¢Decaro et al., 2006a, Decaro et
al., 2006b).

3.6. Tipificacién con anticuerpos monoclonales (mABs

Los resultados obtenidos con la técnica de IHAzatildo mAbs para las cepas locales
no fueron concluyentes.

El analisis con mAbs, debe ser aplicado en mueséeales con éptima actividad
hemaglutinante, 6 con aislamientos obtenidos etivosl celulares (Desario et al.,
2005), que en nuestro caso resultd ser muy engomaslo que fue dificil evitar
contaminaciones al infectar las células con ctatfos de materia fecal, sangre 6
lavados de hisopados rectales.

Ademas, se obtuvieron resultados dispares con &uicg inhibicion de la
hemoaglutinaciéon (IHA), respecto de la tipificacipreviamente obtenida por PCR
(Tabla 3).

mAB AZFE A3B10 B&D3 Cl1D1 B4A2 B4E1 Titulo
MMussta HA
Daysi ++ 5 ++ = + = 1:64
Sandokan +t 5 ++ 5 + = 1-128
Leg ++ 5 ++ 5 + ND 1:128

Tabla 3 - Reactividad de los Anticuerpos monoclonalest&enlas diferentes cepas Argentinas.
Test de Inhibicion de la hemoaglutinacién. MuesbDaygsi, Sandokan y Leg.

En la Tabla 3, se observa que las 3 cepas reacgcioda una manera similar (habiendo
sido tipificadas por PCR como PVC-2a (Daysi y Skaad y PVC-2b (Leg).
También, se obtuvo reactividad con los anticuerpasoclonales, con titulos de

hemoaglutinacién inferiores a los necesarios (Tdpla
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mAR A2F8 A3BI10 B6D> C1D1 B4A2 B4E1 Titulo
Musstra HA
Gava ++ + = = + = 5
Leg - - + + + + -
Simon - - - = + = 5
Sandokan + 5 + = + = 1:64

Tabla 4 - Reactividad de los Anticuerpos monoclonalest&enlas diferentes cepas Argentinas.
Test de Inhibicion de la hemoaglutinacién. MuesBaga, Leg, Simén, Sandokan.

Los tipos PVC-2a y PVC-2b, difieren por la faltardactividad con el mAb B4A2, pero

este no es capaz de reconocer la variante PVC-Qtafite Glu426) (Desario et al.,

2005). Ademas, se ha reportado en la literatura muestras conteniendo grandes
cantidades de ADN viral, calculado por real-timeRR®@ieron negativas 6 débilmente
positivas por HA, (Decaro et al., 2005b), (Desati@l., 2005), (Desario et al., 2006c)
asi como se han descrito cepas de PVC que no harioag (Cavalli et al., 2001).

Es por ello que se decidié continuar con la idestiion de PVC por PCR y no por

HA.

3.7. Andlisis por PCR de cepas de PVC presentes errps de la Republica

Argentina

La triple reaccién de PCR que se utilizé en estedjo para diagndstico, tampoco sirve
para distinguir las variantes PVC-2b de las nuevasantes PVC-2c; ya que la
diferencia entre ellas reside en un aminoacidagosicion 426 de la VP2.

Es por esto que se decidi6 efectuar la secuenniad@ los fragmentos de PCR
obtenidos, para tener certeza del niumero de mee$tx&C-2c, que inicialmente
pudieron haberse definido errbneamente como PVQAc2PCR.

Del analisis inicial por PCR, se definio que de3@smuestras positivas, 9 pertenecian
al genotipo PVC-2ay 23 al PVC-2b.
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3.8. Andlisis de las secuencias de los fragmentogefidos con los primers Pb en

muestras de perros de la Republica Argentina

Con el objetivo de analizar las secuencias gen@medas cepas de PVC que circulan
en la Argentina, se procedié al clonado y secuemeiato de la regién de 427 pb del

gen de la VP2 amplificada para 20 muestras coetalesprimers Pb.

En la Figura 19, se observa el alineamiento nuicleot del primer Pb junto con los 20

fragmentos obtenidos en muestras locales con etlesgtrimers Pb, y 3 cepas de
referencia (PVC-2, PVC-2a y PVC-2b).

Fbsenae CITTRACCTTCCI GTARCAG————————————— ————— ————— ———— ————— ————— ——— 20
CEV-BCPVE CITTRACCTTCCT GTRARCRA R TEATRARAT GTATT GCTRAC CARCRGATCCRATT GERAGETAR &0
ig815CFVia CITTAACCTTCCT GTARC AR TEATART GTATT GCTACCARCAGATCCRATT GEAGETAL &0
i33%CPVib CITTRACCTTCCT GTARCAGATGATART GTATT GCTACCARCAGATCCRATT GRAGETAR &0
Fimona003 CITTRACCTTCCT GTRARCAGATGATRART GTATT GCTGC CARCAGATCCRATT GRRAGETAR 60
Vicky2003 CITTRACCTTCCT GTRARCRGATGATRART GTATT GCTRACCARCRGATCCRATT GERGETRAR &0
Flopi2003 CTITAMCHCCIGIAM@MAMGIAHGCIMCMGMCCMGGAEGTM a0
Leg2003 CITTRACCTTCCT GTARCAGATGATRART GTATT GCTACCARCAGATCCRATT GRRAGETAR &0
DRF2005 CITTRACCTTCCTIGTARC ATARTGTATT GCTRCCRRCAGATCCRAATT GRAGGTAR
M284952005 CITTRACCTTCCIGTARC ATRATGTATT GCTRCCARCAGATC CRARTT GEAGETAR
CL22007 CITTRACCTTCCT GTARC ATRATGTATT ACTRCCARCAGATC CARATT GEAGGTAR
CL32007 CITTRACCTTCCTIGTARC ATRARATGTATTACTRCCRARCAGATCCAATT GEAGETAR
YorMDO12007 CITTRACCTTCCT GTRARCRGATGATRART GTATT GCTRACCARCRGATCCRATT GERGETRAR &0
ScotZ0038 CITTRACCTTCCIGTARC ATRATGTATT GCTRCCARCAGATC CRARTT GEAGETAR
DRIBB2008 CITTRACCTTCCTIGTARC ATRRTGTATT GCTRCCRRCAGATCCRATT GEAGGTAR
DRZBB2008 CITTRACCTTCCTIGTARC ATRRTGTATT GCTRCCRRCAGATCCRAATT GRAGGTAR
DR3BB200S CITTRACCTTCCTGTARC ATRATGTATT GCTRCCRRCAGATCCRATT GRAGGTAR
DR4ABB2008 CITTRACCTTCCTGTARC ATRATGTATT ACTRCCRRCAGATCCRATT GEAGGTAR
Totoc2008 CITTRACCTTCCT GTARC ATRATGTATT GCTRCCARCAGATC CAATT GEAGETAR
Tango2008 CITTRACCTTCCTIGTARC ATRRTGTATT GCTRCCRRCAGATCCRAATT GRAGGTAR
EN12008 CITTRACCTTCCTIGTARC ATARTGTATT GCTRCCRRCAGATCCRAATT GRAGGTAR
RN32008 CITTRACCTTCCIGTARC ATRATGTATT GCTRCCARCAGATC CRARTT GEAGETAR
Ar12008 CITTRACCTTCCT GTARC ATRATGTATT GCTRCCARCAGATC CAATT GEAGETAR

Rr22008 CITTRACCTTCCTIGTARC ATRRTGTATT GCTRCCRRCAGATCCRAATT GRAGGTAR

EE L EEEEE RS SRS R

Figura 19 — Alineamiento de las secuencias nucleotidicas de lmgmentos de 427 pb
obtenidos con el par de primers Pb para las cepasrdentinas junto con la secuencia del
primer Pb y 3 cepas de referenciaEn celeste, se muestra la adenina presente arepas
PVC-2 y PVC-2a que evita la unién del primer ya st termina con una G. En amarillo se
muestra el codon GAT que codifica para un Asp (D)as cepas PVC-2b y en rosa, se muestra
el codén GAA que codifica para un Glu (E) en lgsasePVC-2c.

