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RESUMEN

El Complejo Respiratorio Canino (CRC), es un sindrome de distribucion mundial
de origen multifactorial que afecta principalmente a perros que se encuentran
cohabitando en grupo. La presencia y participacion de distintos virus y otros
agentes infecciosos, solos o en combinacion, es fundamental para establecer la
terapia y prondéstico del CRC; ademas permite conocer la distribucién de estos
agentes en las poblaciones de caninos. En el presente estudio, se evaluaron 102
muestras de hisopados conjuntivales y nasales de caninos con sintomatologia
sugerente de CRC con el fin detectar la presencia de los Virus de Distemper
Canino (CDV), Adenovirus Canino tipo 2 (CAV-2), Parainfluenza Canina (CPIV) e
Influenza Canina (CIV) en su forma individual o combinada utilizando PCR, RT-
PCR y PCR anidado. El muestreo se realizé de enero de 2013 hasta marzo del
2014 con la ayuda de veterinarios de clinicas distribuidas en Monterrey y su area
metropolitana. El cual se complementé con los antecedentes clinicos y de
inmunizaciones previas contra los virus de estudio a excepcion de CIV. Adicional a
esto se analizaron 5 ejemplares que perecieron por problemas respiratorios
compatibles con CRC, en estos casos se realizaron tanto estudios
histopatolégicos como moleculares. Como resultado de las muestras analizadas
en hisopado nasal y conjuntival, se encontré6 que el virus detectado con mayor
frecuencia mediante RT-PCR Y PCR anidado fue CDV (71.25%); seguido de CIV
(14.70%) y por ultimo CPIV (6.86%). En el 17.6% de los casos se prestaron co-
infecciones; siendo la mas frecuente 72.2% entre CDV y CIV, en el 38.8% entre
CDV y CPIV, y solamente en uno de los casos 5.5% se observo la presencia de
los tres virus (CDV, CIV y CPIV). En la histopatologia y analisis moleculares de los
5 casos por CRC se detecté mediante RT-PCR y PCR anidado en 2 de los 5
casos co-infeccion por tres virus (CDV, CIV y CAV-2) y co-infeccion por CDV y CIV
en los restantes 3 casos, en estos casos para CPIV no se obtuvieron resultados
positivos.

Mediante esta investigacion por un lado se adaptaron y establecieron los procesos
basados en biologia molecular para diagnosticar la presencia de virus asociados al
CRC. La disposicién de estas herramientas tecnolégicas de alta sensibilidad y
especificidad puede proporcionar certeza y confiabilidad en el diagnéstico para
detectar y diferenciar la presencia de virus de tracto respiratorio de caninos. Por
otra parte, hasta donde se sabe, la presencia y circulacion ya sea solos 0 en
combinacién de los distintos agentes virales asociados al CRC se reporta por
primera vez en el area metropolitana de Monterrey, N.L. Dado lo anterior, es
necesario definir estrategias que permitan establecer medidas adecuadas de
prevencion, tratamiento y control de estas infecciones en la poblacién canina de
esta area.

Xiii



1. INTRODUCCION.

El Complejo Respiratorio Canino (CRC), es un sindrome de distribucién mundial,
afecta principalmente perros que se encuentran en confinamiento, presentando
sintomatologia como tos seca (Traqueobronquitis), secrecidn nasal y/o conjuntival.
Esta presentacion de la enfermedad es generalmente aguda, suele haber un
restablecimiento de la salud en un periodo de 8 a 10 dias, de manera espontanea
y regularmente sin tratamiento; sin embargo, existen casos en que el cuadro
clinico se vuelve crénico. Este sindrome es de origen multifactorial, es ocasionada
por las condiciones ambientales que ocasionan estrés, la edad y estado
inmunolégico del paciente asi como la presencia de ciertos virus y bacterias en
tracto respiratorio alto y bajo. Existe una relacién entre la edad del perro, su
historial de vacunacién y el medio ambiente en el cual se encuentre, esto
principalmente con referencia a la disminucion de anticuerpos maternos alrededor

de los 3 meses de vida y la correcta aplicacién de vacunas.

Dentro de los agentes virales que podemos encontrar formando parte del CRC,
podemos mencionar el Virus de la Parainfluenza Canina, el Adenovirus tipo 2, el
Virus de la Influenza Canina, el Herpesvirus Canino, y recientemente se ha
asociado a este sindrome al Coronavirus canino tipo 2. Por otro lado el Virus del
Distemper Canino (CDV), presenta una sintomatologia inicial muy parecida al CRC
por lo cual es de suma importancia para el clinico veterinario, disponer de una
herramienta de diagnostico rapida, sensible y especifica para detectarlo a tiempo,

y asi evitar su diseminacién, ya que este virus ademas de infectar vias



respiratorias, afecta vias digestivas y Sistema Nervios Central, siendo una de las

principales causas de muerte en caninos.

Actualmente, el clinico veterinario tiene a su disposicion pruebas
inmunoenzimaticas (SNAP) de diagnéstico rapido solamente para el Virus de
Distemper Canino, cuyo fundamento es la deteccién del antigeno del virus; sin
embargo, estas pruebas han demostrado tener baja sensibilidad por lo que se
presentan falsos negativos. Por otro lado no se tienen métodos diagnésticos
comerciales para el resto de los agentes etiolégicos virales y hasta ahora no
existen laboratorios que nos permitan hacer un diagnéstico de estos agentes en la

region.

Recientes estudios, demuestran el uso adecuado de técnicas moleculares muy
sensibles y especificas para el diagnéstico oportuno de estos virus; tales como, la
Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR por sus siglas en inglés

(PolymeraseChainReaction)), y sus variantes.

En nuestro estudio se ha utilizado para el diagnéstico de los virus de Distemper
Canino, de Parainfluenza Canina, de Influenza Canina un RT-PCR seguido de un
PCR anidado asi como un PCR para el Adenovirus canino tipo dos. El objetivo
principal de esta investigacion fue establecer un método diagnéstico que nos
permita detectar que agentes virales se involucran en los problemas respiratorios
que se presentan en perros de area metropolitana de la ciudad de Monterrey,

Nuevo Leén determinando la frecuencia de estos virus.



1.1 Objetivos.

1.1.1 Objetivo General.

Determinar la presencia de los virus Distemper canino, Adenovirus tipo 2,
Influenza tipo A, y Parainfluenza en canidos que presentan sintomatologia
sugerente de Complejo Respiratorio Canino, utilizando técnicas moleculares (RT-

PCR y PCR) en Monterrey y su area metropolitana.

1.1.2 Objetivos especificos.

1. Estandarizar la técnica de RT-PCR y PCR anidado para la deteccion
molecular defragmentos genémicos de CDV y CPIV.

2. Estandarizar la técnica de RT-PCR para la deteccion molecular de
fragmentosgendmicos de CIV.
Estandarizar la técnica de PCR para el diagndstico de CAV-2.
Establecer la presencia de los CDV, CIV, CAV-2 y CPIV en canidoscon
sintomatologia sugerente de Complejo Respiratorio Canino que se

presentan en Monterrey y su area Metropolitana.

1.1.3 Metas.

Establecer un método diagnéstico rapido, sensible y especifico para el diagndstico
de agentes virales involucradas en el CRC que apoyen al clinico de pequenas
especies en el Noreste del pais para un mejor diagnostico, prevenciéon y control

del mismo.



1.1.4 Hipétesis.

A través de RT-PCR/PCR, utilizando muestras clinicas de caninos que presentan
sintomatologia sugerente del CRC se pueden detectar el CDV, CIV, CPIV y CAV-2
en su forma individual o combinada en canidos del Area metropolitana de

Monterrey.



2. REVISION DE LITERATURA.

2.1 Complejo Respiratorio Canino.

El Complejo Respiratorio Canino (CRC) es un sindrome que generalmente sucede
en perros que se encuentran en confinamiento (tiendas de mascotas, centros de
entrenamiento o refugio de animales) (Decaro et al., 2004; Erles, Dubovi, Brooks,
& Brownlie, 2004; Mochizuki, Yachi, Ohshima, Ohuchi, & Ishida, 2008). Los perros
afectados generalmente presentan tos seca y descarga nasal, la cual desaparece
de manera espontanea y no requiere tratamiento; sin embargo, algunos caninos
desarrollan bronconeumonias que pueden ser fatales (Erles et al., 2004; Mochizuki
et al., 2008). Varios estudios de brotes de la enfermedad, demuestran que su
origen es multifactorial y compleja, involucrdndose virus como el de la
Parainfluenza Canina y el Adenovirus tipo 2; asi como bacterias, tales como
Bordetellabronchiseptica y mycoplasmas (Buonavoglia & Martella, 2007; Damian,
Morales, Salas, & Trigo, 2005; Erles et al., 2004; Mochizuki et al., 2008).Por otro
lado también existen reportes de la presencia de hongos, tales como, Aspergillus
fumigatus, hongo oportuno y de importancia principalmente en aves; sin embargo,
en perros que sufren inmunosupresion o que han llevado tratamientos
prolongados con antibioticos, es posible encontrarlo. Por otro lado micosis
sistémicas pueden ser producidas por Blastomycesdermatidis,
Histoplasmacapsulatum, Coccidioidesimmitis y Cryptococcusneoformans (Zachary

James F. & McGavin Donald, 2012).



El virus que ha sido reportado con mayor frecuencia en CRC, es el Virus de la
Parainfluenza canina (Erles et al., 2004; Mochizuki et al., 2008), asi mismo el
Adenovirus tipo 2, se han recuperado de perros que sufren del CRC,
particularmente en caninos jovenes que se encuentran en confinamiento (Damian
et al., 2005; Erles et al., 2004; Mochizuki et al., 2008; Rodriguez-Tovar et al.,
2007). Por otro lado el Herpesvirus canino, ha sido también aislado de perros que
padecen esta enfermedad, pero su participacién sigue siendo incierta (Erles et al.,
2004). La deteccién de un Coronavirus similar al Coronavirus bovino, y su
asociaciéon con el CRC en perros del Reino Unido se ha documentado
recientemente (Erles, Toomey, Brooks, & Brownlie, 2003; Priestnall, Brownlie,
Dubovi, & Erles, 2006; Priestnall, Pratelli, Brownlie, & Erles, 2007). Aunado a esto,
se han presentado brotes del Virus de Distemper canino usualmente
caracterizados con sintomas respiratorios mas severos, que van acompanados
con signos gastrointestinales y del sistema nervioso, presentdndose con mayor
frecuencia, en areas geograficas donde la vacunacibn no se practica con
frecuencia (Beineke, Puff, Seehusen, & Baumgartner, 2009; Rodriguez-Tovar et
al., 2007). Estas infecciones primarias promueven la proliferacion de agentes
bacterianos como la Bordetella bronchiseptica, Mycoplasma cynos vy
Streptoccocus equi, lo que puede dar como resultado cuadros de
bronconeumonias (Buonavoglia & Martella, 2007; Chvala et al., 2007; Erles et al.,
2004; Mochizuki et al., 2008). Las enfermedades virales causadas por los agentes
etiolégicos antes descritos tienen como medida principal de prevencion la

vacunacion, aunque no existen vacunas para todos estos agentes. Ademas se ha



demostrado que una disminuciéon en la inmunidad puede llevar a brotes en

poblaciones caninas (Lan et al., 2006).

En estudios retrospectivos realizados recientemente en México, se ha descrito la
presencia de Parainfluenza canina, Distemper canino y Adenovirus tipo 2, de
manera individual y combinada, en caninos con bronconeumonias severas, las
cuales provocaron la defuncion de los animales (Damian et al., 2005). Rodriguez-
Tovar en el 2007, realizé un estudio en el cual reportan la presencia simultanea de
CDV y CAV-2 en un cachorro, hembra de 8 semanas de edad, la cual procedia de
una perrera ubicada en Monterrey y que tenia antecedentes de 2 dosis de
vacunas contra CDV, CAV-2, CPIV, Parvovirus canino, L. canicola y L.
icterohemorragiae previas al diagnéstico de los agentes etioldgicos, ademas de
observarse cambios histolégicos sugerentes de una infeccibn bacteriana
secundaria. En dicho estudio, fue dificil determinar el orden en que estas
infecciones aparecieron en los pulmones, pero se presume que el CDV o el CAV-
2, estaba presente en el perro desde la perrera y previo a que se aplicaran las

vacunas (Rodriguez-Tovar et al., 2007).

2.2 Virus del Distemper Canino.

El Virus del Distemper Canino (siglas CDV del inglés “Canine Distemper Virus”),
pertenece al género Morbillivirus, de la familia Paramixoviridae, agrupada en el
orden de los Mononegavirales (Carvalho et al., 2012; Céspedes, Cruz, & Navarro,
2010; Frisk, Konig, Moritz, & Baumgartner, 1999; Martella, Elia, & Buonavoglia,
2008; Simon-Martinez, Ulloa-Arvizu, Soriano, & Fajardo, 2008; Stanton, Poet,
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Frasca, Bienzle, & Brown, 2002). Los viriones son envueltos, con forma
pleomorfica, de 150 a 300 nm de diametro, posee un genoma no segmentado de
acido ribonucleico (ARN) de cadena simple con polaridad negativa de
aproximadamente 15,616 nucleétidos (Beineke et al., 2009; Simon-Martinez et al.,
2008). Incluyen 6 genes organizados en unidades transcripcionales separadas y
no traslapadas. En direccion 5 — 3’ codifica 7 proteinas: la proteina de la
nucleocapside (gen N de 1.5 kb), la fosfoproteina (gen P de 1.5 kb), la proteina de
la matriz (gen M de 1 kb), la proteina de fusién (gen F de 1.9 kb), la hemaglutinina
(gen H; de 1.8kb) y la polimerasa (gen L de 6.5 kb)(Céspedes et al., 2010; Martella
et al., 2008; Simon-Martinez et al., 2008). Las proteinas estructurales
corresponden a las proteinas de matriz, de la nucleocapside, de la polimerasas, de
la fosfoproteina, asi como las glicoproteinas de envoltura, hemaglutinina y de
fusion. Estas ultimas, son responsables del reconocimiento e ingreso del virus a la
célula blanco, por lo que son el principal objetivo de los anticuerpos neutralizantes
sintetizados por el sistema inmune del hospedero (Céspedes et al., 2010;
Vandevelde & Zurbriggen, 2005). EI CDV ha sido reportado en canidos
domeésticos, hurones, canidos silvestres, zorros, chacales, coyotes, hienas, leones,
tigres, leopardos, guepardos, focas, leones marinos y delfines. El perro doméstico
es la especie donde mas individuos han presentado la enfermedad y con
sintomatologia més grave y aunque se ha encontrado también en félidos
silvestres, CDV no se ha detectado en los gatos domésticos (Carvalho et al.,

2012).



La introduccién del uso de vacunas con virus vivo modificado desde 1950
contribuyo enormemente al control de la enfermedad a nivel mundial (Ek-
Kommonen, Sihvonen, Pekkanen, Rikula, & Nuotio, 1997; Martella et al., 2008;

Yong-Hwan, Kyu-Woan, Hwa-Young, Han Sang, & Hong-Ryul, 2001)

2.2.1 Epidemiologia del Virus de Distemper Canino.

La infeccidén por este virus puede contraerse a través de aerosoles opor contacto
directo con un animal infectado, siendo el sitio de replicacién inicial del mismo el
tracto respiratorio alto, donde tiene el primer contacto con el sistema inmune del

hospedero(Carvalho et al., 2012; Céspedes et al., 2010).