De la Figura 19 se desprende que de las 20 muesiceamente tipificadas como
PVC-2b, sélo 4 pertenecian efectivamente al tip&€f2¥ y 16 pertenecian al tipo PVC-
2c.
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3.9. Amplificaciéon y secuenciamiento de un fragmentde 583 pb del gen de la
VP2

Con el objeto analizar el uso de otra herramientarrativa, que permita la
diferenciacion entre cepas de PVC (Buonavoglid.e@01), se amplificd y secuencio,

un fragmento de 583 pb que se superpone con ehématyp amplificado por los primers

Pb, pero que empieza rio arriba en el gen de la VP2
1 2 3 PI

—» 583 pt

Figura 20 - Deteccién por PCR del fragmento de 588b del gen de la VP2 de PVC en 3
muestras de la Republica Argentina.Calle 1: Ar32008, calle 2. Arlechino2008, calle 3:
Apricot 2008. PM: marcador de peso molecular.

En la Figura 20, se observa la amplificacion dafyfnento de 583 pb de las ultimas 3
muestras recibidas en el afio 2008, previamentiécéigas por PCR (primers Pab/Pb)
como PVC-2b. Los fragmentos obtenidos, se secummcian forma directa, sin la

necesidad del clonado, por encontrarse el sitiormmhtivo 426 alejado del inicio del

fragmento.

CPV-bCPVzZ = FNLEVINOCNVLLEFTDPIGGEIGINYINIFNTYGFLTALNNVEEVYEN 47
i315CFVéa @ =0 ————————————— FNLEVINOCNVLLEFTDPIGGEIGINYINIFNTYGFLTALNNVEEVYEN 47
is3aCFvédk 00— FNLEVIDOCNVLLEFTDPIGGEIGINYINIFNTYGFLTALNNVEEVYEN 47
Simon2003 =00 e FNLEVIDCNVLLFTDPIGGKTGINYINIFNTYGFLTALNNVEEVYEN 47
Wicky20013 0 e FNLEVIDCNVLLFTDPIGGKTGINYINIFNTYGFLTALNNVEEVYEN 47
Flepi2003 == FNLEVIEODNVLLET DPIGEKTGINYTNIFNTYGFLTALNNVEEVYEN 47
Leg2003 0 @ —mmmm——————— FNLEVIDCNVLLFTDPIGGKTGINYINIFNTYGFLTALNNVEEVYEN 47
DAF2005  mememmmmm FNL CNVLLEFTDPIGSKTGINYINIFNTYGFLTALNNVEEVYEN 47
M284952005 20 ———————— FHNL. CNVLLETDPIGGETGINYTHIFNTYGPLTALNNVEEVYEN 47
crL2zoo7 0 FHNL. CNVLLETDPIGGETGINYTHIFNTYGPLTALNNVEEVYEN 47
CL3z007 00000 mmmmem———m——— FNL CNVLLETDPIGGETIGINYINIFNTYGFLTALNNVEEVYEN 47
YorkMDQ12007 0 o——emm—— FNLEVIDONVLLFTDPIGGKIGINYINIFNTYGFLTALNNVEEVYEN 47
Scot20ds 000 o——————— FNL CNVLLETDPIGGETIGINYINIFNTYGFLTALNNVEEVYEN 47
DRI1BB20OS e FNL CNVLLETDPIGEKTGINYINIFNTYGFLTALNNVEEVYEN 47
DRZBBE mememmmmm e FNL CNVLLETDPIGEKTGINYINIFNTYGFLTALNNVEEVYEN 47
ppR3GgB 0 FHNL. CNVLLETDPIGGETGINYTHIFNTYGPLTALNNVEEVYEN 47
ppR4BBE 00000 FHNL. CNVLLETDPIGGETGINYTHIFNTYGPLTALNNVEEVYEN 47
Toto2008 00— FHNL CNVLLETDPIGGEIGINYINIFNTYGPFLTALNNVEEVYEN 47
Tangodlds 0 ——————————- FHNL CNVLLETDPIGGEIGINYINIFNTYGPFLTALNNVEEVYEN 47
BWlz200B@ @000 FHNL CNVLLETDPIGGEIGINYINIFNTYGPFLTALNNVEEVYEN 47
EN32008 0000 mmmmemm————— FNL CHNVLLETDPIGEKTIGINYINIFNTYGFLTALNNVEEVYEN 47
Brlzoog 0000 mmmmemm——m——— FNL CHNVLLETDPIGEKTIGINYINIFNTYGFLTALNNVEEVYEN 47
Rrzzoog 0 mmmmemm——m— FNL CNVLLEFTDPIGSKTGINYINIFNTYGFLTALNNVEEVYEN 47
Rr32003 GRYPEGDWIQNINFNLEVINDNVLLEFT DPIGGKTIGINYINIFNTYGFLTALNNVEEVYFEN &0
ArlechincZ008 GRYPEGDWIQNINFNL. CNVLLFTDPIGEKTGINYINIFNTYGFLTALNNVEEVYEN &0
Apricot 2008 GRISEGDWIQNINFMNL CNVLLETDPIGGETGINYTHIFNTYGPLTALNNVEFVYEN &0
Glud260ruquay ————- DWIQNINFNL: CNVLLETDPIGGETGINYTHIFNTYGPLTALNNVEFVYEN 54
Its56/00 00 —ememm——— FNL CNVLLETDPIGGETIGINYINIFNTYGFLTALNNVEEVYEN 47
JpHNI-4-1 =0 ——emmm——m FNL CNVLLETDPIGGETIGINYINIFNTYGFLTALNNVEEVYEN 47

dedkkk ek nckkdhhdhk ddkdkdk ke kddhkd hhdh kdkdkk kddhkdk ik
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Figura 21 - Alineamiento de las secuencias de amémidos deducidas del fragmento de 427
pb del gen de la VP2 obtenido para 20 cepas Argenss (Simdn, Vicky, Flopi, Leg, DAF,
M28495, CL2, CL3, YorkMDQ1, Scot, DA1BB, DA2BB, DABB, DA4BB, Toto, Tango,
RN1, RN3, Arl, Ar2) junto con 3 cepas de referenci®@VC-2, PVC15 (PVC-2a) y PVC39
(PVC-2b), tres cepas internacionales de PVC-2c (urde Japon, una de Uruguay, una de
Italia) y las secuencias de aminoacidos deducidagldragmento de 583 pb del gen de la
VP2 obtenido para 3 cepas Argentinas (Ar3, Arlechio, Apricot). En celeste, se muestra el
amino&cido Asparragina Asn (N) presente en lascBp&C-2 y PVC-2a. En amarillo se muestra
el aminoacido &cido Aspartico Asp (D) en las cdpd€-2b y en rosa, se muestra el aminoacido
acido Glutamico Glu (E) en las cepas PVC-2c.