Se han observado fluctuaciones en la prevalencia de la enfermedad; sin embargo,
la frecuencia de la misma incrementa en temporada invernal (Martella et al., 2008;
Park et al., 2012; Yong-Hwan et al., 2001). La edad que muestra mayor
susceptibilidad a la infeccion es en animales de 3 a 6 meses (Yong-Hwan et al.,
2001), en donde la inmunidad materna declina, en comparacion con animales
adultos, los cuales poseen una mayor resistencia e inmunidad adquirida por la

aplicacién de vacunas (Martella et al., 2008).

La naturaleza de la enfermedad es variable y su curso depende en gran medida
de las complejas interacciones entre las caracteristicas biolégicas del virus
(atenuacidn, tropismo y polimorfismo genético) y el sistema inmune del hospedero
(grado de madurez, refuerzo, especificidad y eficiencia) siendo éste ultimo uno de
los principales factores en determinar el curso, consecuencias y letalidad de la

infeccién (Bonami, Rudd, & von Messling, 2007).



Durante las primeras 24 horas post-infeccion, la replicacion viral ocurre en
macréfagos y células B y T circulantes, después se distribuyen por via linfatica a
los nédulos linfaticos bronquiales y tonsilas(Carvalho et al., 2012; Vandevelde &
Zurbriggen, 2005). La replicacion viral primaria, conduce a una duradera y severa
inmunosupresiéon (Carvalho et al., 2012). Después de esta replicacion local, el
patdgeno se distribuye via linfatica y por sangre al tejido hematopoyético distante
durante la primera fase de viremia (Beineke et al., 2009). El virus una vez
replicado en el tracto respiratorio alto puede dirigirse a los pulmones y causar una
neumonia viral, o por sus efectos inmunosupresores en los pulmones dar origen a
infecciones  bacterianas. Las infecciones secundarias con Bordetella
bronchiseptica y micoplasmas son frecuentes y provocan bronconeumonia
supurativa que ponen en peligro la vida del canido (Chvala et al., 2007; Zachary
James F. & McGavin Donald, 2012). Ademas, puede presentarse como una co-
infeccion con otros virus tales como el CAV-2 (siglas CAV-2 del inglés “Adenovirus

Canino tipo 2”) (Damian et al., 2005; Rodriguez-Tovar et al., 2007).

Los primeros signos clinicos que podemos observar en los canidos domésticos,
son anorexia, depresion, letargo, y pérdida de peso. Fiebre transitoria ademas de
ligera linfopenia, pueden observarse 3 a 6 dias post-infeccidén y coincide con la
primer viremia que resulta en infeccion generalizada del tejido linfoide, bazo, timo,
nddulos linfaticos, médula 6sea, mucosa asociada al tejido linfatico (MALT, por sus
siglas en inglés) y macréfagos en la lamina propia del tracto gastrointestinal, asi

como en las células Kuppfer del higado (Beineke et al., 2009).

10



Después de la viremia, alrededor de 8 a 10 dias postinfeccién, CDV se disemina
via sanguinea y por fluido cerebroespinal al tejido epitelial y Sistema Nervioso
Central (SNC). Los Linfocitos infectado en el tejido epitelial, liberan gran cantidad
de virus favoreciendo la infeccién del tracto digestivo, respiratorio y urinario
(células epiteliales)(Carvalho et al., 2012; Von Messling, Milosevic, & Cattaneo,
2004). Algunas cepas durante la invasion masiva de la mucosa respiratoria y de
sus células epiteliales infectan neuronas receptoras cercanas y de forma
anterégrada, a través de sinapsis neuronales, alcanzan los nervios y bulbo
olfatorio, lugares donde comienza el proceso patolégico, diseminandose luego al
SNC (Rudd, Cattaneo, & von Messling, 2006). Alrededor del dia 28 postinfeccion,
la enfermedad se acompana con la presencia de viriones en el liquido
cefalorraquideo, explicando la gran cantidad de focos de desmielinizacién
ubicados bajo la piamadre en capas subyacentes del cuarto ventriculo, las
cortezas cerebral y cerebelar (Céspedes et al., 2010). Una segunda viremia ocurre
varias dias después, en donde con frecuencia observamos fiebre severa, y resulta
en infeccién del parénquima y células de todo el cuerpo (Carvalho et al., 2012).En
esta etapa, el resultado de la enfermedad y la severidad de los signos clinicos, son
muy variados, ya que depende de la virulencia de la cepa que este infectando, la
edad del paciente y el estado en que se encuentre su sistema

inmunolégico(Beineke et al., 2009; Carvalho et al., 2012; Martella et al., 2008).

Estudios realizados en hurones por Bonami, en el 2007, nos demuestra que la
cepa 5804P causa una enfermedad con una duracion de 2 semanas, pero no se

observan signos neurolégicos, mientras que la cepa A75, muestra un desarrollo
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mas prolongado en donde se observan signos neurolégicos (Bonami et al., 2007).
Sin embargo; si el perro muestra un sistema inmunoldgico fuerte, el virus se
elimina de los tejidos vy el animal se recupera completamente(Beineke et al.,
2009). En los perros, donde el sistema inmunoldgico no responde efectivamente,
el virus continda replicandose y se disemina rapidamente en todo el cuerpo y al

SNC (Martella et al., 2008).

2.2.2 Manifestaciones clinicas y hallazgos patolégicos de las infecciones por

CDV.

De acuerdo a las manifestaciones clinicas, podemos observar la presentacion
catarral y la presentacién neuroldgica, o una combinacién de ambas; también
denominada forma sistémica aguda, la cual se distingue con facilidad de la forma
cronica que involucra signos neurolégicos (Beineke et al., 2009). En la fase aguda,
el virus se puede encontrar en cualquier secrecion del cuerpo, ademas es
acompanada de varios signos clinicos tales como tos, disnea, secrecion nasal
purulenta, conjuntivitis; seguidos por signos gastrointestinales como diarrea y
vomito; ademas de sintomas cutdneos como pustulas que en ocasiones se
complican con infecciones bacterianas secundarias y disturbios neuroldgicos
(Beineke et al., 2009; Chvala et al., 2007). En algunos casos una mejora en la
respuesta inmune y un aumento en la produccion de anticuerpos neutralizantes
especificos del virus, puede promover la recuperacidn del paciente; sin embargo, a
pesar de la eliminacién del virus de los 6rganos principales y de la sangre

periférica, CDV puede persistir en ciertos tejidos, incluyendo la tvea, el SNC, los
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cojinetes plantares y los érganos linfoides (Beineke et al., 2009; Martella et al.,
2008). En perros, donde la repuesta inmune falla, se observa una replicacién
masiva del virus y una distribucién a través de todo el cuerpo, la replicacién del
virus en el SNC, trae como consecuencia una aguda desmielinizacion y la mayoria
de los canes, muere dentro de las 2 a 4 semanas postinfeccion (Martella et al.,
2008). La hipoplasia del esmalte dental y la hiperqueratosis de los cojinetes
plantares y la nariz, son signos que regularmente observamos en caninos que
sobrevivieron a una infeccion subclinica o subaguda (Martella et al., 2008). Los
signos nerviosos son diversos y progresivos e incluyen mioclonos, nistagmos,
ataxia y déficit en la reaccién postural (Amude, Alfieri, & Alfieri, 2007; Beineke et
al., 2009; Vandevelde & Zurbriggen, 2005).Temblores musculares involuntarios o
contracciones de los musculos y convulsiones precedidos de movimientos
masticatorios, son signos que se consideran tipicos de la infeccion por CDV
(Martella et al., 2008). Signos neuroldgicos se observan 40 a 50 dias Pl a
consecuencia de una desmielinizacion crénica inducida por CDV. El virus persiste
en el SNC y la enfermedad evoluciona de forma discontinua pero progresiva; a
pesar de esto, algunos perros se recuperan pero los movimientos involuntarios

persisten en ellos (Martella et al., 2008; Vandevelde & Zurbriggen, 2005).

Cuerpos de inclusion intracitoplasmaticos eosinofilicos estan presentes en las
células epiteliales de la piel, los bronquios, el tracto gastrointestinal, el tracto
urinario, el conducto biliar, las glandulas salivales, las glandulas adrenales,
nddulos linfaticos, bazo y SNC (Martella et al., 2008). Una bronquiolitis necrozante,

necrosis de tipo Il en neumocitos, neumonia intersticial y bronconeumonia
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supurativa son lesiones caracteristicas que se observan en pulmones de perros

con CDV (Damian et al., 2005).

2.3 Adenovirus Canino tipo-2.

El Adenovirus Canino (CAV, por sus siglas en inglés) pertenece al género
Mastadenovirus de la familia Adenoviridae (Chvala et al., 2007; Decaro, Martella,
& Buonavoglia, 2008). Son viriones sin envoltura, con perfil hexagonal, con
simetria icosahédrica, de 70 a 90 nm de diametro, con una fibra (glicoproteina)
que sobresale de cada vértice de la cépside (Maclachlan & Dubovi, 2010). El
genoma consiste en una sola molécula lineal de DNA de doble hebra, 26-45 kb de

tamano, con repeticiones terminales invertidas (Maclachlan & Dubovi, 2010).

El Adenovirus puede ser agrupado en dos serotipos distintos, pero relacionados.
CAV-1 es el agente etioldgico de la hepatitis canina, y CAV-2, el cual es el
responsable de la laringotraqueitis en perros (Bulut et al., 2013; Decaro et al.,
2008). Ambos tipos pueden ser recuperados de perros que sufren del CRC, pero
se encuentra con mayor frecuencia el CAV-2 (Benetka et al., 2006; Erles et al.,
2004). CAV-2 se caracteriza por desérdenes del tracto respiratorio con signos
clinicos como: faringitis, tonsilitis, traqueitis y bronquitis (Bulut et al., 2013). El
analisis de la secuencia completa del genoma de ambos, CAV-1 y CAV-2,
demostré6 que poseen una homologia de 75%, sin embargo tienen diferente
tropismo de tejido (CAV-2 con mayor tropismo para tracto respiratorio y en menor
grado el tracto digestivo) (Buonavoglia & Martella, 2007; Decaro et al., 2008; Hu et

al., 2001).
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2.3.1 Epidemiologia de las infecciones por CAV-2.

Los miembros de la familia Adenoviridae afectan a una gran variedad de
vertebrados, incluyendo mamiferos, peces, aves y reptiles (Bru, Salinas, &
Kremer, 2010). Los canidos como los perros, zorros rojos, lobos y coyotes, son

altamente susceptibles a infecciones por Adenovirus canino (Decaro et al., 2008).

La ruta de infeccién por CAV-2 es oronasal(Buonavoglia & Martella, 2007; Decaro
et al., 2008), el virus se replica en la superficie de las células de la mucosa nasal,
faringe, criptas tonsilares, células mucosas en la traquea y bronquios en las
glandulas peribronquiales, enlas célula del epitelio bronquiolar no ciliado y en las
células epiteliales alveolares de tipo 2 (Buonavoglia & Martella, 2007).
Conjuntamente, el virus, puede ser aislado de nddulos linfaticos y retrofaringeos,
asi como de estbmago e intestinos (Buonavoglia & Martella, 2007). El pico de la
infeccion se incrementa por 3 a 6 dias, Pl (Buonavoglia & Martella, 2007).
Posteriormente, la carga de virus disminuye rapidamente en relacién a la cantidad
de anticuerpos, asi que CAV-2 no puede ser aislado alrededor de 9 dias

posteriores a la infeccién (Buonavoglia & Martella, 2007).

EL CAV se ha detectado en canidos de distintos paises del mundo, se ha
encontrado en estudios epidemiolégicos su presencia de 2.9% en Japdn,
(Mochizuki et al., 2008); también fue reportado en un estudio postmortem por
Damian et al., realizado en México, encontrando en un 57% de los caso la
presencia de CAV, mientras que en 11% de los casos se observd co-infeccidn

entre CAV y CDV, y en 3% de los casos co-infeccion entre CPIV y CAV. Por otro
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lado, Rodriguez-Tovar, en el 2007, reporté en Monterrey, Nuevo Ledn, México un
caso de coinfeccion entre CDV y CAV-2. De la misma manera, Chvala et al.,
reporta un caso en Austria, donde se encontré de manera simultanea, CDV, CAV-
2 'y Mycoplasma cynos (Chvala et al., 2007; Damian et al., 2005; Mochizuki et al.,

2008; Rodriguez-Tovar et al., 2007).

2.3.2 Manifestaciones clinicas y hallazgos patoldgicos de las infecciones por CAV-

2

Los caninosque se infectan con CAV-2, generalmente presentan un cuadro clinico
agudo, sobre todo cuando se presenta de manera individual; éstos, generalmente
se recuperan espontdneamente sin mostrar signos de la enfermedad, y rara vez
termina con la muerte(Buonavoglia & Martella, 2007; Rodriguez-Tovar et al.,
2007); por otro lado, el cuadro clinico puede evolucionar a una neumonia bronco
intersticial con necrosis y exfoliacién del epitelio bronquiolar y alveolar, seguido por
una hiperplasia de los neumocitos de tipo 2, esto sucede generalmente, cuando
existe otro virus o bacteria de manera simultanea en el CRC (Buonavoglia &

Martella, 2007; Damian et al., 2005; Rodriguez-Tovar et al., 2007).

Hallazgos microscépicos, tales como, la presencia de grandes inclusiones
baséfilas en los nucleos bronquiolares, bronquiales y las células alveolares, son
cambios producidos por CAV-2, que pueden observarse de manera caracteristica
(Rodriguez-Tovar et al., 2007). De igual manera, es posible detectar antigenos de

CAV-2 y material genético en el nucleo del epitelio bronquial, en especial en
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aquellas células que contienen grandes inclusiones basoéfilas(Rodriguez-Tovar et

al., 2007).

Damian, et al., en el 2005, mediante un estudio retrospectivo, nos demuestra la
presencia de CAV-2, CDV, CPIV de manera individual, y en donde la asociacién
mas frecuente fue entre CPIV y CDV, en perros de la Cd. de México (Damian et
al., 2005); por otro lado, Rodriguez-Tovar reporta un caso, especificamente de la
Cd. de Monterrey en donde se encuentra CDV y CAV-2 de manera simultanea

(Rodriguez-Tovar et al., 2007).

2.4 Virus de la Influenza Canina

El virus de la influenza, pertenece a la familia Orthomyxoviridae. Esta familia se
subdivide en los virus de influenza A, B, C, Togotovirus e Isavirus (Salazar, Lopez-
Ortega, Leon-Avila, Ramirez-Gonzalez, & Castro-Mussot, 2010). Estos virus se
clasifican segun las caracteristicas antigénicas de dos de sus proteinas internas;
la proteina Matriz (M) y la Nucleoproteina (NP). Por otra parte dada la gran
variabilidad que posee el virus influenza tipo A, este se subdividio en subtipos
segun las caracteristicas antigénicas de las proteinas de superficie Hemaglutinina

(HA) y Neuraminidasa (NA).

El genoma del virus de la Influenza A estd contenido en 8 cadenas simples de
ARN, que codifican para 10 proteinas: los segmentos 1, 2 y 3 codifican para las
proteinas PB2, PB1 y PA, los cuales forman un complejo de ribonucleoproteina

con la proteina NP (codificada en el segmento 5), estas constituyen la ARN
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polimerasa dependiente de ARN viral (RdpR). El segmento 4 codifica para la
proteinahemaglutinina (HA). La proteina neuraminidasa (NA) se encuentra codifica
en el segmento 6 del ARN. El segmento 7 codifica para dos proteinas de matriz
(M1 y M2). Por ultimo el segmento 8 codifica dos proteinas no estructurales (NSt
y NS2) (Maclachlan & Dubovi, 2010; Salazar et al., 2010). Segun la variabilidad
de la hemaglutinina y la neuraminidasa se han descrito hasta la fecha 18 (HA) y

11(NA) subtipos (Tong et al., 2012).

Generalmente, los viriones del virus de la influenza son pleomérficas, de 80 a 120
nm de didmetro, cuya superficie posee alrededor de 500 espiculas radiales (de 10
a 14 nm) que se proyectan por la envoltura lipidica (Buonavoglia & Martella, 2007;

Salazar et al., 2010).

La influenza es una enfermedad altamente contagiosa la cual se encuentra
distribuida globalmente. Esta enfermedad se considera como la enfermedad
respiratoria de mayor importancia economica tanto para la salud animal como
humana(Buonavoglia & Martella, 2007). Los virus causantes de esta enfermedad
infectan y se mantienen en forma asintomatica en aves acuaticas silvestres, que
ocasionalmente se trasmiten a diferentes mamiferos causando infecciones
localizadas que pueden generar brotes de esta enfermedad, y en algunos casos
conducir a epizootias que pueden llegar a considerarse como panzootias en los
nuevos hospederos tal es el caso de la influenza HIN1 que emergié durante el
2009, la cual era una recombinante de cepas que habian infectado varios
hospederos (Hayward et al., 2010). Sin embargo el establecimiento de cepas a

nuevos hospederos por los diferentes subtipos de los virus de la gripe son poco
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comunes y solo se habian identificado en las aves de corral, cerdos, caballos y los
seres humanos(Crawford et al., 2005). Posteriormente se identificé la adaptacién
de un virus de influenza equina al perro (Canisfamiliaris), generando asi la cepa de
influenza virus especifica de canes, la cual se ha asociado a la fecha a la

enfermedad respiratoria aguda (Kirkland, Finlaison, Crispe, & Hurt, 2010) .

2.4.1 Epidemiologia del Virus de la Influenza Canina

El primer caso de influenza canina se documenté en EUA en el estado de Florida
durante el 2004 (Buonavoglia & Martella, 2007; Dubovi, 2010; Hayward et al.,
2010; Kirkland et al., 2010). A partir de ese aislamiento comenzaron a reportarse
en otros estados brotes de esta enfermedad respiratoria, extendiéndose a 11
estados en el 2005 alrededor de EUA, confirmandose solamente en perros
mascota(Buonavoglia & Martella, 2007; Hayward et al., 2010). Por otra parte se
creia que solo el subtipo H3N8 se encontraba circulante en la poblacién canina;
sin embargo en el 2010 se logrd identificar el subtipo H3N2 en China, en la
actualidad se ha diagnosticado el virus influenza canino en otro continente(D. S.
Song et al., 2011). En otros estudios se evalud la infeccidn de cepas altamente
patdgenas que podian infectar otras especies como lo es el H5N1 aviar, y el H1N1
pandémico, determinando la susceptibilidad de los perros por estos
subtipos(Giese et al., 2008). Por otra parte reportes anteriores mostraron la
susceptibilidad a la infeccion por del virus influenza equino H3N8 en perros galgos,
especulando asi la transmision entre especies directamente de los caballos

(Equuscaballus) y facilitado por el contacto directo a los diferentes ambientes
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(Crawford et al., 2005). A pesar de que existe una vacuna en EUA, estudio de
seroprevalencia indican que este subtipo viral no solo sigue circulando en esta
poblacion, si no que se ha transmitido a diferentes perros mascota en los Estados
Unidos de América (Boonsuk et al.,, 2008). Por otra parte nuevos estudios
moleculares y serolégicos mostraron la transmision esporadica y la infeccién por
cepas asintomaticas de perros con el subtipo de influenza humana H3N2.
Posteriormente estudios enCorea revelaron la transmisién a los perros de este
mismo subtipo pero de origen aviar, que logro dispersarse alrededor del sur de
Corea durante mayo a diciembre del 2007, comprobando experimentalmente que
se podia realizar la transmisién directa entre perros por este subtipo (D. S. Song et
al., 2011). Finalmente estudios de laboratorio mostraron una alta susceptibilidad
de estos hospederos por el subtipo H5N1, mostrando rapidamente los diferentes
sintomas (Giese et al.,, 2008). Aunque no existe evidencia que sostenga la
transmision de los subtipos H3N2 humano y H5N1 aviar hacia los perros, a la
fecha se ha determinado que al menos los subtipos de influenza H3N8 equino y
H3N2 aviar son capaces de adaptarse en la poblacién canina y son los que
actualmente se encuentran en circulacién en América, Asia y Europa (Giese et al.,
2008; Harder & Vahlenkamp, 2010; Kirkland et al., 2010; D. S. Song et al., 2011;

Wang et al., 2013).
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2.4.2 Manifestaciones clinicas y hallazgos patoldogicos del Virus de la

Influenza Canina

Dos diferentes formas clinicas han sido descritas, la forma leve, es la que se
presentaen perros en la mayor parte de los casos; en esta forma clinica, los
caninospadecen de una fiebre inicial leve, secrecion nasal (en un principio clara y
puede volversemucopurolenta), anorexia, letargia; puede presentarse
posteriormente una tos (con duracién de 10 a 30 dias), sin embargo la mayoria de
los canidos se recuperan alrededor del dia 14 (Buonavoglia & Martella, 2007;
Dubovi, 2010; Dubovi & Njaa, 2008).Debido a que el cuadro clinico que presentan
los perros infectados solamente con el Virus de Influenza Canina, es muy parecido
al que presentan los caninoscon CRC, es necesario su confirmacién en el

laboratorio (Mochizuki et al., 2008).

En sb6lo 5% de los casos se ha observado la muerte de manera hiperaguda, por lo
tanto, se asocia con la forma severa de la enfermedaddonde la muerte se produce
por hemorragia en el tracto respiratorio, y el cuadro clinico inicia con una fiebre
alta (40 a 41°C) acompanada de un aumento en la frecuencia respiratoria
(Buonavoglia & Martella, 2007). En la examinacidén postmortem de esos pacientes,
se pudo observar hemorragia extensa en pulmones, mediastino, cavidad pleural;y
en la examinacion histolégica del tracto respiratorio, se revelan datos como,
traqueitis, bronquiolitis, bronquitis y bronquioneumonia supurativa (Buonavoglia &

Martella, 2007; Crawford et al., 2005).
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2.5 Virus de la Parainfluenza Canina.

El Virus de Parainfluenza Canina, pertenece al género Rubulavirus de la familia
Paramyxoviridae, agrupada en el orden de los Mononegavirales (Buonavoglia &
Martella, 2007; Chen et al., 2012).Estos virus pertenecen a un grupo de patégenos
asociados al tracto respiratorio afectando diferentes especies incluido el humano
alrededor del mundo (Buonavoglia & Martella, 2007). El virus 5 del simio fue el
primer virus en ser aislado de las células del mono pero ahora es sabido que el

perro es el huésped natural primario de este virus (Maclachlan & Dubovi, 2010).

El virus, fue aislado por primera vez a finales de 1960, de perros de laboratorio
con enfermedad respiratoria del tracto superior (Buonavoglia & Martella, 2007);
estudios posteriores revelaron la presencia del virus CPV en gran numero de
canes, detectando co-infecciones constantes con Bordetella bronchiseptica
(Buonavoglia & Martella, 2007; Erles et al., 2004; Mochizuki et al., 2008).EI término
“Parainfluenza” fue asignado posteriormente al descubrimiento del virus influenza,
designandose asi por la similitud de los sintomas que presentaban los individuos
infectados. Por otra parte este virus posee la actividad de hemaglutinacién asi
como el de la lisis del acido sialico por la actividad de la neuraminidasa

(Buonavoglia & Martella, 2007).

El Virus de Parainfluenza posee un genoma de RNA de una sola cadena con
polaridad negativa (Chen et al.,, 2012), el cual mide alrededor de 15000
nucleétidos (Buonavoglia & Martella, 2007). Las proteinas del virion incluyen tres

proteinas de la nucleocapside; una proteina de uniébn al ARN (N), una
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fosfoproteina (P), una proteina de una polimerasa grande (L) y tres proteinas de la
membrana; una proteina de matriz no glicosilada (M), y dos proteinas de la
envoltura glicosiladas proteina, una fusién (F) y una proteina de fijacién, siendo
este Ultimo un hemaglutinina - neuraminidasa (HN) o una glicoproteina G que no
tiene ni las actividades hemaglutinantes ni de la neuraminidasa (Maclachlan &

Dubovi, 2010).

2.5.1 Epidemiologia de las infecciones por el Virus de la Parainfluenza Canina

El virus generalmente se transmite por aerosoles; es altamente contagioso y se
disemina con mayor facilidad cuando los perros se encuentran en confinamiento;
de tal manera que centros de entrenamiento, tiendas de mascotas e incluso
hospitales veterinarios, son susceptibles, debido al contacto estrecho entre los

perros (Buonavoglia & Martella, 2007; Weese & Stull, 2013).

El periodo de incubacién del virus es de 3 a 10 dias (Maclachlan & Dubovi, 2010),
y lo perros infectados, continuan secretando el virus 8 a 10 dias posteriores a la
infeccion, siendo el momento idéneo para el contagio (Buonavoglia & Martella,
2007), generalmente esto inicia antes de que aparezcan los signos de la

enfermedad (Weese & Stull, 2013)

La infeccidn se limita al tracto respiratorio alto, ya que el virus no se replica en
macréfagos (Greene & Addie, 2008), afectando a perros a partir de las dos
semanas de edad (Buonavoglia & Martella, 2007). El virus se replica en células de

la mucosa nasal, faringe, traquea y bronquios (Buonavoglia & Martella, 2007).
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2.5.2 Manifestaciones clinicas y hallazgos patoldgicos de las infecciones por

CPIV.

Los sintomas aparecen generalmente entre los 2 y los 8 dias PI, y generalmente
duran menos de 6 dias, a menos de que haya infecciones secundarias por
bacterias (Buonavoglia & Martella, 2007; Weese & Stull, 2013). Los sintomas mas
comunes son descarga nasal, faringitis, tonsilitis y tos seca, la fiebre es un signo
poco frecuente en esta infeccién (Buonavoglia & Martella, 2007; Weese & Stull,
2013). Normalmente la sintomatologia es subclinica (Buonavoglia & Martella,

2007).

En perros infectados de manera experimental, se han podido observar
hemorragias petequiales en los Iébulos del pulmén entre el dia 3 y el dia 8
postinfeccién (Buonavoglia & Martella, 2007). Antigenos del CPIV han sido
reportados presentes en el epitelio bronquial, lo cual concuerda con la patogénesis

de la enfermedad (Damian et al., 2005).

La vacuna con virus atenuado contra CPIV se encuentra actualmente en uso, y la
vacunacién parenteral en combinacion con otros antigenos ayudan a controlar la
enfermedad y disminuir la severidad de los sintomas; sin embargo, el control de la
poblacion, adecuada ventilacién y mantener una higiene estricta, son factores de
suma importancia para evitar la diseminacién del virus (Buonavoglia & Martella,

2007).
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3. MATERIAL Y METODOS.

3.1 Material

3.1.1 Equipos

Campana de flujo laminar clase Il ThermoSientific 1300 SERIES A2.

Cabina para PCR, UVP UV2 SterilizingPCRcabinet.

Centrifuga refrigerada, y rotor para tubos de 15ml y de 2 ml Labnet
HERMLE Z300K.

Béascula digital, Denver Instrument APX-200.

Homogenizador, DaiggerVortexGenie 2 Cat No. 3030a.

Termociclador, AxygenMaxygene.

Refrigerador 2 - 4°C.

Ultra congelador de -20°C.

Tanque de criopreservacion (nitrégeno liquido).

Bloque térmico

Camara de electroforesis Labnet International, Inc. Enduro
ElectrophoresisSystem.

Micropipetas (1000/100 pl); (200/20 pl); (100/10 pl); (10/0.5 pl)

Histoquinete LEICA TP 1020

Bafio de flotacién BOEKEL

Estufa Bacteriolégica J.M Ortiz

Microtomo MICRUM HM 315

Histoquinete LEICA TP 1020

Bario de flotacion BOEKEL
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3.1.2

3.1.3

Estufa Bacteriologica J.M Ortiz
Microtomo MICRUM HM 315
Canastillas de tincién
Casettess

Tabla para cortar

Colador

Mango de bisturi con hoja #4

Material biologico.

Vacuna Vanguard® Plus 5 L4 (Virus vivo modificado y virus muerto. Cada
dosis contiene un minimo de 10%° TCIDs, de virus del Distemper Canino,
10%* TCIDsy del Adenovirus Canino tipo 2, 10°°TCIDsy de virus de la
Parainfluenza Canina, CPV 1072 TCIDs, de Parvovirus canino, 600
Unidades Nefeloméricas (UN) deL. Canicola, 600 UN de L.
icterohaemorrhagiae, 600 UN de L. grippotyphosa y 600 UN de L. Pomona)
Fluvac Innovator EHV 4/1 (Virus Inactivado de Influenza Equina, Tipo A2
(cepa Kentuky 97); Rinoneumonitis Equina Tipo 1; Rinoneumonitis Equina

Tipo 4). Producto de Laboratorios Pfizer.

Reactivos, estuches comerciales y enzimas.

AxyPrepBody Fluid Viral DNA/RNA Miniprep Kit.

SuperScript® 1l One-Step RT-PCR SystemwithPlatinumTag DNA
Polymerase (Invitrogen®).

Kit Platinum® PCR SuperMix (Invitrogen®).
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3.14

Marcador de peso molecular para ADN: (1 kb o 100 pb DNA ladder;

Fa.Gibco)

Reactivos y consumibles para la extraccion de ARN/ADN a partir de
muestras clinicas.
AxyPrep™ Body Fluid Viral DNA/RNA Miniprep Kit (AxygenBioscience).

o Buffer V-L (lisis viral).

o Buffer V-N (precipitacién de proteinas)
o Buffer W1A concentrado (para lavado)
o Buffer W2 concentrado (

o Buffer TE libre de nucleasas.

o Columnas de miniprep.

o Tubo para microcentrifuga de 1.5 ml.

o Tubos para microcentrifuga de 2 ml.

Nitrogeno liquido

Tubos de polipropileno de microcentrifuga.
Puntillas desechables para micropipeta con filtro de 10 y 200 pl.
Puntillas desechables sin filtro 100 y 1000 pl.

Reactivos y consumibles para RT-PCR, PCR y electroforesis.

Agua ddDEPC: H20 estéril, libre de nucleaseas incluido en el kit de RT-
PCR onestep Kit AccessQuick™ de PROMEGA®.

Agua ddPCR: H20Odoblemente desionizada (bidestilada) y esterilizada en
autoclave para RT-PCR (Roche).

SuperScript® Il One-Step RT-PCR SystemwithPlatinumTag DNA
Polymerase (Invitrogen®).

Kit Platinum® PCR SuperMix (Invitrogen®).

Solucién de agarosa: 1.5% (w/v) en buffer SB.
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= Buffer para electroforesis ADN/ARN: SB 1X (.0.30915% Acido bérico,
0.03% NaOH)

» Marcador de peso molecular para ADN: (1 kb o 100 pb DNA ladder;
Fa.Gibco)

= Buffer SB 1X (buffer de electroforesis).

» 6x Loading buffer with Gel Red 300 pl, (GenScript)

3.2 Metodologia de la investigacion
3.2.1 Lugar de trabajo.

Las muestras fueron analizadas en el Departamento de Virologia y en el
Departamento de Patologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de
la UANL. En el caso de las muestras de Influenza Canina, se procesaron en el

Departamento de Virologia de la Facultad de Biologia de la UANL.