En la Figura 21, se muestra el alineamiento dedasencias de aminoacidos deducidas,
de todos los fragmentos obtenidos de las cepamlmiente caracterizadas por PCR
como PVC-2b.

El analisis de las secuencias de los fragment@nmlats con el set de primers Pb, y con
el par de primers 555for y 555 rev, determiné qeletatal de 23 muestras inicialmente
tipificadas como PVC-2b, s6lo 5 eran realmente P¥Cy 18 eran PVC-2c, ya que
tenian una Glu en la posicion 426 de la VP2.

La informacién sanitaria de los animales en cuyesgados se detectdé PVC, estan

resumidos en la Tabla 5, junto a los datos dadaifon.

Muestra Cepa Afio Edad Sexo Raza Vacunacion Signos Clinicos Cepa PVC Proettia
(meses)

Rott Argl 2002 ND ND R ND ND CPV2a ND

Gaya Arg 2 2003 4 H D \Y S CPV2a CABA

Simon Arg 3 2003 6 M R NV S CPV2b Victoria

Bartolo Arg 4 2003 4 M LR \% S CPV2a San Isidro

Vicky Arg5 2003 135 M ND \% S CPV2b San Isidro

Rodrigo  Arg 6 2003 5 M Mest \ S CPV2a Merlo

Mushu Arg7 2003 ND H Mest \Y S CPV2a Merlo

Flopi Arg 8 2003 6 H C \% S CPV2c Villa Martelli

Sandokan Arg 9 2003 5 M Mest NV S CPV2a San Andres

Leg Arg 1C 2003 4 H R \% S CPV2b Caseros

Daisy Arg 11 2003 4 H M \Y S CPV2a CABA

DAF Arg 1z 2005 ND M DA ND ND CPV2c CABA

M28495 Arg 1z 2005 ND ND ND NV ND CPV2c CABA

CcL2 Arg 14 2007 1 M ST \% S CPV2c Bahia Blanca

CL3 Arg 1 2007 ND M FTS \% S CPV2c Bahia Blanca

MDQ1  Arg 1€ 2007 3 M YT \% ND CPV2b Mar del Plata

MDQ2 Arg 17 2007 3 H Can \% ND CPV2a Mar del Plata

Canmuer Arg 1€ 2007 2 M CanM \% S CPV2a Mar del Plata

Scot Arg 1¢ 2008 2 M R Y, S CPV2c Tigre

DAl Arg 2C 2008 2 ND DA \% S CPV2c Bahia Blanca

DA2 Arg 21 2008 2 ND DA \% S CPV2c Bahia Blanca

DA3 Arg 2z 2008 2 ND DA \% S CPV2c Bahia Blanca

DA4 Arg 22 2008 2 ND DA \% S CPV2c Bahia Blanca

Toto Arg 24 2008 5 M Mest \% S CPV2c Tigre

Tango Arg 25 2008 2 H SM \ S CPV2c Tandil

RN1 Arg 2€ 2008 2 M PA \ S CPV2c Rio Negro

RN3 Arg 27 2008 2 M PA \% S CPV2c Rio Negro

Arl Arg 2€ 2008 3 H Can \% S CPV2c Olivos

Ar2 Arg 2¢ 2008 2 M Can \% S CPV2c Olivos

Ar3 Arg 3C 2008 19 M Can \Y S CPV2b Olivos

Arlechino Arg 31 2008 4 M FTS \% S CPV2c Bahia Blanca

Apricot  Arg 32 2008 1 M Can NV S CPV2c Olivos 40
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Tabla 5 - Identificacion de los animales en cuyas muestmsletecté PVC. H: hembra; M:
macho; Mest: Mestizo; LR: Labrador Retriever; PAastdr Aleman; R: Rottweiler; D:
Doberman; DA: Dogo Argentino; SM: Schnauzer MinfatuST: Skye Terrier; YT: Yorkshire
Terrier; FTS: Fox Terrier Smooth; C: Cocker; Camniche; Can M: Caniche Miniatura. V:
vacunado; NV: no vacunado; ND: informacién no dispte. S: Si

3.10. Polimorfismo en la longitud de los fragmentosle restriccion (RFLP) del
fragmento de 583 pb

Los fragmentos amplificados de las muestras Arfexlyi Apricot, fueron digeridos con
la enzimaMboll obteniéndose, como era de esperar por pertenstssaal genotipo
PVC-2c, 2 fragmentos, uno de 510 pb y otro de 7@ mura 22).

1 2 3 PM

100 ph
—*73ph

Figura 22 -Andlisis con la enzima de restriccionMboll de 3 cepas localesCalle 1:
Arlechino2008, calle 2: Apricot2008, calle 3: SiR2603 (PVC-2b).

3.11. Andlisis de las secuencias de los fragmentddemidos con los primers Pab

Con el objeto de analizar otra regién del gen d&/R2 en 2 cepas locales (una
tipificada como PVC-2a y la otra tipificada como ®Xb), se clonaron y secuenciaron
los productos de PCR obtenidos con el par de psifab.

En la Figura 23, se observa el alineamiento dedasencias de aminoacidos deducidas,
obtenidas con el par de primers Pab para 2 cep&/@elocales junto con cepas de

referencia.
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101

CEV-LCEV2 RVVVNNMDETAVNGNMALDDI HAQTVTFWSLVDANAWGVWENPGDWOLIVNTMSELHLVS 60
EVC15CEFVia RVVVNN LDEKTAVNGNMALDDTHAQ TV T FWSLVDANAWGVWENPGDWOLIVNTMSELHLVS 60
PVC39CEVED RVVVNNLDKTAVNGNMALDDTHAQ TV T FWSLVDANAWGVWENPGDWOLIVNTMSELHLVS 60
Arg3CEVib RVVVNNLDKTAVNGNMALDDTHAO TV T FWSLVDANAWGVWENPGDWOLIVNTMSELHLVS &0
ArgiCEFVia RVVVNN LDKTAVNGNMALDDTHAQ TV T FWSLVDANAWGVWENPGDWOLIVNTMSELHLVS 60

D R T T T
CEV-LCEV2 FEQEIFNVVLKIVSESATQPPTEVYNNDLTASIMVALDSNNTHMPF TPARMRSETLGEFYPW 120
PVC15CEVZa FEQEIFNVVLKIVSESATQFPPTEVINNDLTASIMVALDSNNTHMPF TFARMRSETLGEFYFW 120
PVC39CEVED FEQEIFRVVLKIVSESATQPPTEVYINNDLTASIMVALDSNNTHMPF TPARMRSETLGEFYFW 120
Arg3iCEVib FEQEIFNVVLKITVSESATOPPTEVYNNDLTASIMVALDSNNTMPF TPARMRSETLGFYPW 120
ArgiCEVia FEQEIFNVVLKIVSESATQPPTEVYNNDLTASIMVALDSNNTHMPF TPARMRSETLGEFYPW 120

ARk AR AR AR AR AR R Rk R R R R Rk R R R Rk ARk Rk k Rk Rk kh Rk Rk k h ke AN hk
CEV-LCEV2 KPTIPTPWRYY FQWDRTLIPSHIGISGIPINIYHGTDPDDVQFYT IENSVEVHLLETGDE 120
PWVC15CEVZa KPFTIPT PWRYY FOWDRTLIPSHTGTSGTPTN IYHGT DEDDVOFYT IENSVEVHLLETGDE 180
PWVC39CEVZED KPTIFT PWRYY FOWDRTLIPSHTGTSGTPTNIYHGT DPDDVQFYT IENSVEVHLLETGDE 180
Arg3CEVib KFTIFTFWRYY FOWLORTLIFSHIGTSGTFINIYHGT DFDOVOQFYT IENSVEVHLLETGDE 130
ArgiCFVia KPTIFT PWRYY FOWDRTLIPSHTGTSGTPTN IYHGT DEDDVOFYT IENSVEVHLLETGDE 130

T L L R L T T T

297 300 305

CPV-bCEV2 FATGTFFFDCKPCRLTHTWOTNRALGLEFFLNSLPQSEGATNFGDI 226
PVC15CEVZa FATGTFFFDCKPCRLTHTWOTNRALGLEPFFLNSLFOSEGGTNEGEI 226
PVC39CEVED FATGTFFFDCKPCRLTHIWOTNRALGLEFFLNSLPOSEGGTNFGII 226
Arg3CEVib FATGTFFFDCKPCRLTHTWOTNRALGLEPFFLNSLFQNEGGTNFGEII 226
ArgdCEVia FATGTFFFDCKPCRLTHTWOTNRALGLEPEFFLNSLFONEGGTNEGEI 226

HAKREXRAXRXRKXRIERIEAXRAXRAR A TR T R hT A RE *% *dkxdk *

Figura 23 - Alineamiento del fragmento Pab obtenid® para 2 cepas locales, una tipificada
como PVC-2ay la otra como PVC-2b, junto con las pas de referencia, PVC-2 (M38245),
CPV15 (CPV-2a) y CPV39 (CPV-2b)Los fragmentos obtenidos con el set de primers pab
(reconoce cepas PVC-2a y PVC-2b) para 2 cepasbmeéah3 (PVC-2b) y Arg4 (PVC-2a), se
alinearon en la figura.

En la Figura 23, se observa la presencia de unacmat Unica en la posicién 297
Ser—Asn en ambas cepas Argentinas. Las posiciones 3@,y 305 muestran los

aminoacidos esperados para las cepas PVC-2a (g L-2b (Arg3).

3.12. Andlisis del fragmento de 583 pb en cepas P\&a-

Con el fin de corroborar la presencia de la cepadR¥, en las muestras cuya
amplificacion fue positiva con los primers Pab ygaié&va con los primers Pb, se
eligieron al azar 2 muestras y en ellas, se arogliél fragmento de 583 pb para su
secuenciamiento directo a partir del producto dBRPC

Como se observa en la Figura 24, estas cepasi¢antente tipificadas como PVC-2a),

presentan en la posicion 426, una AsparraginatiN¢a de las cepas PVC-2a.
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Sandokanirgd
CanichemuertoArgl8

SandokaniArgd
CanichemuertoArgl8

SandokanArgd
CanichemuertoArgl8

SandokanArgd
CanichemuertoArgl8

426
GRYPEGDWIONINFNLPVIHNDHNVLLPTDPIGGRKTGINYTNIFNTYGPLTALNNVEEVYFPN 60
GRYPEGDWIQNINFNLEVINDNVLLPIDPIGGRKTGINYTNIFNIYGPLTALNNVEEVYFN &0

AR R R R R R R R R A R A R A R A A A A A R A R A AR A A A A A R A R AR AR AR AR A A A R A R R A R AR A R AR AR

GQIWDKEFDTDLEPRLHVNAPFVCONNCPGOLFVEVAPNLTNEYDPDASANMSRIVIYSD 120
GOIWDKEFDTDLEPRLHVNAPFVCONNCPGOLFVEVAPNLTNEYDPDASANMSRIVTYSD 120

o o o o o o e o o i ol ol o o o o o ol o o o o ol ol o ol ol o o o o o o o o ol ol o o o o o e

FWWEGKLVFEAKLRASHTWNPIQOMS INVDNQFNYVPSNIGGMEIVYEKSQLAPEKLYHT 180
FWWEGKLVFFAKLRASHIWNPIQOMS INVDNQFNYVESNIGGMEIVYEKSQOLAPRKLYHT 180

R R R N R A R A A A R R A A A AR AR AR AR AR AR R AR AR AR R

YYVFMFITYHLA 152

YYVFMFITYHFH 152
Bk R R R R

Figura 24 - Alineamiento de las secuencias deducilde aminoacidos del fragmento de 583
pb obtenido para 2 cepas locales de PVC tipificadasomo PVC-2a.Se observa el
aminoacido N (Asparragina) en la posicion 426.

3.13. Evolucién de PVC en Argentina

La Figura 25 muestra la distribucion de las difegsrcepas tipificadas entre los afios

2002 y 2008.

14
12 ~

10

Numero de Muestras Positivas

2002

OPVC 2a
H PVC 2b
®| PVC 2c

Figura 25 - Distribucién de las diferentes cepas d@VC entre los afios 2002 y 2008.
Numero de animales positivos, pertenecientes eedlifies genotipos en cada afio.

Se observa que la cepa PVC-2c se convirtié enda peedominante en los perros de la

Republica Argentina en el ltimo afio.
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De las 2 muestras obtenidas de la FVET tomadakaioe004, una de ellas pertenecia
al genotipo PVC-2b y la otra al genotipo PVC-2centiias que las 2 muestras tomadas

en el aflo 2008, pertenecian al genotipo PVC-2b.

3.14. Parametros epidemiolégicos y sanitarios de loasos analizados

3.14.1. Localizacion geogréfica de las muestras ptwgas para PVC

A fin de estudiar la distribucion geogréfica de t@so0s, se localizé en un mapa de la

Ciudad de Buenos Aires y alrededores, el numeromdestras que presentaron

amplificacién positiva para los fragmentos de 681427 pb del gen de la VP2 de PVC
(Figura 26).

San Fernando
Pilar

Vicente Lopez

General

Rodriguez Avellaneda

Marcos Paz

Caiiuelas San Vicente

Figura 26 - Distribucién geogréfica de las muestrapositivas por PCR.Se muestra en cada
partido, el nimero de muestras positivas para R\M@éros en blanco). Los nimeros en negro
indican los nombres de los diferentes partidos cmhurbano bonaerense. 1: Malvinas
Argentinas, 2: ltuzaingo, 3: Hurlingham, 4: TresFadbrero, 5: General San Martin.
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Se encontraron ademas, 7 muestras positivas ea Bénica, una en Tandil, 2 en Rio

Negro, 3 en Mar del Plata y de 4 se desconocielzgencia.