3.2.2 Obtencion y tipos de muestras.

El material de muestra utilizado para la deteccién de fragmentos de genoma en
este estudio fue: hisopado conjuntival y nasal de perros con sintomatologia
sugerente del complejo respiratorio canino, que no hubieran sido vacunados en las
ultimas tres semanas contra los Virus de Distemper Canino, Adenovirus Canino
Tipo 2 o Parainfluenza Canina. Asi mismo se tomaron hisopos de cavidad nasal y
de conjuntiva asi como fragmentos de tejidos (traquea y pulmén) de distintas

areas en animales que perecieron por infeccidbn respiratoria aguda. Dichas
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muestras fueron solicitadas en clinicas de Monterrey y su area metropolitana,
durante el periodo de Enero del 2013 a Marzo del 2014; cabe mencionar que el
namero total de muestras obtenidas estuvo sujeto a la presentacion de casos
clinicos en la zona, y al interés del médico por conocer los agentes virales

involucrados en la presentacion del problemas respiratorio de sus pacientes.

Al médico se le proporciond hisopos estériles, tubos cénicos de 15 ml con solucién
salina fisioldgica y jeringas estériles de 3 ml para colectar las muestras, ademas
de una encuesta (adjuntada en anexos) que proporciona datos para la
investigacién e indicaciones por escrito de los pasos para recolectar y almacenar
la muestra de manera correcta hasta su traslado al laboratorio. Las muestras

fueron trasladadas en frio y evitando periodos prolongados de transporte.

3.2.3 Extraccion de Acidos Nucleicos (ARN/ADN).

El aislamiento del genoma viral (ARN y ADN) se llev6 acabo utilizando el kit para
extraccion simultanea AxyPrep™ Body Fluid Viral DNA/RNA MiniprepKit
(AxygenBioscience), siguiendo las recomendaciones del fabricante. EI ARN/ADN

viral obtenido se conservo a -20°C hasta su uso.

3.2.3.1 Extraccion de ADN/ARN a partir de hisopado nasal y conjuntival.

Las muestras fueron tomadas por los clinicos y conservadas en solucion salina
fisiolégica de tal manera que el hisopo con que se toma tal muestra estuviera
cubierto por dicha solucion, estos hisopos se conservaron a 4°C y fueron enviados

a laboratorio en menos de 24 h. Una vez en el laboratorio se agitaron
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vigorosamente estos hisopos por medio de un vortex para que las células que se
encontraban en el hisopo quedaran inmersas en la solucién salina fisiol6gica. Una
vez agitado el tubo por 5-10 minutos se elimind el hisopo y la muestra se procesé

inmediatamente, o bien se conservd a -20°C hasta su uso.

Para extraer los acidos nucleicos a partir de estas solucion salina, se colocaron
200ul de muestra, 100ul de la muestra de hisopado nasal y 100ul de la muestra de
hisopado conjuntival en un tubo para microcentrifuga de 1.5 ml. Se afiadieron 200
ul del buffer V-L, se homogenizaron con ayuda del Vortex y se incubaron a
temperatura ambiente durante 5 minutos. A la mezcla antes sefialadase agregaron
75 ul del buffer V-N, se mezclaron con ayuda del Vortex y se centrifugaron a
12,000rpm por 5 minutos. El sobrenadante claro de este tubo se transfirié a un
tubo de 2 ml y se afiadieron 250 ul de alcohol (isopropanol + 1% de Ac. Acético) y
se mezclaron con ayuda del Vortex. Se transfirié el contenido del tubo en una
columna y se centrifugo a 6000 rpm por un minuto. Se deseché el filtrado y la
columna se colocé sobre un tubo estéril de 2 ml, se agregaron 500 ul del buffer
W1A en la columna incubandola a temperatura ambiente durante un minuto, para
después centrifugar a 12,000 rpm por un minuto. Se eliminé el filtrado y se colocé
la columna en el tubo, se agregan 800uldel buffer W2, centrifugando
posteriormente a 12,000rpm por un minuto. Se descarto el filtrado y se repite el
centrifugado a 12,000 rpm para remover los residuos del buffer de lavado. La
columna se trasfirié a un tubo estéril1.5 ml y se agregaron 50ul de buffer TE (libre

de nucleasas) para eluir el ARN/ADN viral, se realizdé una incubacion durante 1
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minuto a temperatura ambiente. Por dltimo, centrifugamos durante 1 minuto a

12,000 rpm, se desecho la columna y el filtrado se conserva a -20°C hasta su uso.

3.2.4 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

3.2.4.1 Seleccion de oligonucledtidos.

Los oligonucleotidos utilizados en esta tesis se muestran en la tabla 1. Estos
oligonucledtidos fueros seleccionados de distintos reportes cientificos y a

continuacioén se describen.

Se realiz6 un PCR para la deteccion del Adenovirus Canino tipo 2, utilizando los
oligonucleétidos CAV-F1 y CAV-R1 publicados por Erles (Tab. 1); estos
oligonucledtidos flanquean un segmento de 245 pb del gen que codifica para la

proteina F (Erles et al., 2004)

Para la deteccién del genoma del Virus de Distemper Canino se utilizaron los
oligonucleétidos para amplificar un fragmento del gen que corresponde a la
proteina N del CDV, amplificando estos un fragmento de 427 pb como producto
del RT-PCR y para el PCR anidado un segmento de 149 pb (Kbénig, 2004.). La
secuencia de los oligonucleoétidos para el RT-PCR y el PCR anidado se muestran

en latabla 1.

Se establecié6 ademas un RT-PCR y PCR anidado para la deteccién del Virus de
Parainfluenza Canina. ElI amplificado corresponde a un fragmento del gen que
codifica para la proteina SV5, utilizandose los oligonucleétidos reportados por

Erles que amplifican un fragmento gendmico de 667 pb para el producto del RT-

31



PCR y de 182 pb para el PCR anidado (Erles et al., 2004). La secuencia de los

oligonucleétidos se puede consultar en la tabla 1.

En el caso del Virus de la Influenza, se utilizaron los oligonucleétidos disefiados
en el laboratorio de Virologia de la Facultad de Biologia (UANL),FLU M1 F y FLU
M1 R; los cuales corresponden a la region M1 del gen 7. EL gen 7 es uno de los
genes mas conservados del virus, el cual mide cerca de 1029 pares de bases, sin
embargo solo la regiéon de 775 pares de bases correspondiente a M1 es la que se
emplea para la tipificacion ya que en la otra region la cual corresponde a M2 es
muy variable. Para el PCR anidado, se utilizaron los oligonucleétidos sugeridos
por la OMS M30F2/08 y M264R3/08(WHO, 2009), los cuales amplifican un

fragmento genémico de 244pb. Ambos aparecen en la tabla 1.
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Tabla 1. Oligonucledtidos utilizados para la deteccion de virus asociados al CRC en canidos del area
metropolitana de Monterrey, N.L.

Nombre del femane
. e Secuencia5'a 3' del Referencia
oligonucledtido amplicon
CAV.2 Gen de la CAV F1 5' TGTCAACAAGGTTTTGTCTTTT 3' sentido 254 pb (Erles, 2004)
proteina F CAV R1 5' TTTTCAAGGGAGGTGCGT 3' antisentido
N6 5' CGACTCGGAGATGAGAAGGTG 3' sentido 427 pb
cov Gen de la N7 5' CAATGGGTAGGACCCTGCAC 3' antisentido (Kénig, 2004.)
proteina N N8 5' GATCCCCAGGGAACAAGCC 3' sentido 142 pb
N9 5' TCCGGAAAACTCATGCAACC 3' antisentido
PNP1 5' AGTTTGGGCAATTTTTCGTCC 3' sentido 667 pb
CPIV SV-5 PNP2 5' TGCAGGAGATATCTCGGGTTG 3' antisentido (Erles, 2004)
PNP3 5' CGTGGAGAGATCAATGCCTATGC 3' sentido 182 ob
PNP4 5' GCAGTCATGCACTTGCAAGTCACTA3' antisentido P
el FLUM M1F 5-CACGGATCCAAGATGAGTCTTCTAACCGAG-3 sentido 775 pb No reportados
clv Gen e FLUM M1R 5-CACGTCGACAGGATCACTTGAATCGCTGCA-3' antisentido
segmento 7 M30F2/08 5-ATGAGYCTTYTAACCGAGGTCGAAACG-3’ sentido 244 ob (WHO, 2009)
M264R3/08 5-TGGACAAANCGTCTACGCTGCAG-3' antisentido P ’
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3.2.4.2 Controles positivos y negativos.

Como control positivo se extrajo ARN a partir de la cepa vacunal del Virus de
Distemper Canino, y del Virus de Parainfluenza Canina; ademas se extrajo ADN a
partir de la cepa Adenovirus Canino; esto fue obtenido de la vacuna comercial
Vanguard® Plus 5 L4 (Pfizer). Para estos virus no se especifica en la vacuna el
tipo de cepa que se incluye en la misma. Solo se especifica la cantidad de virus de
cada tipo incluida, de la siguiente manera. Cada dosis contiene un minimo de
103.5 TCID50 de Virus del Distemper Canino, 103.4 TCID50 del Adenovirus
Canino tipo 2, 105.5TCID50 de Virus de la Parainfluenza Canina, CPV 107.2

TCID50 de Parvovirus canino.

En el caso del virus de la Influenza, se utiliz6 la extraccién de la cepa vacunal
equina Kentuky 97, a partir de la vacuna comercial Fluvac Innovator EHV 4/1
(Zoetis), esto debido a la relacion filogenética que existe entre las cepas, canina y

equina. Como control negativo se utilizé agua estéril.

3.2.4.3 Reaccion en Cadena de la Polimerasa para virus DNA y PCR anidado

Para el PCR de Adenovirus tipo 2 y el PCR Anidado se utiliz6 el estuche comercial
de Invitrogen ™ Platinum ® PCR SuperMix; el cual contiene 22 U/ml de un
complejo recombinante de Tag ADN polimerasa, 22 mM Tris-HCL (pH 8.4), 55mM
KCL, 1.65 mMMgCI2, 220 uM dGTP, 220 uM dATP, 220 uM dCTP vy

estabilizadores.
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3.2.4.3.1 Reaccion en Cadena de la Polimerasa para CAV-2.

Para diagnosticar el Adenovirus Canino tipo 2 se realiz6 un PCR, utilizando los
oligonucledtidos CAV-F1 y CAV-R1. El volumen por reaccion consistié en 26.25
ul; donde se colocan 25 picomoles por reacciéon de cada primer (0.25 ul de una
concentracion de 100uM de cada oligonucle6tido), 23.25 pl de PCR SuperMix (22
U/ml de un complejo recombinante de Tagq DNA polimerasa con Platinum® Taq
Anticuerpos, 22 mM Tris-HCL (pH 8.4), 55mM KCL, 1.65 mMMgCI 2, 220 uM
dGTP, 220 uM dATP, 220 uM dCTP vy estabilizadores), y por ultimo 2.5 de la
extraccion de DNA; mediante 30 ciclos de PCR (95°C-1 min, 52°C-1 min y 72°C-

1 min)se logr6 el amplificando de un producto de 254 pb (Erles et al., 2004)

3.2.4.4 Transcripcion Reversa- Reaccion en Cadena de la Polimerasa (RT-PCR)

El RT-PCR se realiz6 en un solo paso mediante el uso del estuche comercial
“SuperScript® Il One-Step RT-PCR withPlatinum® Taq DNA Polymerase” el cual
pertenece a la compafia Invitrogen™. El estuche contiene una mezcla de buffer
2X Reaccion Mix (el buffer contiene 0.4 mM por cada dNTP, 3.2 mM MgSO4), la
enzima transcriptasa reversa (RT) y la Tag-polimerasa “SuperScript™ I

RT/Platinum® TagMix.

3.2.4.5 RT-PCR y PCR anidado para el diagndstico del Virus de Distemper Canino.

En el caso de CDV para el RT-PCR, los oligonucleétidos utilizados fueron CDVNG6

y CDVN7. El fragmento genomico amplificado corresponde a una region de la
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proteina N del CDV amplificando de 427 pares de bases (Kdnig, 2004.); el cual se

observa en la Figura 2.

Para realizar el procedimiento se colocaron en un microtubo para PCR de 0.2ml
ambos oligonucleétidos a una razén de 25 picomoles cada uno (1.5 ul de 16.66
UM de los oligonucleétido CDV-N6 y CDV-N7) y 1.5 ul de agua para PCR, a esta
premezcla se agregaron 2.5 pl del ARN, llevandose a cabo un proceso de
desnaturalizacién inicial de 94°C durante 3 minutos, seguido de un enfriamiento a
4°C. Posteriormente se agreg6é al tubo de PCR con la muestra previamente
desnaturalizada, la cantidad 12.5 pl del buffer 2X Reaccion Mix (0.4 mM de cada
dNTP y 2.4 mMMgSO4), 0.5 ul RT/PlatinumTagMix, 5 ul de Agdd, obteniendo un

volumen total de 25 pl por reaccién.

La retrotranscripcion se llevo a cabo en un ciclo de 50°C por 30 min y 94°C por 1
min, para inactivar la RT, seguido de 30 ciclos de PCR (94°C-30 seg, 55°C-30 segq,

y 72°C-30 seg).

Para CDV se realiz6 un PCR Anidado, en el cual se utilizaron los oligonucleétidos
N8 y N9. El fragmento genémico amplificado corresponde a una regién de la
proteina N del CDV de 149 (Kénig, 2004.). El volumen por reaccién consistié en
26.75 pl, de los cuales 22.5 pul fueron de PCR Super Mix (22 U/ml de un complejo
recombinante de Taq ADN polimerasa, 22 mM Tris-HCL (pH 8.4), 55mM KCL,
1.65 mMMgCI 2, 220 uM de cada dNTP, y estabilizadores), 25 picomoles de los
oligonucleétidos N8 y N9 (1.5 ml de 16.66 uM de oligonucleétidos N8 y N9), asi

como 1.25 pl del producto del RT-PCR. Este mix se sometié al programa de un
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ciclo de desnaturalizacion a 94°C por 2 minutos, y 30 ciclos para la PCR (94°C -
30 seg., 55°C - 30 seg, y 72°C - 30 seg); seguido de una extension final a 72° por

5 minutos y a 4°C por 30 segundos para evitar evaporacion de la muestra.

3.2.4.6 RT-PCR y PCR anidado para el Virus de la Parainfluenza Canina.

Para CPIV, los oligonucledtidos utilizados fueron PNP1 y PNP2 el amplificado
corresponde a un fragmento del gen de la proteina SV5 de CPVIque amplifican un
fragmento gendmico de 667 pb; dichos oligonucleétidos fueron reportados por
Erles en el 2004 (Erles et al., 2004). Para la reaccion del RT-PCR para el virus de
CPV se agerearon a un tubo de PCR de 0.2ml los oligonucleotidos PNP1, PNP2 a
una razén de 25 picomoles (0.25 pl de cada primer de una concentracién de 100u
de cada iniciador), 4 pl de Agdd, 2.25 pl de la extraccién del ARN. Se llevé a cabo
una desnaturalizacion inicial a 94°C durante 3 minutos seguido de un enfriamiento
a 4°C. Posteriormente se colocaron en el tubo 12.5 pl del buffer 2X Reaccion Mix
(0.4 mM de cada dNTP y 2.4 mMMgSO4), 0.5 pl del RT/PlatinumTagMix y 5 pl de
Aqgdd, dando un volumen total de 24.75 pl por reaccién. Para CPIV se realizd una
desnaturalizacién inicial (94°C-3 min) de la muestra previa a la adicién de la
transcriptasa reversa, una vez anadida la enzima con su respectivo buffer se llevd
a cabo un ciclo de 50°C por 30 min. (retrotrascripcion) y 94°C por 30 seg. para
inactivar la RT, seguido de 30 ciclos de PCR (95°C-1 min, 55°C-40 seg, y 72°C-1
min), con una extension final de 72°C por 10 min, amplificando un fragmento de

667 pares de bases (Erles et al., 2004)
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En el caso de CPIV, se realiz6 un PCR Anidado, utilizando los oligonucleétidos
PNP3 y PNP4, el amplificado corresponde a un fragmento del gen de la proteina
SV5 de CPVI que amplifican un fragmento gendémico de 189 pb (Erles et al.,
2004); en donde el volumen total por reaccién fue de 24.25ul. Se incluyeron los
oligonucleétidos PNP3 y PNP4 a una razén de 25 picomoles por reaccién (0.25pl
de una concentracion de 100 uM de cada iniciador), ademas de 22.5 ul de
SuperMix (22 U/ml de un complejo recombinante de Tagq ADN polimerasa con
Platinum® Taq Anticuerpos, 22 mM Tris-HCL (pH 8.4), 55mM KCL, 1.65 mMMgClI
2, 220 uM dGTP, 220 uM dATP, 220 uM dCTP vy estabilizadores), asi como1.25
del producto de la RT, llevando a cabo un proceso de desnaturalizacién 94°C por
2 minutos, posteriormente 30 ciclos de PCR (95 °C durante 1 minuto, 55 °C por 40
seg, y 72°C por 1 minuto) y una extensién final de 72°C por 10 minutos y por

ultimo, la temperatura disminuye a 4°C.

3.2.4.7 RT-PCR y PCR Anidado para el Virus de la Influenza Canina.

Los oligonucledtidos FLUM1F y FLUM1R, disefiados en el Laboratorio de
Virologia de la Facultad de Biologia (UANL) fueron los seleccionados para el
diagnéstico de CIV, y el volumen inicial utilizado para cada reaccién, consistio en
0.5ul de una concentracion de 10 pM de cada oligonucleétido (FLUM1F, FLUM1R)
y 5ul de ARN, con un volumen inicial total de 6pl, realizando una desnaturalizacién
inicial de 5 minutos a 65°C y un enfriamiento a 4°C. Después se agregé a la
reaccion 12.5 del buffer 2X Reaccion Mix (0.4 mM de cada dNTP y 2.4 de

mMMgSO4), 6 ul de Agua Mq, 0.5 pl del RT/PlatinumTagMix, quedando un
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volumen total de 25 pl por cada reaccion. Para CIV se realiz6 un ciclo de
50°C/30min y 94° C/2 min (retrotranscripcion) y 94°C/5 min para inactivar la
enzima, seguido de 40 ciclos de PCR (94°C/30seg, 50°C/30seg y 68°C/60seq), y

una extensién final de 68°C por 5 minutos. Para esperar un producto de 775 pb.

Para incrementar la sensibilidad del diagnéstico se realizé un PCR anidado con los
oligonucleétidos reportados por la OMS M30F2/08 y M264R3/08 a una razén de
0.5 ul de una concentracion de 10uM de cada iniciador)(WHO, 2009); se
agregaron ademas 22.5 ul de SuperMix (22 U/ml de un complejo recombinante de
Taq ADN polimerasa con Platinum® Taq Anticuerpos, 22 mM Tris-HCL (pH 8.4),
55mM KCL, 1.65 mMMgCI 2, 220 uM dGTP, 220 uM dATP, 220 uM dCTP y
estabilizadores) y 1.5 ul del ADN amplificado en el RT-PCR, utilizando un volumen
final por reaccion de 25ul. Los tubos de PCR se sometieron a el siguiente
protocolo de PCR en un termociclador de la marca axigen, desnaturalizacion
95°C/5min, y 40 ciclos de 94°C/30seg, 50°C/30seg, 72°C/60seg y una extensién

final de 72°C/15min. Amplificando un producto de 244 pb(WHO, 2009)

3.2.5 Analisis de los resultados de las muestras clinicas de caninos del area
metropolitana de Monterrey.

Los resultados de las muestras al PCR, RT-PCR/PCR anidado fueron analizadas

en distintas categorias de acuerdo a los datos obtenidos en la encuentra que

acomparfiaba cada muestra. Las categorias que se analizaron fueron:

e Protocolo de vacunacion (protocolo completo, parcial o nulo)

e Distribucion de las muestras segun el municipio
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e Edad de los caninos

e La sintomatologia que presentaban los caninos

Para el estudio estadistico y epidemiologico de las distintas categorias en que se
analizaron las muestras se utilizo6 el programa epidemiolégico Win Epi: Working in
Epidemiology (de Blas, Facultad de Veterinaria, Universidad de Zaragoza © 2006),

calculando para estas la relacién entre proporciones, Ch? y el valor de P.

3.2.6 Histopatologia de canidos con Complejo Respiratorio Canino
3.2.6.1 Seleccion de canidos para el proceso de histopatologia.

Para estudiar los tipos de muestra mas adecuados para realizar el diagnéstico de
enfermedades virales en canidos con sintomatologia respiratoria sugerente de
CRC se realizaron pruebas de distintas areas del tracto respiratorio alto (hisopado
nasal y conjuntival) y bajo (traquea, bronquios y parénquima pulmonar). En este
estudio se tomaron muestras de 5 céanidos que fallecieron o que fueron
eutanasiados por problemas respiratorios. A partir de estas muestras se realizaron
necropsias con su respectivo estudio histopatolégico y pruebas moleculares (RT-

PCR y PCR anidado) para los virus que se estudiaron en esta investigacion.

El caso numero 1 fue asignado a una cachorra de 3 meses de edad, raza Pastor
Belga Malinois, de nombre Kimy, cuya muestra fue recibida el 14 de diciembre del
2013; la cual fue adquirida en un puesto de venta para mascotas informal, al
cliente le fue informado que la cachorra contaba con una aplicacién de vacuna
polivalente y dos dosis de desparasitacion, sin embargo, no se le entregé cartilla
como comprobante de la misma. Los duefios comentaron que desde que
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adquirieron a la mascota, ésta defecaba con moco y la consistencia de las heces
variaba, de sélida a pastosa. Comentaron que donde lo adquirieron, les otorgaron
una muestra del alimento que el cachorro estaba consumiendo y ellos habian
continuado dandole el mismo, sin embargo, las heces continuaron teniendo
variacién en la consistencia, empeorando aun mas conforme pasaba el tiempo. Al
momento de la consulta el paciente presentaba sintomatologia de diarrea mucosa
con estrias de sangre, se realiz6 un examen coproparasitoscépico, dando un
resultado de positivo a Giardia spp. y Eimeria spp., se prescribidé Metronidazol y
Sulfas con Trimetoprim durante 10 dias, acudié a su revaloracién una semana
después de terminado el tratamiento, se repitié el examen de excremento y el
resultado fue negativo, pero en esta ocasidn el paciente presenté abundante
lagana color verdosa y moco, el propietario comentd que empezd con los sintomas
hacia aproximadamente 5 dias, en la auscultacién se percibieron pulmones
congestionados y se aprecié dificultad respiratoria, se observaron también
tremores musculares involuntarios en el area de la cabeza y los miembros
traseros, ademas de evidente pérdida de peso. Se sugirid realizar la prueba rapida
de diagnéstico para descartar CDV, obteniéndose un resultado positivo. Se
prescribié Cefalexina y Clorhidrato de Bromhexina. Después de 8 dias de llevar a
cabo el tratamiento el paciente regres6 con una desnutricibn avanzada, y una
incapacidad respiratoria, ademas de una evidente sinologia nerviosa, por lo cual,

se decidio realizar la eutanasia.

El caso numero dos fue asignado a una perrita criolla de 1 afio y 8 meses de edad,

de nombre Keyla, y cuya muestra fue recibida el 13 de febrero del 2014. Se remitié
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a la clinica con decaimiento y poco apetito, una semana después observaron que
tosia y tenia secreciones mucosas en o0jos y nariz. De cachorra siguié el protocolo
completo de vacunacién, pero después de cumplir un afo de vida, no volvidé a
revacunarse. Ocasionalmente la sacaban a pasear al parque con correa. Se
administraron antibiéticos durante 10 dias, sin resultados favorables, con pérdida
de peso progresiva e incapacidad para incorporarse y mantenerse en pie, ademas,
de tremores musculares. Se realiz6é la eutanasia del paciente por complicaciones

del cuadro clinico.

El tercer caso fue asignado a un cachorro de nombre Tyson de tres meses de
edad, cuya muestra se recibié el 21 de febrero del 2014. EI canido presentaba
depresiéon marcada, tos persistente, moco y laganas; los duefios comentaron que
tenia 3 semanas con los sintomas y que durante este tiempo, también habia
presentado diarreas, pérdida de peso, fiebre y tics nerviosos. No contaba con
antecedentes de vacunas. Se aplicé antibiético y antipirético via intramuscular y se

citd al paciente al siguiente dia, sin embargo, fallecié.

El cuarto caso se asign6 a un perro macho de un afo y medio de edad, de la raza
Bull Terrier, de nombre Palomo y cuya muestra se recibié el 22 de febrero del
2014. Se presentd a consulta con tos, estornudos, secrecién de moco, laganas,
tics nerviosos, anorexia y vomito. Los dueiios comentaron que el paciente recibié
las dosis de vacunacion indicadas en el protocolo durante sus primeros meses de
vida, pero que ya no continuaron con su revacunacion anual, sin embargo, el
paciente vivié en casa, no salia a la calle y tampoco convivia con otros perros.

Hace mas de un mes, comenzaron a ver los sintomas de tos y moco verdoso, y le
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dieron  antibidticos, primero Amoxicilina y después Cefalexina, el paciente
mostraba mejoria pero volvia a recaer. En los ultimos dias habia estado vomitando
todo lo que comia y lo que bebia, su condicion corporal era caquéxica y los
sintomas nerviosos ya habian afectado los musculos de la mandibula, evitando
que comiera y que pasara agua correctamente. Se realizé la eutanasia por lo

avanzado de los sintomas.

El quinto caso se asignd a una cachorra de la raza Golden Retriever de dos meses
y medio de edad que respondia al nombre de Lady, y cuya muestra fue recibida el
19 de marzo del 2014, el canino contaba con una dosis de vacuna polivalente
aplicada hacia 25 dias, fue adquirida en un puesto informal de venta de cachorros,
los clientes comentaron que hace aproximadamente 20 dias la empezaron a ver
triste, después empez6 con diarrea, la llevaron a otra clinica y le realizaron el
SNAP para detectar Moquillo canino, al cual sali6 negativo, le prescribieron
antibiético de tipo Sulfas y estuvo en tratamiento durante una semana, inicialmente
mostro mejoria, pero después le vieron que empezé a secretar moco, lagafna y a
toser. Durante el tiempo que pasaron con la mascota, ésta no sali6 a la calle, y
tampoco convivié con otros perros. Como tratamiento se hospitalizé al paciente vy
se le estuvo administrando suero, ademas de antibioticos, se observaron tics
nerviosos muy marcados y constantes. El paciente fue eutanasiado 3 dias
posteriores a su internamiento por estar en un delirio constante y no mostrar

mejoria.
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3.2.6.2 Necropsia.

Para iniciar la necropsia se colocé el animal en decubito lateral realizdndose una
incisidn primeramente en el tejido subcutaneo a lo largo de la linea media,
comenzando en la sinfisis mandibular y terminando en la sinfisis pubica(Merck,
2010). Se separd la dejando al descubierto las regiones ventral y lateral del cuello,
al igual que la parte exterior de la caja toracica y el abdomen. Se retiraron los
miembros. Para asegurar que existia presion negativa en la cavidad toracica, se
abrié primero la cavidad abdominal. Una vez abierta la cavidad abdominal, se
punzo el diafragma con la punta de un cuchillo o bisturi y se corrobora la
existencia de presidon negativo(Merck, 2010; Zachary & McGavin, 2013) .Una vez
perforado el diafragma, se corté desde la cavidad abdominal, todo el perimetro del
musculo diafragmatico hasta dejar descubierto la region caudal de los pulmones y
de la cavidad toracica. Posteriormente, se abrid el térax cortando ademas las
costillas en su unién con las vértebras y el esternon (Merck, 2010; Zachary &
McGavin, 2013). Se revis6 antes de cortar o sacar los 6rganos de la cavidad
toracica, la cavidad en conjunto, poniendo especial atencion a las superficies

plurales, mediastino y silueta cardiaca(Merck, 2010; Zachary & McGavin, 2013).

Para inspeccionar la cavidad oral se realizd un corte a lo largo de la parte interna
de las ramas del maxilar inferior y se extrajo la lengua, jalandola hacia el térax.
Posteriormente, se desarticulan los huesos hioides y se examina la cavidad bucal,
dientes, laringe, faringe y tonsilas. Se sujet6 firmemente la lengua, el eséfago y la
traquea, jalando hacia el térax y se cortaron los musculos del cuello a lo largo del

mismo; asimismo, se cortaron los musculos de la region pectoral y las costillas. Se
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separ6 la traquea del es6fago con el cuchillo, realizando una doble ligadura al
inicio del es6fago con un hilo resistente. Se separa el paquete cardiorrespiratorio,
cortando el diafragma al nivel de su insercién con las costillas, las adherencias del
pericardio con el esternén, hasta desprenderlo totalmente de la cavidad toracica

también se cortd la aorta y la cava(Merck, 2010).

Se separé cuidadosamente todo el aparato digestivo, hasta llegar a la entrada de
la cavidad pélvica, dejando en su lugar rifiones, uréteres, vejiga, glandulas
adrenales y aparato reproductor masculino o femenino(Merck, 2010). El tubo
digestivo se inspeccion6 completamente realizando un corte longitudinal con
tijeras rectas, para separar el omento del mesenterio; iniciando en el eso6fago y

terminado en el recto(Merck, 2010) .

Posteriormente, se tomaron muestras de tejidos, principalmente de donde se
observaran mayores cambios macroscopicos. Dichas muestras fueron
preservadas en formol al 10%bufferado, permaneciendo aqui un minimo de 24

horas y un maximo de 72 horas(Armadas & Prophet, 1995).

De igual manera, se tomaron muestras de pulmén, especificamente, para

conservar a -40°C para realizar las pruebas moleculares.

3.2.6.3 Histopatologia.

Se realizaron cortes de aproximadamente 1 a 3 cm de grosor, de los diferentes
organos obtenidos a la necropsia, los cuales fueron colocados en los casettes de

inclusion previamente identificados de cada animal, y se colocaron en un
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procesador de tejidos de la marca LEICA modelo TP 1020, permitiendo la
deshidratacion al pasar el tejido por alcoholes en diferentes concentraciones al
70%, 80%, 96% y 100%. El aclaramiento por el Xilol absoluto y la infiltracion de
parafina se da al estar a una temperatura de 65%entigrados. Cada paso se realiz6
por un periodo de 2 horas completando el ciclo en aproximadamente 24 horas
(Armadas & Prophet, 1995). Después de este proceso, se colocan los tejidos para
hacer cubitos de parafina solidificada y a su vez realizar el corte del tejido en el
micrétomo, con un grosor de 3 a 4 micras, retirando el exceso de parafina hasta

llegar a la muestra para obtener la porcidn indicada(Armadas & Prophet, 1995).

Posteriormente se realizan cortes seriados y se colocan en el bafio de flotacion
(Agua 40°C a 45°C con gelatina) previo alargamiento del tejido al colocarle alcohol
al 70% y dejarlo deslizar en el bano de flotaciéon. Después con ayuda de las agujas
histolégicas se seleccion6 la porcién de tejido mas completa y sin muescas

(Armadas & Prophet, 1995).