3.14.2. Distribucién temporal de las muestras analas

Se utilizaron los datos epidemiologicos para eatuld distribucion temporal de las

muestras analizadas.

O Negativos
B Positivos

e e e )
0o O NN B OO 0 O
L L L L L )

Numero de muestras

o
‘
=
[«

é ;AJIQI 0 I@I 0 E

2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008

Afio

Figura 27 - Distribucién temporal de las muestras malizadas. Se muestra el numero de
muestras analizadas en cada afio.

Los datos presentados en la Figura 27 muestrandquan total de 43 muestras
analizadas, una de ellas fue tomada en el afio 2d02y el afio 2003, 2 muestras en el
afio 2005, 8 muestras en el afio 2007 y 18 muestrastd el afio 2008.

Esta distribucion de los muestras en el tiempalede al sesgo en la recepcion de las
muestras en el laboratorio y no a una disminuce&tacenfermedad en los afios 2004 y
2006.
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3.14.3. Relacion entre el estado de vacunacion ydégnostico de PVC por PCR

Del total de 43 muestras, 37 (86 %) provinieronatémales vacunados, 4 (9.4%)
provinieron de animales sin vacunar y 2 provinied® animales cuyo estado de
vacunacion se desconocia.

En cuanto a las 32 muestras positivas para PVGna@ales estaban vacunados, 4
animales nunca habian sido vacunados y de 2 amimsdedesconoce el estado de

vacunacion (Figura 28).
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m Vacunados
0 No vacunados
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Numero de muestras
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) 0 0

Positivos Negativos

o

Figura 28 - Numero de perros diagnosticados como pitivos 6 negativos, entre los
animales vacunados y no vacunadosRResultado del diagnostico por PCR y estado de
vacunacion.

El 100% de los no vacunados, fue positivo y el #@tos vacunados, fue positivo.

En la Tabla 6, se presenta un resumen de los datos.

TOTAL n 43 43 PCR - PCR -
n 32 1
b T4 26
95 CI E14-275 12.5-388
Yacunados n 37 37 FPCRH - PCR -
n 25 1
b T 0
95 CI 5R.5-25 15-44.5
5in vacunar n 4 4 FPCRH - PCR -
n 4 0
1003 0
Incierto 2
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Tabla 6 - Analisis de la base de datos en donde se obstrparcentaje del total, de los
animales vacunados y de los animales no vacunadosegultaron positivos para la deteccién
de PVC.

3.14.4. Relacién entre la presencia de sintomatol@gtlinica y el diagnéstico de

PVC por PCR en animales vacunados y no vacunados.

Se determiné en los animakscunados la relacion entre la sintomatologia clinica y la
deteccion de PVC.

30

wn
S 5 24
©
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3
© 20 -
>
@ m Con sintomas
© 15 4 L
E 11 O Sin sintomas
o
< 10
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o
o
o 54
IS
Z 0 0

0 i

Positivos Negativos

Figura 29 — Diagnéstico de animales vacunados coint®matologia clinica de PVC.
Resultado del diagnostico por PCR, estado de vagmg la sintomatologia.

Los datos de la Figura 29, muestran que los 24 aleswacunadosdiagnosticados
positivos para PVC, habian presentado sintoma@lognpatible con la enfermedad.
Se carece de informacion respecto de la sintongitolde dos de los animales
vacunados y positivos para PVC.

Se observa que hubo 11 animales vacunados commsisitolinicos compatibles con
PVC que resultaron negativos. Estos casos podstanaase a alguna otra patologia.
Por otro lado, también se estudi6 en animalesvacunadosla relacién entre la
sintomatologia clinica y la deteccién de PVC. Paraaso de los 4 animale®
vacunados que resultaron positivos para PVC se observo 3juie ellos habian
presentado sintomatologia compatible con PVC yottel animal no se desconocia la

sintomatologia.
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Con respecto al total de los animales (sin digéimciel estado de vacunacion), del total
de 32 animales positivos por PCR, 27 animales {¥%.cabian mostrado
sintomatologia compatible con PVC, y de 5 animél&s6%), no se tenia registro de la
sintomatologia (Tabla 7).

No se encontraron animales asintomaticos con dsigodpositivo para PVC.

TOTAL n 43 +3 PCR » PCR -
n a2 1
® T4 2B
95 CI E14-27.5 12.5-38.6
Con
Sintomatologia 18 PCR - PCRH -
n 38
n 27 n
= T 29
95 CI BE.E-26.5 14.5-42.4
Sin
Sintomatologia L] PCR » FCR -
ni
n 1] 1}
0 0
Sin datos L] 5 0
100 02

Tabla 7 - Analisis de la base de datos en donde se obstrparcentaje del total, de los
animales con sintomatologia que resultaron positivoegativos para PVC.

Por lo tanto, en este estudio, se observé unaasocientre la sintomatologia clinica y
el diagndstico de PVC por PCR.

3.14.5. Distribucion de edades de los animales infados con PVC

Se analizo la distribucion de edades de los ansrdilggnosticados positivos para PVC
(Figura 30).
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Figura 30 - Porcentaje de perros positivos para PV@or PCR, en los diferentes grupos de
edadesDistribucién de edades de los perros con PVC.

En la Figura 30, se observa el porcentaje de aasnah cada grupo de edades. El
43,75%, 34,41%, 3,12% y el 15,6% corresponde 41141 y 5 perros respectivamente.
Estos resultados, sugieren que el grupo de anintplespresenta mayor riesgo de

infeccién, tiene menos de 6 meses de edad.

3.14.6. Estado de vacunacion en diferentes grupos eéades

Se analizé el estado de vacunacion en los difesegrigpos de edades, de animales

diagnosticados como positivos.
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Figura 31 - Distribucion de edades de animales PVfositivos.NUumero de animales
positivos, con diferente estado de vacunacion srdiierentes grupos de edades. ND:
No determinado.

En la Figura 31, se observa que la mayoria deonades de menos de 6 meses de
edad, estaban vacunados.

Estos resultados, se deben a que se encontraran flmees del afio 2007, una gran
cantidad muestras que tenian el tipo PVC-2c y gte@pa, tendria aparentemente una

mayor prevalencia en animales menores de 3 meses.
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PVC DISCUSION

Tal como se describié en el Capitulo | con respatdDC, en el afio 2001 ocurrieron
eventos econdémicos indeseables que tuvieron un igrpacto en la sanidad de las
mascotas.

A partir del afio 2003, se observd un elevado nuntkrocasos de gastroenteritis
hemorragica, afectando a cachorros vacunados gcunados.

El diagndstico clinico fue en principio, el criefundamental para detectar estos casos,
no disponiéndose de herramientas diagnésticasspgedComo consecuencia de ello, en
muchas oportunidades, no se logré definir el agesuteal de la gastroenteritis.

El PVC provoca por lo general, infecciones secuadan los animales afectados por lo
cual, es importante que estos animales sean assladanto antes. Resulta muy
importante entonces, disponer de un método rapmdpecifico y sensible para su
identificacion (Uwatoko et al., 1995).

El primer paso hacia la identificacién de las cep@$VC circulantes en la Argentina,
fue desarrollar un método de deteccidon moleculaP@R.

Para ello, se analizaron inicialmente 3 vacunagodibles en el mercado. Para poder
realizar la deteccién y caracterizacion de las segacunales, se amplificaron dos
regiones del gen de la proteina VP2 con 3 setsiaers (P2, Pab y Pb). Estas regiones
fueron elegidas de acuerdo al trabajo de (Perdiral.e 2000) e incluyen sitios
antigénicos relevantes.

En las 3 vacunas analizadas, se detectaron fragmeonh un peso molecular de 681 pb
con los primers P2 y Pab, y de 427 pb con los parRe (Figura 12).

De acuerdo a lo descripto por Decaro, (Decaro .et2806b) las cepas vacunales,
tienden a producir un “mismatch” con los primerd BaPb. Efectivamente, en el
presente trabajo, se obtuvo una amplificacién ieesta para las cepas vacunales, con
los primers Pab y Pb.

Para eliminar la amplificacion inespecifica, sebaron aumentos de temperatura de
annealing. Como resultado, se logré la eliminacéna amplificacién con los primers
Pab a 63.4°C, manteniéndose la amplificacibn cangomers P2 para las cepas
vacunales (Figura 13). A la misma temperatura (€3,4se elimind la amplificacion de
la cepa vacunal con los primers Pb, mientras queocera esperable, se mantuvo la
amplificacién con la cepa PVC-2b (Figura 14).

Los resultados indicarian que la cepa componentesigacunas estudiadas seria la
cepa PVC-2, que es una cepa atenuada y utilizagdiaanente en vacunas a nivel
mundial (Spibey et al., 2008).
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Para confirmar los resultados obtenidos por PCRIlag&ron, secuenciaron y alinearon
las secuencias aminoacidicas obtenidas de los émtgs amplificados con los primers
P2 de 2 vacunas comerciales. Como se mostro egueaFl6, esta region presenta una
identidad del 100% con respecto a la cepa de refierePVC-2 (M38245). Se
observaron los aminoacidos esperados para la d¢pe2Ren las posiciones 101, 300 y
305 del gen de la VP2, que son las que variansetelgas PVC-2a y PVC-2b.

Asimismo, se clon6 y secuencio el gen completoad®®P2 de una de las vacunas
comerciales. Los datos obtenidos, confirman pagerlcompleto, lo que se encontré
en el estudio del fragmento amplificado con losners P2 (Figura 17).

A favor de la utilizacion de las vacunas como trareata de control, se encuentra lo
reportado por otros autores, que no detectaronsiéwvea virulencia de estas vacunas a
virus vivo modificado, y que observaron que la mayarte de los casos de
gastroenteritis subsiguiente a la vacunacion, esi@cionados con la infeccion de los
perros con cepas de campo, justo antes 0 justaéesie la administracion de vacunas.
(Decaro et al., 2007b)

Con estos resultados, se concluy6 el analisis sledpas vacunales, estableciendo las
bases para realizar su eventual comparacion caepes salvajes de PVC.

Luego de la puesta a punto de la técnica de PCRdmectar PVC, se comenzaron a
analizar en el laboratorio, muestras de animalessaatomatologia clinica compatible
con PVC. Inicialmente, se realizaron algunas prei@madonde se compar6 la detecciéon
de PVC en sangre y/6 en hisopados rectales.

Debido a quadurante la fase critica de la enfermedad, el tidelovirus en heces llega
hasta 18DICT 50 por gramo de materia fecal, y que el PV€spnta gran resistencia a
factores ambientales, se definié al hisopado resitalmedio de transporte, como
muestra de eleccién para su deteccion por PCRudh mor otro lado, se adapta
perfectamente a la idiosincrasia de la practicacai

La sensibilidad del método permiti6 en nuestro caliectar un minimo de 100
particulas virales con los primers P2 y de 150i@ags virales con los primers Pab y
Pb (Figura 15) que sumado a los altos titulos srtimles se excreta el virus, garantiza
la factibilidad de un diagnéstico eficiente coreasietodologia.

Es importante destacar que en animales recupeidda infeccion, después de la
convalecencia (aproximadamente 14 dias post irfeicino se ha detectado la
excrecion de virus en las heces. Este dato, reml#fgante para los criadores, porque

no se observa un estado portador que mantendviaual circulando en los criaderos.
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Sin embargo, la resistencia del PVC a factores emtdlies, sugeriria que la infeccién
observada en animales vacunados, puede deberseessistencia del virus en dichos
lugares por periodos prolongados, por lo que samemdan medidas de saneamiento y
de higiene apropiadas (formalina ¢ soluciones g@dhorito de sodio dilucién 1:30
inactivan al virus).

Una vez discutidos estos puntos procederemos disian&pidemiolégico de las
muestras provenientes de casos clinicos.

Hubo 2 periodos principales de recepcion de muesttanuestro laboratorio: uno en el
aflo 2003 y otro entre los afios 2007 y 2008. Esltias casos, se trataron de
gastroenteritis virulentas muy severas, en muchasianes, con sintomatologia atipica,
como diarrea no hemorragica, por lo que el diagewstinico y anatomopatolégico era
confuso. La aplicacion de las técnicas desarrallaata el presente trabajo de tesis,
contribuy6 a clarificar la etiologia de la enferradgresentada por estos animales.

La Cétedra de Virologia de la Facultad de CienWieterinarias de la U.B.A. también
desarrollé la tecnologia para el diagnéstico mdéade PVC. Las muestras analizadas
alli, fueron 22 en el afio 2003, 6 en el afio 2004, an el afio 2006, 2 en el afio 2007 y
2 en el afio 2008 (comunicacion personal con el WetdDanilo Bucafusco). Cuatro de
estas muestras, fueron re-analizadas en nuestovatabio y forman parte de este
trabajo.

De un total de 43 muestras obtenidas en nuestoodtdsio, el ADN de PVC se detectd
en 32 muestras (74.4%), mientras que 11 de lastraa€25.6%) fueron negativas.

En ninguno de los 43 casos analizados, se obsempffigacion con el set de primers
P2, el cual reconoce a las cepas ancestrales W@ 2P Este resultado, confirma y
extiende resultados anteriores que indican queaactualidad, la cepa PVC-2 no se
encuentra circulando en la poblacion canina, péresta presente en las vacunas
(Decaro et al., 2006b), (Spibey et al., 2008).

Inicialmente, 9 muestras fueron tipificadas por R©ORI0 PVC-2a y 23 como PVC-2b.
El PVC es un virus de reciente aparicion, que estucionando continuamente,
provocando la aparicion de nuevos tipos antigénigomutantes virales que se
encuentran dispersas en la poblacion canina. Laantes mas exitosas, desde una
perspectiva evolucionista, se seleccionan aparemtenpor su capacidad mejorada de
unirse al receptor canino de transferrina y porasigo de huésped ampliado (perro y
gato) (Truyen, 2006).
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Si bien este virus a ADN simple cadena utiliza lagminaria de la célula para
replicarse, su tasa de sustitucién nucleotidicardarsu replicacidon, esta mas cercana a
la de los virus a ARN (I sustituciones/nucleétidos/afio) gue a la de virusD&l
doble cadena (Shackelton et al., 2005).