Previamente se identificaron los portaobjetos con el numero de animal, con un
lapiz punta diamante, recolectando la muestra, para posteriormente colocarla en la
plancha de secado a 50°C de 3 a 4 horas, con el fin de que la muestra tuviera una

buena adherencia (Armadas & Prophet, 1995).

Una vez seca la muestra se realiz6 la tincion de rutina de Hematoxilina y Eosina,
que consistente en: Xilol (5 min), Xilol-Alcohol(2 min), Alcohol 100% (2 min),
Alcohol 96% (2 min) Agua destilada (2 min) Hematoxilina de Harris (2-3 min) agua

de la llave (1 min), agua destilada (2 inmersiones), Alcohol Acido (1 inmersion
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rapida), agua destilada (2 min), agua amoniacal (2 inmersiones rapidas), Agua
destilada (1-2 min), Eosina (2 min) Alcohol 96% (2 min), Alcohol 100% (2 min),
Xilol-Alcohol (2 min), Xilol (2 min), Xilol (2 min), y montaje con resina(Armadas &

Prophet, 1995).
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4. RESULTADOS

4.1 Resultado del PCR para el Adenovirus Canino tipo 2

Como resultado del PCR de CAV-2, se obtuvo el amplificado de un segmento del
gen que codifica para la proteina F, de 245 pb (Figura 1). En las muestras
procesadas a partir de hisopados nasales y conjuntivales, no se obtuvieron
resultados positivos; sin embargo en las realizadas a partir de la extraccion de

pulmon de los perros que fueron sacrificados, dos muestras resultaron positivas.

Figura 1. Resultados correspondientes a las muestras procesadas para el diagndstico de los
virus CAV-2, CDV, CPIV y ClV acorde al rango de edad.Carril 1. Se amplificé un segmento de
245 pb del gen que codifica para la proteina F (Erles et al., 2004). Carril 1. Marcador de peso
molecular de 100- 1000 pb;Carril 2. Control positivo (ADN extraido a partir de la cepa de CAV-2
incluida en la vacuna Vanguard Plus 5L4); Carriles 3-7. ARN extraido a partir de muestras de
pulmén; Carril 8. Control Negativo. La flecha indica el tamafo de banda (245pb).
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4.2 Resultado del RT-PCR y PCR anidado para el Virus de Distemper

Canino

Como resultado del RT-PCR y el PCR anidado realizado para CDV, se obtuvo la
amplificacion del fragmento de del gen que codifica para la proteina N del CDV;
obteniendo un amplicon de 427 pb para el RT-PCR y un amplicon de 149pb en el
PCR anidado (Figura 2). Del total de las muestras procesadas a partir de
hisopados nasales y conjuntivales se detectd que solo en el (57.63%) de las
muestras positivas se pudo observar como positivo a partir del RT-PCR, en el
(42.46%) de las muestras procesadas el resultado positivo se observd solamente
en el PCR anidado. Para corroborar la especificidad de la banda del PCR anidado
se secuencio la banda producto de la amplificacién, siendo un 99% homologa con
las secuencias reportadas en el Genbank del Virus del Distemper Canino (datos

no mostrados en esta tesis).

4.3 Resultado del RT-PCR y PCR anidado para el Virus de

Parainfluenza Canina

Como resultado del RT-PCR y el PCR anidado realizado para el virus de la
Parainfluenza canina, se amplificé un fragmento del genoma que codifica para la
proteina SV5 con un amplicon de 667pb para el RT-PCR. Por otro lado en el PCR
anidado se obtuvo se amplifico un segmento de 182 pb (Figura 3). Al igual que

para el Virus de Distemper Canino, en el RT-PCR se detectaron solo el 14.28% de
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muestras positivas mientras que en el PCR anidado se detectaron el resto de las

muestras positivas.

RT-PCR PCR ANIDADO
1 2 3 4 5 6 7 8 910 11 12 13 14 15

Figura 2. Electroforesis de los productos amplificados en el RT-PCR y PCR anidado para el
CDV. Se amplificé un fragmento del gen de la proteina N del CDV mediante RT-PCR, con un
amplicon de 427 pb para el RT-PCR (flecha de lado izquierdo), posteriormente un PCR anidado
con un amplificando de149 pb (sefalado con flecha de lado derecho).Carril1 1 y15. Control
negativo de contaminacion;Carril 7 y 9. Control positivo (ARN extraido a partir de la cepa de CDV
incluida en la vacuna Vanguard Plus 5L4); Carril 8, Marcador de peso molecular de 100-1000 pb;
Carriles2-6, 10-14. Muestra clinica (ARN extraido a partir de hisopado nasal-conjuntival).

4.4 Resultado del RT-PCR y PCR anidado para el Virus de Influenza

Canina

Como resultado del RT-PCR y PCR anidado realizado para el Virus de Influenza
Canina, se amplifico un fragmento de la regién M1 del gen 7; obteniendo un
amplicon de 775pb para el RT-PCR, y un amplicén de 244 pb para el PCR

anidado (Figura 4).
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RT-PCR PCR ANIDADO
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Figura 3. Electroforesis de los productos de RT-PCR y PCR anidado para el CPIV.Se
amplificé un fragmento del gen de la proteina SV5 de CPVI mediante RT-PCR, con un amplicén de
667 pb, posteriormente un PCR anidado con un amplificando de182 pb; Carrill y 21. Control
negativo de contaminacion; Carriles 2-9 y 13-20. Muestra clinicas (RNA/DNA extraido a partir de
hisopado nasal-conjuntival); Carril10 y 12.Control positivo (ARN extraido a partir de la cepa
vacunal de CPIV incluida en la vacuna Vanguard Plus 5L4).Carril 11. Marcador de peso molecular
de 100-1000 pares de bases. Las flechas indican los productos amplificados en las reacciones de
RT-PCR y PCR anidado.

Figura 4. Electroforesis del PCR anidado para el CIV.Se amplifico un fragmento de la region M1
del gen 7 con un amplicén de 244pb. Carril 1. Marcador de peso molecular de 100- 1000 pb;
Carril 2. Control positivo (ARN extraido de la cepa vacunal Kentuky 97, equina); Carril 3. Control
Negativo. Carriles 4-6. RNA extraido a partir de muestras de pulmén. La flecha indica el tamario
de banda (244pb).
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4.5 Resultado del muestreo realizado en Monterrey y su area metropolitana
para los virus de CAV-2, CDV, CPIV y CIV en canidos con problemas

respiratorios.

El nimero total de muestras procesadas para el diagnéstico de los virus CAV-2,
CDV, CIV y CPIV fueron 102 de hisopados nasales y conjuntivales, distribuidas en
los distintos municipios. De las muestras totales procesadas, el 24.50% (25/102)
obtuvieron resultados negativos a los virus examinados, y el 75.49% (77/102)
obtuvieron resultados positivos al menos a uno de los virus examinados. En estas
muestras se presentaron co-infecciones entre el virus de CDV/CIV con una mayor
frecuencia (14.7%). Seguida de la co-infeccion entre CDV/CIPV con un 4.9%. Se
pudo observar co-infecciones entre tres virus CDV/CIV/CAV-2 (2%) y un 1%
presento co-infeccion de CDV/CPIV/CIV (Tabla2)

Tabla 2. Proporcion de mono o co-infecciones virales en muestras de

caninos afectados con el Complejo Respiratorio Canino en el area
metropolitana de Monterrey, N.L.

Negativos 24.5% (25)
CcbhV 50 % (51)
CIlv 2% (2)
CPIV 1% (1)
CDV/CIV 14.7% (15)
CDV/CPIV 4.9% (5)
CDV/CAV-2/CIV 2% (2)
CDV/CPIV/CIV 1% (1)
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De acuerdo al protocolo de vacunacién indicado en su clinica, los caninos fueron
divididos en tres categorias, con protocolo completo de vacunacién, con protocolo
parcial de vacunacion y con protocolo nulo de vacunacion (Ver anexo, protocolos
de vacunacién usada en el area metropolitana de Monterrey). El tipo y marca de
vacuna varié de acuerdo a la clinica de procedencia de las muestras. Los caninos
con protocolo completo de vacunacion fueron 15.68% (16/102) de los cuales el
25% (4/16), resultaron positivos a CDV; el 25% (4/16) resultaron positivos a CIV
(este virus no se incluye en la vacuna), mientras que para CPIV y CAV-2 no se
encontraron caninos positivos. Los caninos con protocolo parcial de vacunacién
fueron 24.50% (25/102); de los cuales el 96% (24/25), resultan positivos a CDV; el
8% (2/25) dieron positivo a CPIV; el 24% (6/25) dieron positivo a CIV; mientras
que para CAV-2 no se encontraron muestras positivas. Los caninos con protocolo
de vacunacién nulo fueron en total 59.80% (61/102); de los cuales el 73.77%
(45/61) fueron positivo a CDV; el 8.19% (5/61), fueron positivo a CPIV; mientras
que el 8.19% (5/61) fueron positivo a CIV; por otro lado, para CAV-2, no se
encontrd ningun resultado positivo. Los resultados totales de la investigacion,

divididos de acuerdo al protocolo de vacunacion se pueden observar en la tabla 3.

Estos resultados se analizaron también por municipio de procedencia encontrando

los siguientes resultados.

El municipio de San Nicolas de los Garza, fue el que envié6 mayor nimero de
muestras con un total de 51.96% (53/102); después el municipio de Escobedo con
un total del 20.58%(21/102); posteriormente, el municipio de Apodaca con un total
de 11.76% (12/102); por ultimo los municipios de Guadalupe y Monterrey, los
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cuales, obtuvieron el mismo porcentaje de muestra remitidas para su estudio
7.84% (8/102).
Tabla 3. Resultados de los PCR, RT-PCR/PCR anidado de las muestras

recolectadas de enero 2013 a marzo 2014 para los virus CAV-2, CDV, CPIV y
CIV a partir de hisopados nasales y conjuntivales.

Muestras Positivos a Positivos a Positivos a Positivos a
procesadas CAV-2 CbhvV CPIV Clv
C 0 0

25% 25%
15.68% (4/16) (4/16)
(16/102)

P 0 96% 8% 24%
24.50% (24/25) (2/25) (6/25)
(25/102)

N 0 73.77% 8.19% 8.19%
59.80% (45/61) (5/61) (5/61)
(61/102)

0 71.25% 6.86% 14.70%
Total 100% (73/102) 7/102) (15/102)
(102)

C. protocolo completo de vacunacién. P. protocolo parcial de vacunaciéon. N. protocolo nulo de
vacunacion

En el caso de San Nicolas, el 35.84% (19/53) dieron negativo a los virus
analizados, mientras que el 64.15% (34/53) fueron positivos a al menos uno de los
virus analizados. El mayor porcentaje de las muestras, 64.15% (34/53)
pertenecian a caninos sin antecedentes de vacunacion, mostrando el mayor
namero de resultados positivos en este rango. De las muestras analizadas en este
rango, 67.64% (23/34) muestras fueron positivas a CDV, 5.88% (2/34) a CPIV y
8.82% (3/34) a ICV, mientras que ninguna fue reportada para CAV-2. Las
muestras de caninos con protocolo parcial fueron 16.98%(9/53) en total; de las
cuales 88.88 (8/9) fueron positivas a CDV, para CAV-2 y CPIV, no se encontraron

resultados positivos, y para ICV sélo el 11.11% (1/9) de las muestras fue positiva.
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El rango de caninos con protocolo completo, mostro muy bajo porcentaje de
resultados positivos, siendo 18.86%(10/53) las muestras procesadas, con un 10%
(1/10) positivo a CDV. Los datos de las muestras, asi como sus resultados se

muestran en la tabla 4.

Tabla 4.Resultados de las muestras recolectadas en el municipio de San
Nicolas de los Garza para los virus CAV-2, CDV, CPIV y CIV.

Muestras Positivos a Positivos a Positivos Positivos a
procesadas CAV-2 CDhV a CPIV CIV

C (n=10) 10%
(1/10)
P (n=9) 0 88.88% 0 11.11%
(8/9) (1/9)
N (n= 34) 0 67.64% 5.88% 8.82%
(23/34) (2/34) (3/34)
Total (n= 53) 0 60.37% 3.77% 7.54%
(32/53) (2/53) (4/53)

C. protocolo completo de vacunacién. P. protocolo parcial de vacunacion. N. protocolo nulo de
vacunacion.

El municipio de Escobedo, fue el segundo en remitir muestras, con un total
de20.58% (21/102); de las cuales 9.52% (2/21) obtuvieron resultados negativos en
los analisis realizados; y el 90.47% (19/21) obtuvieron resultados positivos al
menos a uno de los virus analizados.El 52.38% (11/21) no tenian antecedentes
vacunales, encontrando 81.81% (9/11) resultados positivos para CDV; en el caso
CPIV y CAV-2 ninguna muestra fue positiva, y en el caso de CIV sélo 9.09% (1/11)
una fue positiva. De los caninos con protocolo parcial, se recibieron 38.09% (8/21)
muestras, de las cuales todas fueron positivas para CDV, s6lo el 12.5% (1/8) para
CPIV y 37.5% (3/8) para ICV. Con protocolo completo de vacunacion, se
recibieron 9.52% (2/21) muestras de las cuales, no se encontraron resultados

positivos para CDV, CPIV y CAV-2; sin embargo, las 2 muestras, fueron positivas
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para CIV. Los datos resultados correspondientes al municipio de Escobedo se

muestran en la tabla 5.

Tabla 5. Resultados de las muestras recolectadas en el municipio de
Escobedo, N.L. para el diagndstico de los virus CAV-2, CDV, CPIV y CIV.

Muestras Positivos a Positivos a Positivos a Positivos a
procesadas CAV-2 CDV CPIV Clv

C (n=2) 100%
(2/2)

P (n=8) 0 100% 12.5% 37.5%
(8/8) (1/8) (3/8)

N (n=11) 0 81.81% 0 9.09%
(9/11) (1/11)

Total (n= 21) 0 80.9% 4.7% 28.5%

(17/21) (1/21) (6/21)

C. protop,olo completo de vacunacién. P. protocolo parcial de vacunacién. N. protocolo nulo de
vacunacion.

El tercer lugar en enviar muestras, lo obtuvo el municipio de Apodaca, con un total
de 11.76% (12/102) muestras remitidas; de las cuales el 8.33% (1/12) resulto
negativa a todos los virus analizados; mientras que el 91.66% dio positivo a al
menos uno de los virus analizados. De las muestras analizadas, el 66.66%(8/12)
pertenece a caninos los cuales no tenian antecedentes vacunales, encontrando el
75% (6/8) casos positivos a CDV, 12.5% (1/8) a CPIV, mientras que para CIV y
CAV-2, no se encontraron muestras positivas. Con protocolo parcial de
vacunacién, se obtuvieron 33.33 (4/12) muestras, de las cuales, todas fueron
positivas a CDV, y 50% (2/4) de ellas resultaron positivas a ICV; mientras que
para CPIV y CAV-2 nos e encontraron muestras positivas. En este municipio, no
se encontraron muestras de caninos con protocolo completo de vacunacién. Los
datos de las muestras recolectadas en el municipio de Apodaca se muestran a

detalle en la tabla 6.
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Tabla 6. Resultadosde las muestras procesadas del municipio de Apodaca,
N.L., para el diagndstico de los virus CAV-2, CDV, CPIV y CIV.