Esta alta tasa de mutacidn, junto con la eventtedign de seleccion que puede ser
generada por niveles sub-6ptimos de anticuerpodrafigantes debido a una
vacunacion incompleta 6 inadecuada de los animpiesje contribuir a la emergencia
de nuevas cepas de PVC.

Durante el desarrollo de este trabajo de tesisreportd a nivel internacional
(inicialmente en ltalia, y luego en Vietnam, USAJyuguay) la presencia de una nueva
variante de PVC, denominada PVC-2c. Esta, pressmtaespecto a la cepa PVC-2b
una mutacién Asp>Glu en el sitio 426 de la proteina VP2 de la cépsidal.

Por este motivo, se decidié estudiar la preseneiastia nueva variante entre las cepas
de PVC circulantes en Argentina. Para ello fue sade clonar y secuenciar todos
fragmentos obtenidos con los primers Pb, de laascapificadas inicialmente por PCR
como PVC-2b (Figura 19).

Luego del andlisis de las secuencias, se mostgrelsencia por primera vez en la
Argentina de la nueva variante PVC-2c.

De las 20 muestras caracterizadas inicialmenteP@R como PVC-2b, 16 de ellas
(80%) correspondian a la nueva variante PVC-2c tmdignque solo 4 (20%)
correspondian auténticamente a la cepa PVC-2b.

Ademas del impacto sanitario, epidemiolégico y sossecuencias, este resultado
confirma que la técnica de PCR, es una buena hiemgarpara identificar la presencia
de PVC pero insuficiente para la caracterizaciéfagde&epas (Buonavoglia et al., 2001);
(Decaro et al., 2005b)

El secuenciamiento de este fragmento, mostré6 urfol@e identidad entre los
fragmentos de las cepas PVC-2c y un 99% de idehtida respecto a los fragmentos
de las cepas PVC-2b.

Por otro lado, también se analiz6 el fragmentorattecon los primers Pab (que abarca
residuos importantes de la proteina de la capsideodas posiciones 101, 297, 300 y
305) en 2 cepas locales (una PVC-2a “Bartolo Amgfha PVC-2b “Simén Arg 3”). De
acuerdo a lo mostrado en la Figura 23, para laasclegales, se observan en la posicion
297 cambios Unicos SexAsn y los aminoacidos esperados para las varid\(€s2a y
PVC-2b en las posiciones 101, 300 y 305 (T, Ge¥pectivamente).
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El cambio de la posicién 297 en las cepas locdies,inesperado debido a que el
aminodacido comun a las cepas PVC-2, PVC-2a y PVEr2bsa posicion, es una Serina
(Ser). Sin embargo, la cepa 136/00 (variante PV)Gi2dtalia (Desario et al., 2005) asi
como también cepas de PVC de Japon (Ohshima €208l8), presentan una Ala en
lugar de una Serina, sugiriendo que esta posiesta,tendiendo a presentar variaciones
y que el PVC esta todavia en proceso de evolubiantélla et al., 2005b).

Al presente no existe una clara identificaciéniohgdacto biol6gico de la mutacion de la
posicién 297.

El analisis retrospectivo de las muestras obterddaante el afio 2003, mostroé que sélo
una de las 10 muestras analizadas (10%), perteakgi&notipo PVC-2c mientras que
de las muestras recibidas durante el 2007-2008 &b Tue caracterizado como PVC-2c
(Figura 25).

En la busqueda de algunas herramientas complen@antpara el analisis de las
secuencias genomicas de PVC, se decidi6 amplificarregiéon del genoma de 583 pb
(Figura 20), que incluye el sitio informativo 42¢pgrmite su secuenciamiento directo a
partir del producto de PCR, evitando la necesideddctbnado. Esta ventaja no es
menor, debido a que reduce significativamente lostos de la determinacion y
diferenciacion de las cepas de PVC.

Por otro lado, la aparicién del codon GAA (Glu)legar de AAT (Asn) 6 GAT (Asp)
en la posicion 426 en las variantes CPV-2c, pedméalizar un analisis por RFLP de
este fragmento, con la enzima de restricéitioll (Buonavoglia et al., 2001).

La adquisicién del sitio de reconocimiento de laie, otorga la posibilidad de
distinguir las cepas PVC-2c de las variantes PVGr2BVC-2b sin necesidad de
secuenciarlas (Figura 22).

Efectivamente, el andlisis de este fragmento, gertaiaplicacion de una herramienta
rapida como la PCR y RFLP, para un estudio epidégito de la enfermedad.
También, se realiz6 el secuenciamiento de estanfratp de 583 pb en 2 cepas
caracterizadas por PCR como PVC-2a (por la auselecemplificacion con el par de
primers Pb). Los resultados mostraron la presatwliaminoacido Asparragina (N) en
la posicion 426, esperable para las cepas PVCigaré24).

Si bien, esta tecnologia aun no ha sido utilizadensivamente en nuestro laboratorio,
seré desarrollada en el futuro.

De acuerdo a los resultados obtenidos en el pedealbajo, la cepa PVC-2c se

convirtié en la cepa predominante en la RepublicgeAtina, como en el caso de Italia
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y Uruguay (Martella et al., 2005b), (Perez et200Q7). En Australia, este reemplazo no
ocurrio y la cepa PVC-2a continta siendo la cepdgminante (Meers, 2007).

Estudios realizados en Uruguay (Perez et al., 20@dégstran la presencia de la cepa
PVC-2c a partir del 2006, resaltando el valor epidédgico de las muestras obtenidas
en Argentina, en los afios 2003 y 2005, que mostiarpresencia de esta variante mas
tempranamente en Sudamérica.

El hecho de que la cepa PVC-2c se haya transformadepa predominante, confirma
lo discutido anteriormente respecto a la eventusiltaja replicativa que tendria la
misma, comparada con las otras cepas circulant€&sZz\y PVC-2b.

En sintesis, se observdO que de las 32 muestrasivpssipara PVC, 9 fueron
caracterizadas como PVC-2a, 5 como PVC-2b y 18 c&WE-2c confirmando la
presencia de la nueva cepa PVC-2c en la pobla@éma. La aparicion esta nueva
cepa, data en la Argentina, por lo menos del af8,20este dato epidemioldgico surge
del presente trabajo, que contribuyd a la idemiifién de las 3 cepas de PVC
circulantes en la poblacién canina mundial.

Se analizaron también por PCR y secuenciamientoudstras cedidas por la FVET.
Dos de ellas, (tomadas en el afio 2004) se carzateni. una como PVC-2b y la otra
como PVC-2c. Las 2 muestras restantes, tomadalsagio 008, fueron caracterizadas
como PVC-2b. La muestra del 2004, caracterizadaoc®WC-2c contribuye a la
hipétesis de la presencia de esta variante enrpuasttinente, al menos desde el afio
2003.