Muestras Positivos Positivos a Positivos a Positivos a
procesadas a CAV-2 CDhV CPIV Clv
C (n=0) 0 0 0 0
P (n=4) 0 100% (4/4) 0 50% (2/4)
N (n=8) 0 75% (6/8) 12.5% (1/8) 0
Total (n=12) 0 83.33% 8.33% (1/12)  16.66% (2/12)
(10/12)

C. protocolo completo de vacunacién. P. protocolo parcial de vacunaciéon. N. protocolo nulo de
vacunacion.

Monterrey y Guadalupe, enviaron el mismo nuimero de muestras, por lo tanto,
ambos estan el cuarto y ultimo lugar de envio de muestras. En el caso de
Monterrey, se recolectaron el 7.84% (8/102) del total de las muestras; de las
cuales, 25% (2/8) fueron negativas a los virus analizados; mientras el 75% (6/8)

fueron positivas a al menos uso de los virus.

El 37.5% (3/8) de las muestras, fueron de caninos con protocolo de vacunacion
nulo, de las cuales, 66.66% (2/3) fueron positivas para CDV Unicamente, mientras
que para CPIV, CAV-2 y CIV nos e encontraron muestras positivas. Con protocolo
parcial de vacunacioén, se analizé solo una muestra, la cual fue positiva a CDV, no
encontrando resultado positivo para ninguno de los demas virusa analizados. Por
otro lado, dentro de los caninos con protocolo completo de vacunacion se
recibieron el 50% (4/8) muestras, de las cuales el 75% (3/4) resultaron positivas a
CDV y 50% (2/4) a CIV. En este caso, el hecho de tener un protocolo completo,
no exento a los caninos a la susceptibilidad de contraer el CDV. En la tabla 7, se
observan los resultados de los caninos que corresponden al municipio de
Monterrey.
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Tabla 7. Resultados de las muestras analizadas del municipio de Monterrey,
N.L., para el diagndstico de los virus CAV-2, CDV, CPIV y CIV.

Muestras Positivos a Positivos a Positivos a | Positivos a
procesadas CAV-2 Ccbhv CPIV Clv

C (n=4) 75% 50%
(3/4) (2/4)
P (n=1) 0 100% 0 0
(1/1)
N (n=3) 0 66.66% 0 0
(2/3)
Total (n= 8) 0 75% 0 25%
(6/8) (2/8)

C. protocolo completo de vacunacion. P. protocolo parcial de vacunacion. N. protocolo nulo de
vacunacion.

En el caso de Guadalupe, se recibieron el mismo numero de muestras, 7.84%
(8/102) en total; de las cuales todas obtuvieron un resultado positivo de al menos
uno de los virus analizados. El 62.5% (5/8), de los caninos no tenian antecedentes
de vacunacion, los cuales fueron positivos a CDV en su totalidad. El 40% (2/5) de
los mismos, resulto positivo, a CPIV y sélo el 20% (1/5), fue positiva a CIV. Con
protocolo parcial de vacunacion se recibieron el 37.5% (3/8) de las muestras; de
las cuales todas fueron positivas a CDV, y sélo el 33.33% (1/3) de las muestras
fue positiva a CPIV. Caninos con protocolo completo de vacunacion, no hubo
ninguno. Los resultados de las muestras recolectadas en el municipio de

Guadalupe, las observamos descritas en la tabla 8.
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Tabla 8. Resultado de las muestras procesadas del municipio de Guadalupe
N.L., para el diagndstico de los virus de CAV-2, CDV, CPIV y CIV.

Muestras Positivos a Positivos a Positivos a Positivos a
. rocesadas CAV-2 CDV CPIV CIV

0 100% (3/3) 33. 33% (1/3) 0
N 5 0 100% (5/5) 40% (2/5) 20% (1/5)
Total de 0 100% (8/8) 37.5% (3/8) 12.5(1/8)
muestras 8

C. protocolo completo de vacunacion. P. protocolo parcial de vacunaciéon. N. protocolo nulo de
vacunacion.

Las muestras obtenidas, también fueron separadas en rangos de edad de los
pacientes, con la finalidad de identificar la edad de mayor susceptibilidad de los
mismos. En el rango de 0 a 2.5 meses, se observaron el 13.40% de las muestras
(13/97); de las cuales 76.92% (10/13) fueron positivas a CDV, 15.38% (2/13) a
CPIV y 23.07% (3/13) a CIV. Para el rango de 3 a 6.5 meses, se analizaron un
total de 30.92% (30/97) de las muestras; de las cuales, 76.66% (23/30) fueron
positivas a CDV, 10% (3/30) a CPIV y 13.63% (6/30) a CIV. En la categoria de 7
meses a 11 meses, se analizaron en total 10.30%(10/97) muestras; de las cuales
80% (8/10) resultaron positivas a CDV, 10% (1/10) a CPIV y 30% (3/10) a CIV.
Para caninos de 1 a 3 afos, se analizaron 27.83%(27/97) muestras; de las cuales,
66.66%(18/27) fueron positivas a CDV, 3.70% (1/27) a CPIV y 3.70% (1/27) a CIV.
De 4 a 7 anos, se procesaron 11.34% (11/97) muestras en total; de las cuales,
63.63%( 7/11) fueron positivas a CDV y 9.09% (1/11) a CIV. Caninos mayores de
8 anos, solo se recibieron el 6.10% (6/97) muestras; de las cuales 66.66% (4/6)
fueron positivas a CDV y 33.33% (2/6) a CIV. Para CAV-2, no se encontraron

resultados positivos en ninguno de los rangos. La tabla 9 muestra los datos
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referentes a los rangos de edad con respecto a los resultados obtenidos en las

pruebas.

Tabla 9. Resultados correspondientes a las muestras procesadas para el
diagndstico de los virus CAV-2, CDV, CPIV y CIV acorde al rango de edad.

Total de Positivos Positivos Positivos Positivos CIV
muestras CDhV CPIV CAV-2
analizadas

0-2.5 MESES 13.40% 76.92% 15.38% 23.07%
(13/97) (10/13) (2/13) (3/13)
3-6.5 MESES 30.92% 76.66% 10% 0 20%
(30/97) (23/30) (3/30) (6/30)
7-11 10.30% 80% 10% 0 30%
MESES (10/97) (8/10) (1/10) (3/10)
1-3 ANOS 27.83% 66.66% 3.70% 0 3.70%
(27/97) (18/27) (1/27) (1/27)
4-7 ANOS 11.34% 63.63% 0 0 9.09%
(11/97) (7/11) (1/11)
1 8 ANOS 6.10% 66.66% (4/6) 0 0 33.33%
(6/97) (2/6)
TOTAL 95.09% 72.16% 7.21% 0 16.49%
97/102 (70/97) (7/97) (16/97)

Ademas de los resultados antes mencionados se realiz6 una asociacion entre los
resultados positivos y la sintomatologia que el clinico percibié en los caninos y se
obtuvieron los siguientes datos. De la sintomatologia que se mencioné con mayor
frecuencia, fue la lagafia en un 78.43% (80/102) y el moco en un 60.78% (62/102),
esta sintomatologia se asocia directamente con los virus analizados en la
investigacién sin tener diferentes proporciones; sin embargo, en el caso del signo
clinico mencionado como tos, el 28.43 % (29/102) de la poblacion muestreada lo
presentaba y en un 79.31% (23/29) se asocié a resultados positivos de CVD,
20.68% (6/29) a resultados positivos de CIV y en 6.89% (2/29) a resultados
positivos de CPIV . Por otro lado, el signo de dificultad respiratoria, se presenté en
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la poblacién en un 24.50% (25/100), y se asocia con resultados positivos de CDV
en un 60% (15/25), en un 20% (5/25) con CIV y en un 12% (3/25) con CPIV. El
signo clinico que se asocia directamente con CDV son los tics nerviosos; en este
caso se presenta en la poblacién en un 29.41% (30/102) y se asocia a CDV en un
70% (21/30). De la misma manera, el signo clinico de diarrea (Heces firmes,
negativo) se presenta en la poblacién en un 14.70% (15/102) y se asocia
directamente con casos positivos a CDV en un 86.66% (13/15). El signo clinico de
anorexia, se presenté en la poblaciéon en un 27.45% (28/102), asociandose con
resultados positivos de CDV en un 78.57% (22/28), con CIV en un 14.28% (4/28) y
con CPIV en un 3.57% (1/28). El signo clinico de vomito, se presenta en un
11.76% (12/102) de la poblacion y se asocia con resultados positivos a CDV en un
75% (9/12), y en un 33% (4/12) con resultados positivos de CPIV. El signo clinico
de estornudo se encontr6 en la poblacién en un 28.43% (29/102), y se asocia en
un 72.41% (21/29) con resultados positivos de CDV, en un 17.24% (5/29) con
resultados positivos de CIV y en un 6.89% (2/29) con resultados positivos de

CPIV.

Para las muestras procesadas para el Virus de Distemper Canino se analizaron,
antes de realizar el RT-PCR y PCR anidado, con una prueba inmunoenzimatica
(SNAP) comercial en 32 del total de los casos 31.37% (32/102) para detectar el
antigeno del CDV. Esta prueba es una de las mas usadas como prueba de
laboratorio rapida para el diagnéstico de infecciones por CDV, existen distintas
marcas comerciales las cuales fueron realizadas para estos casos por el clinico

directamente. Una vez analizadas estas 32 muestras a través del RT-PCR el
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37.5% (12/32) dieron resultados falsos negativos. En la Figura 5, podemos
observar el total de la poblacion a la cual se le realiz6 la prueba de diagnéstico

rapido (SNAP), y la proporcién de muestras con resultados falsos negativos.

Total de muestras analizadas con
SNAP

B Falsos negativos

M Positivos y/o negativos
por las dos técnicas

Figura 5. Resultado de las muestras de CDV analizadas mediante SNAP y RT-PCR/PCR
anidado.

4.6 Resultados del analisis estadistico de los datos

De las variables analizadas estadisticamente se encontrd una relacion significativa
solamente entre la presencia de CDV y los antecedentes vacunales de los caninos
muestreados (p: <0.0001). No existiendo asi una relacidén significativa entre la
presencia del CIPV y los antecedentes vacunales (p: <0.8950). En esta categoria
no se pudo hacer un analisis de asociacion entre la presencia de CAV-2y el CIV y

los antecedentes vacunales, ya que el primero no obtuvo resultados positivos al
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muestreo en hisopados nasales/conjuntivales y para el segundo no existe una

vacuna que contenga alguna cepa de este virus.

Para la categoria de distribuciéon por municipios y la deteccién por edades de los
virus estudiados en este proyecto de investigacion, no se obtuvieron resultados

significativos.

4.7 Resultado histopatologicos de caninos que perecieron por CRC.

Se realizd un estudio sobre 5 casos de caninos de distintas edades que perecieron
por causa de Complejo Respiratorio Canino. La historia clinica de los mismos se
describe en materiales y métodos y se le ha asignado un nimero a cada caso
(Caso 1-5). Los resultados de la histopatologia para estos casos se describiran de
igual forma a continuacién, solo se hara mencién y se describiran los sistemas y

en dado caso los 6rganos en los que se encontraron cambios significativos.

Caso numero 1.

Al realizar el estudio histopatolégico de este canino, se pudieron observar los
cambios macroscépicos mas importantes a nivel de aparato respiratorio,
especificamente en pulmones, donde se encontré al I6bulo caudal con areas de
consolidacion de color blanco-grisdceo, ademés de una congestion moderada
difusa. Se apreciaron dos prominencias pulmonares en posicion dorsal de los
l6bulos diafragmaticos del lado izquierdo. En el lébulo craneal, se apreciaron
amplias areas de consolidacién, de color gris claro, consistencia firme, superficie

rugosa y algunas hemorragias petequiales. En traquea, se observd a nivel de la
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mucosa, la presencia de abundante espuma blanquecina, asi como moco de color

verdoso.

Aqui los principales cambios microscopicos observados fueron a nivel del
parénquima una hiperplasia marcada de los neumocitos tipo | y II, en los cuales se
aprecian cuerpos de inclusién intracitoplasmaticos e intranucleares eosinofilicos
(Fig. 6B), asi como numerosos cuerpos de inclusidén intranucleares basdfilos,
mientras que numerosos vasos sanguineos mostraron marcada degeneracion
fibrinoide y gran cantidad de eritrocitos en su interior. A nivel de los bronquios y
bronquiolos, se detecté en su interior un fuerte infiltrado inflamatorio de tipo
polimorfonuclear compuesto principalmente por neutréfilos (Fig. 6C), mientras que
a nivel de la mucosa existié una hiperplasia epitelial marcada, con presencia de
numerosos cuerpos de inclusiéon intracitoplasmaticos (Fig. 6D) e intranucleares
eosinofilicos, eritrocitos y numerosas células epiteliales descamadas (Fig. 6 A). A
nivel de la traquea se observd en la mucosa hiperplasia marcada del epitelio
cilindrico pseudoestratificado ciliado, en el cual se aprecian cuerpos de inclusién
intracitoplasméticos eosinofilicos en el citoplasma de numerosas células
epiteliales, asi como también algunos cuerpos de inclusidén intranucleares
basoéfilos, ademas de una congestion moderada difusa y pérdida epitelial en

algunas areas.

Para el aparato digestivo los cambios microscopicos mas relevantes fueron a nivel
de higado donde se observaron a nivel del parénquima una severa disociacion de
los cordones hepaticos, asi como una congestién severa difusa y numerosos

hepatocitos con marcada vacuolizacion de sus citoplasmas. En el intestino
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delgado y grueso se observd a nivel de la mucosa un infiltrado inflamatorio
discreto compuesto por células del tipo mononuclear principalmente linfocitos y
algunas células plasméticas, descamacion moderada de las células epiteliales, asi

como fusidon marcada de las vellosidades intestinales.

En el aparato urinario los cambios mas significativos se observaron a nivel de
Vejiga urinaria donde se encontrd presencia de numerosos cuerpos de inclusion

intracitoplasmaticos eosinofilicos en mucosa.

Para el sistema linfoide, el bazo se diagnosticé a nivel dela pulpa roja del
parénquima con una congestion esplénica moderada difusa. En los ndodulos
linfaticos, se observo a nivel de la corteza, atrofia linfoide marcada de los centros

germinativos.

Para el sistema nervioso a nivel de cerebro se observd a nivel de las meninges
una congestiéon moderada difusa, en parénquima a nivel de la sustancia gris
cortical, se aprecian amplias areas de desmielinizacién y en sustancia blanca hay
una congestion y edema perivascular discreto difuso, ademas de edema
perineural moderada y gliosis marcada. A nivel de cerebelo el diagnéstico
patolégico fue desmielinizacion marcada en sustancia gris, congestion cerebelar

moderada difusa.

De acuerdo a la historia clinica, a las lesiones encontradas en la necropsia, asi
como a las alteraciones observadas al microscopio, el animal cursé con un cuadro

respiratorio marcado, asociado a una infecciéon severa de tipo viral causado por la
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presencia del virus del moquillo canino, adenovirus canino tipo 2 y lesiones

compatibles con el virus de la influenza canina.

Caso numero 2.

Para este caso al realizar la inspeccidn macroscépica en aparato respiratorio, a
nivel de parénquima pulmonar se aprecio de color y consistencia normal. En la
traquea a nivel de la mucosa se observo la presencia de ligera cantidad de moco y

espuma.