Un hallazgo inesperado e interesante fue el dentrazouna N en la posicién 426 del
fragmento de una cepa que habia resultado pogiawva la amplificacion del Pb
(Ar32008) (Figura 21), es decir, habia sido caradda como PVC-2b por la estrategia
de PCR. Esto podria corresponder a la deteccidia depa vacunal (tipo PVC-2) en
esta muestra, aunque esto es improbable dado qumeplificacion con los primers P2
resulté negativa, y que habian pasado 24 dias dpsslel animal habia recibido la
ltima dosis de vacuna, y la toma de la muestrasBma que la deteccion por PCR de
la cepa vacunal, se realiza so6lo hasta 14 diasuéssmle la vacunacién
(www.antechdiagnostics.comfomo esta situacién ocurrid solamente con un, Gso

contabiliz6 como PVC-2b y se evaluaran en el fytposibles explicaciones.

Respecto del andlisis de los parametros epidendal®y sanitarios de los casos, no se

encontré asociacion con respecto a la raza 6 al delxanimal, pero si se encontré que
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el 70% de los animales positivos para PVC, habidm wacunados al menos una vez.
La presencia de gastroenteritis parvoviral en aleisn@&acunados, fue previamente
reportada por (Decaro et al., 2007b) y esta sifumapuede deberse a que las variantes
antigénicas de PVC, son posiblemente poco newtidi por los anticuerpos inducidos
por las cepas vacunales (PVC-2).

Teniendo en cuenta que la cantidad de casos ahadizas escasa, no se puede
establecer ninguna conclusién de relevancia cqgreots a la distribucion geografica de
los casos de PVC. Tanto en la Ciudad de Buenos A&omo en los alrededores y otras
regiones del pais (Bahia Blanca, Mar del Platadilase detectaron casos de PVC
(Figura 26).

Se pudo establecer que de los animales con siratogé gastrointestinal, el 63 % de
los animales fue positivo, aun estando vacunados.

También debe ser destacado, que como se obsetaTatla 5, se detectd una alta
incidencia de la cepa PVC-2c en cachorros men@@smdeses y vacunados.

Como resultado de este trabajo, se logr6 desarrglladaptar una metodologia
diagnéstica para la identificacion de CPV y a tsaglé técnicas complementarias como
RFLP y secuenciamiento, se logré la caracterizadélas cepas actuantes.

Esta tecnologia, representa una herramienta devglanepidemiol6gico que permitira
hacer estudios de deteccion temprana de la ciiéulatral para la implementacion de
medidas preventivas tendientes a evitar, la comiaion de cachorros, contribuyendo

de esta manera, al control de la enfermedad.
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CONCLUSIONES FINALES Y PERSPECTIVASFUTURO

El objetivo principal de este trabajo de tesis,dludesarrollo y la aplicacion de técnicas
moleculares tales como la RT-PCR y PCR para lacdiéte rapida y especifica de VDC
y PVC, contribuyendo al estudio epidemioldgico d#as patdogenos.

Se logré detectar la presencia de estos 2 viruartr gle muestras provenientes de
animales con sintomatologia clinica compatible estas enfermedades. Asimismo, los
analisis realizados a nivel molecular, por RFLPeguenciamiento, representan los
primeros estudios de caracterizacion de cepas dé Y[PVC circulantes en nuestro
pais, y constituye un importante aporte al dise@oestrategias de control de estas
enfermedades.

Como trabajo a futuro, planteamos:

1) Ampliar los estudios epidemiol6gicos moleculaesdizados hasta el presente, con el
monitoreo de las cepas actuantes y la detecciGveetuales cepas emergentes en la
Argentina.

2) Desarrollar y adaptar metodologias para la di&tecde otros patégenos virales
caninos cuya la sintomatologia clinica puede califsa con la de los 2 virus
estudiados hasta el momento. Entre ellos se emanecronavirus, rotavirus, herpes y
el adenovirus caninos. Esta estrategia, permitispotder de un set de herramientas
completas, que definan claramente la etiologiaslénfecciones caninas mas comunes.
3) Actualizar y perfeccionar los métodos diagn@stidesarrollados hasta el momento
con la incorporacion de las técnicas de PCR emptier@al y otras.

4) Extender los estudios realizados para su apica relevamientos epidemiolégicos
de canidos silvestres, locatarios de las resen@égicas de nuestro pais.

5) Desarrollar y caracterizar, para su aplicacibaliagnéstico inmunolégico rapido,
anticuerpos monoclonales especificos para la iiEatdion de estos patbgenos caninos.
6) Desarrollar vacunas de nueva generacion coresei@s actualizadas mediante la
utilizacién de técnicas de ingenieria genéticaeEcaso de VDC, mediante el clonado
de los genes de la hemaglutinina y la proteina wlOR (F) de cepas salvajes, en
vectores virales no replicativos. Para el caso €,Rpor clonado y expresion de la
proteina VP2, haciendo uso de su capacidad de resatolarse formando particulas
virales con potencial inmunogénico.

7) Replicar cepas salvajes en cultivos celularasy pstudios biol6gicos de las mismas.

Cabe destacar que el desarrollo de los puntos orawids, permitira también, la

generacion de nuevos planes de trabajo y la fodmat® recursos humanos en nuestro
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instituto, apuntalando a la formacion de una nu@ea de trabajo relacionada con la

salud de pequefios animales.
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Nombre del perro @ g{.ﬁ A

Nofhi)ré'del duefio %4 wEs  Aobfsy

Direccion

Raza 37’;214' - JBaASies go R

Color

Sexo 4 /«&H Bm& e

Seflas particulares : -
Nécimiento S /O P /oz o
Plan de vacunas Goes PLE D e

Marca de las vacunas / 3 (A — Sl A -
Fecha dltima vacuna 25" [ o2 { D% _ 7

Serie de vacuna AL1ZS§ISA - #B12 42/ 4

45036 . Lyo by

Marca Gltima vacuna AN [,

Dosis totales i
- Desparasitacion ' //\‘]/1 AAx - [Zasxen)
5 ’ : : e S L B
Fecha 22/02 [ - 22 Joe /o .
/ y 2 B e
Producto utilizado /'/y, et X~ [BASpen

Duracion del tratamiento 7 @Ay ol

" Targpia antiviral
i Fecha del tratamieﬁtp N A3 /O g /D 54
: ; : ‘ L |
5 - Dosis antiviral 7 ?
i § D 51080 £ 7 (e ’/‘:‘? ’/u e
Antibiticos

Tipo de muestrds remitidas SAv G € ‘ a/V(’U\,Q\

Sangre coagulada Z £

<

Sangre anticoagulada &

Materia Fecal el

Fecha toma muestras - 0bd {Q? /O s
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Tos.
.Gun]un;tvlslis D o
Fi[_!br-t?r-_ -
.' ‘l\;;us_ A -
.Anol«exiﬂ

" |Piedonnia abdominal

! G aslroenleritis

Hipermueratusis

Ties.

Canvulsiones

e

' |Diaren

Caracteristicas de la dianea

Dopresian Decaimiento

Olros sinlomas

e

Tiempo de pvalucion

Frasunlivo

Olras Infocciones

Olros Ty alamienos

Gobrovivia

Secuelas

Necropcia

e
Animales rolacionados

ll-‘r_.uaulmdn analomopaloligico 1

Comenlarios

Mativo de la consulla

Esludios coimplementarios

Profesional a cargo

Domleliln
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