Cuando se realizaron los andlisis y descripcion microscopica en el aparato
respiratorio a nivel pulmonar se observd una hiperplasia marcada de los
neumocitos tipo | y Il, en los cuales se apreciaron cuerpos de inclusion
intracitoplasmaticos e intranucleares eosinofilicos (Fig. 7D), asi como numerosos
cuerpos de inclusién intranucleares baséfilos, mientras que numerosos vasos
sanguineos mostraron marcada degeneraciéon fibrinoide y gran cantidad de
eritrocitos en su interior. Asi mismo se observd un moderado infiltrado inflamatorio
de tipo linfocitario, mientras que a nivel de los bronquios y bronquiolos, se aprecioé
a nivel de la mucosa una hiperplasia epitelial marcada, con presencia de
numerosos cuerpos de inclusion intracitoplasmaticos eosinofilicos (Fig. 7C),
eritrocitos abundantes y numerosas células epiteliales descamadas. En la traquea
se encontrd a nivel de la mucosa una hiperplasia marcada del epitelio cilindrico
pseudoestratificado ciliado, en el cual se encontraron algunos cuerpos de inclusién
intracitoplasmaticos eosinofilicos (Fig.7B) en numerosas células epiteliales, asi

como también algunos cuerpos de inclusion intranucleares baséfilos (Fig. 7A), por
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otro lado, se presentd una congestibn moderada difusa y pérdida epitelial en

algunas areas.

Figura 6. Resultados Histopatoldgicos del caso 1 de CRC. Pastor Belga Malinois de 3 meses
de edad eutansiado por insuficiencia respiratoria, enflaquecimiento progresivo y sintomatologia
nerviosa. La imagen A muestra un engrosamiento del epitelio bronquial con descamacién del
epitelio e infiltracion de células inflamatorias de tipo polimorfo-nucleares, principalmente neutréfilos
(flecha) 40X. En la imagen B se pueden observar cuerpos de inclusion intracitoplasmaticos
eosindfilicos sugerentes del Virus de Distemper Canino (flecha blanca) asi como cuerpos de
inclusién intranucleares sugerentes de una afeccién por adenovirus canino tipo-2 (flecha negra)
100X. En la imagen C, se observa A nivel de parénquima se observa un marcado engrosamiento
de los septos alveolares, reduccién marcada en el espacio aéreo de los mismos, asi como la
presencia de fuerte infiltrado inflamatorio de tipo polimorfonuclear compuesto principalmente por
neutrofilos 10X. En la imagen D, se observan cuerpos de inclusion intracitoplasmaticos de CDV
observados en pulmoén (flecha) 100X

En el aparato digestivo, se observd en el higado a nivel del parénquima una

discreta disociacion de los cordones hepaticos, asi como, una congestion
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moderada difusa, numerosos hepatocitos se observaron con ligera vacuolizacion,
ademas de encontrarse pigmento biliar disperso. En el intestino delgado y grueso
se encontré una enteritis linfoplasmocitaria moderada con descamacién epitelial
marcada, fusibn marcada de las vellosidades intestinales con presencia de
cuerpos de inclusién intracitoplasmaticos eosinofilicos. Se observé a nivel de la
mucosa, un infiltrado inflamatorio discreto compuesto por células del tipo
mononuclear principalmente linfocitos y algunas células plasmaticas, descamacion
discreta de las células epiteliales, asi como fusién marcada de las vellosidades
intestinales y la presencia de cuerpos de inclusion intracitoplasmaticos

eosinofilicos en el citoplasma de numerosas células epiteliales.

El aparato urinario a nivel de vejiga urinaria presento en el epitelio de transicién de

la mucosa numerosos cuerpos de inclusion intracitoplasmaticos eosinofilicos.

En el sistema linfoide a nivel de bazo se aprecié a nivel del parénquima en pulpa
roja una congestion moderada difusa, mientras que en pulpa blanca se observo
atrofia linfoide en centros germinativos esplénicos. En los nddulo linfatico se
encontrd a nivel de la corteza del parénquima, atrofia linfoide marcada de los

centros germinativos.

En el sistema nervioso se encontrd en el cerebro en corteza a nivel de la sustancia
gris, amplias areas de desmielinizacion, en sustancia blanca hubo una congestion
y edema perivascular discreto difuso, asi como, edema perineural moderado. En
cerebelo se diagnosticé desmielinizacibn marcada en sustancia gris, congestién

cerebelar moderada difusa.
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De acuerdo a la historia clinica, a las lesiones encontradas en la necropsia, asi
como a las alteraciones observadas al microscopio, el animal cursé con un cuadro
respiratorio severo, asociado a una infeccién marcada de tipo viral causado por la
presencia del virus del moquillo canino, adenovirus canino tipo 2 y lesiones

compatibles con el virus de la influenza canina.

Figura 7. Resultados Histopatoldgicos del caso 2 de CRC. Resultado a la necropsia de una
hembra criolla eutanasiada por cuadro respiratorio severo y sintomatologia nerviosa. En la imagen
A, se muestran células descamadas con presencia de cuerpos de inclusion intranucleares de CAV-
2 en traquea. (flecha) 100X. En la imagen B, se muestran cuerpos de inclusién
intracitoplasmaticos observados en traquea. (flecha) 100X. En la imagen C, se observan cuerpos
de inclusion fuera del epitelio bronquial debido a la descamacion asociada al reflejo tusigeno
observada en pulmén (flecha) 100X. En la imagen D, se muestra la descamacién y salida de
particulas virales observados en pulmén. (flecha) 100X.
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Caso numero 3.

En la inspeccion macroscépica de este caso se encontr6 a nivel de sistema
respiratorio los pulmones muy congestionados, distendidos y edematosos, sin
haberse colapsado al abrir la cavidad toracica, la presencia de liquido rojizo
amarillento sugerente de hidrotérax. En la traquea, en el interior del érgano a nivel
de la mucosa, se observé la presencia de una cantidad moderada de espuma

blanquecina.

A la histopatologia para el caso 3 en el aparato respiratorio a nivel pulmonar se
aprecio a nivel del parénquima, marcado engrosamiento de los septos alveolares,
reduccion severa en el espacio aéreo de los mismos, los cuales se encuentran
ocupados por gran cantidad de células inflamatorias del tipo polimorfonuclear
principalmente neutrdéfilos, asimismo, se encontré una gran cantidad de eritrocitos,
muchos de los cuales estaban dispersos en el parénquima pulmonar y fuera de los
vasos sanguineos (Fig.8A). Por otro lado, también se observo hiperplasia marcada
de los neumocitos tipo | y Il, en los cuales se apreciaron cuerpos de inclusién
intracitoplasmaticos eosinofilicos, asi como numerosos cuerpos de inclusion
intranucleares baséfilos, mientras que numerosos vasos sanguineos mostraron
marcada degeneracion fibrinoide y gran cantidad de eritrocitos en su interior (Fig.
8 B). En bronquios y bronquiolos se aprecié a nivel de la mucosa, hiperplasia
epitelial marcada y con presencia de numerosos cuerpos de inclusion
intracitoplasméaticos eosinofilicos, eritrocitos abundantes y numerosas células
epiteliales descamadas. En la traquea se observd a nivel de la mucosa,

hiperplasia marcada del epitelio cilindrico pseudoestratificado ciliado, en el cual se
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apreciaron algunos cuerpos de inclusidon intracitoplasmaticos eosinofilicos (Fig.
8C) en numerosas células epiteliales, asi como también algunos cuerpos de
inclusién intranucleares baséfilos (Fig. 8D), ademas, de una congestiéon moderada

difusa y pérdida epitelial en algunas areas.

Para el aparato digestivo a nivel de higado en parénquima, se aprecié una discreta
disociacion de los cordones hepéticos, asi como una congestion moderada difusa.
En el intestino delgado y grueso se aprecié a nivel de la mucosa un infiltrado
inflamatorio discreto compuesto por células del tipo mononuclear principalmente
linfocitos y algunas células plasmaticas, ademas de una descamacion discreta de

las células epiteliales.

En el aparato urinario a nivel renal se diagnosticaron hemorragias cortico-

medulares marcadas.

El sistema nervioso, a nivel cerebral se presentd en la corteza de la sustancia gris,
una desmielinizacién marcada, en sustancia blanca hubo una congestiéon y edema
perivascular discreto difuso, edema perineural moderada, asi como gliosis

reactiva.

De acuerdo a la historia clinica, a las lesiones encontradas en la necropsia, asi
como a las alteraciones observadas al microscopio, el animal cursé con un cuadro
respiratorio severo, asociado a una infeccién de tipo viral causado por la presencia
del virus del moquillo canino, adenovirus canino tipo 2 y lesiones compatibles con

el virus de la influenza canina.
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Caso numero 4.

Las observaciones macroscopicas mas importantes para este caso fueron hechas
en el aparato respiratorio a nivel pulmonar, donde se observaron areas de
consolidacion de color blanco-grisaceo distribuidas de manera uniforme en los
diferentes l6bulos, ademas de una congestion severa difusa. En la traquea se

observé a nivel de la mucosa un contenido espumoso y moco de color verde.

Figura 8. Resultados histopatoldgicos del caso 3 de CRC. Resultados a la necropsia del Pit Bull
de tres meses de edad que fallece a causa de un cuadro respiratorio severo. En la imagen A, se
observa la presencia de células inflamatorias con engrosamiento marcado de los espacios
alveolares en pulmén 10X. En la imagen B, se observa congestion y hemorragia severa difusa en
pulmén 100X. En la imagen C, se observan cuerpos de inclusion intracitoplasmaticos de CDV
encontrados en traquea (flecha) 100X. En la imagen D, se observan cuerpo de inclusion
intranuclear de CAV-2 observados en traquea (flecha) 100X.
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En la histopatologia del aparato respiratorio a nivel pulmén se observd marcado
engrosamiento de los septos alveolares, reduccion marcada en el espacio aéreo
de los mismos, asimismo, se encontré una congestion moderada difusa. Por otro
lado, también se aprecid hiperplasia marcada de los neumocitos tipo | y Il (Fig.
9C), en los cuales se apreciaron escasos cuerpos de inclusién
intracitoplasmaticos, mientras que numerosos vasos sanguineos mostraron
marcada degeneracion fibrinoide y gran cantidad de eritrocitos en su interior. A
nivel de los bronquios y bronquiolos, hubo la presencia de una hiperplasia epitelial
marcada, con presencia de escasos cuerpos de inclusidn intracitoplasmaticos (Fig.
9B) e intranucleares eosinofilicos (Fig. 9A), eritrocitos y numerosas células
epiteliales descamadas. A nivel traqueal se detectd en la mucosa, hiperplasia
marcada del epitelio cilindrico pseudoestratificado ciliado con salida de cuerpos de
inclusién intracitoplasmaticos de CDV, con gran actividad de las células

caliciformes (Fig. 9D)

En el aparato digestivo a nivel de higado se observé en el parénquima se aprecio
una discreta disociacién de los cordones hepaticos, asi como una congestion
moderada difusa, numerosos hepatocitos se observaron entremezclados con
pigmento biliar disperso. Para el Intestino delgado y grueso en ambos 6rganos se
observaron a nivel de la mucosa con un infiltrado inflamatorio discreto, compuesto
por células del tipo mononuclear principalmente linfocitos y algunas células
plasmaticas, descamacién moderada de las células epiteliales, asi como fusion

marcada de las vellosidades intestinales.
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En el sistema linfoide a nivel de bazo se diagnostic6 congestion esplénica
moderada difusa a nivel del parénquima en pulpa roja. En los nédulos linfatico se
detect6é una atrofia linfoide en centros germinativos a nivel de la corteza del

parénquima.

En el sistema nervioso a nivel de cerebro se observé a nivel de las meninges una
congestion moderada difusa, en parénquima a nivel de la sustancia gris cortical,
se apreciaron amplias areas de desmielinizacién y en sustancia blanca hubo una
congestion y edema perivascular discreto difuso, ademas de edema perineural
moderada y gliosis marcada. El cerebelo presenté desmielinizacibn marcada en
sustancia gris, congestiéon cerebelar moderada difusa, infiltrado linfocitario

multifocal marcado.

De acuerdo a la historia clinica, a las lesiones encontradas en la necropsia, asi
como a las alteraciones observadas al microscopio, el animal cursé con un cuadro
respiratorio severo, asociado a una infeccién severa de tipo viral causado por la
presencia del virus del moquillo canino, adenovirus canino tipo 2 y lesiones

compatibles con el virus de la influenza canina.

Caso numero 5.

Las lesiones macroscépicas para caso 5 en el aparato respiratorio a nivel
pulmonar, encontradas fueron una congestion, distencion y edema en los I6bulo
craneal y el |6bulo caudal del lado izquierdo, en la cara diafragmatica de ambos
I6bulos se observaron unas protuberancias blanquecinas de consistencia firme y

de superficie irregular. En el pulmén del lado derecho; en los Iébulos craneal y
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medial, se observan estas mismas protuberancias blanquecinas de consistencia
firme, que son observadas en las la cara diafragmatica y en la cara medial; en el
I6bulos caudal se pudieron distinguir zonas de consolidacion de color rosa palido,
de consistencia firme. En el [6bulo accesorio, se observan zonas de consolidacion
blanquecinas que se observan en la cara diafragmatica. A nivel traqueal en la
mucosa se observd la presencia de gran cantidad de moco verdoso y ligera

espuma.

Figura 9.Resultados a la histopatologia del caso 4 de CRC. Resultados a la necropsia de un
Bull Terrier de un afio y medio de edad eutanasiado por insuficiencia respiratoria, enflaquecimiento
progresivo y sintomatologia nerviosa severa. En la imagen A, se observan cuerpos de inclusion
intranucleares de CAV-2, observados en pulmén (flecha) 100X. En la imagen B, se observan
cuerpos de inclusion intracitoplasmaticos de CDV observados epitelio bronquial en pulmén (flecha)
100X. En la imagen C, se observa edema intersticial con engrosamiento de neumocitos tipo | y Il
sugerentes de influenza canina (flecha) 100X. En la imagen D, a nivel de trdquea se observa la
salida de cuerpos de inclusién intracitoplasmaticos de CDV, con gran actividad de las células
caliciformes (flecha) 100X.
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En la histopatologia del aparato respiratorio se observé a nivel del parénquima
marcado engrosamiento de los septos alveolares, reduccién marcada en el
espacio aéreo de los mismos, asi como la presencia de fuerte infiltrado
inflamatorio de tipo polimorfonuclear compuesto principalmente por neutréfilos,
asimismo, se encuentra una congestion moderada difusa. Por otro lado, también
se aprecia hiperplasia marcada de los neumocitos tipo | y I, en los cuales se
aprecian abundantes cuerpos de inclusion intracitoplasmaticos, mientras que
numerosos vasos sanguineos muestran marcada degeneracion fibrinoide y gran
cantidad de eritrocitos en su interior. A nivel de los bronquios y bronquiolos, se
aprecia en su interior un fuerte infiltrado inflamatorio de tipo polimorfonuclear
compuesto principalmente por neutréfilos, mientras que a nivel de la mucosa hay
la presencia de una hiperplasia epitelial marcada, con presencia de numerosos
cuerpos de inclusién intracitoplasmaticos e intranucleares eosinofilicos (Fig. 10B),
eritrocitos y numerosas células epiteliales descamadas. En la traquea se observa
a nivel de la mucosa hiperplasia marcada del epitelio cilindrico pseudoestratificado
ciliado, en el cual se aprecian cuerpos de inclusion intracitoplasmaticos
eosinofilicos en el citoplasma de numerosas células epiteliales (Fig. 10 D),
ademas de una congestién moderada difusa, un edema traqueal en la submucosa
con separacion del cartilago hialino (Fig. 10 C) y pérdida epitelial en algunas areas

(Fig. 10 A).

Para el aparato digestivo a nivel de higado en el parénquima se aprecia una
severa disociacion de los cordones hepaticos, asi como una congestion severa

difusa, numerosos hepatocitos se observan con marcada vacuolizacion de sus
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citoplasmas. En el Intestino delgado y grueso se observd una enteritis
linfoplasmocitaria moderada con descamacion epitelial moderada, fusibn marcada
de las vellosidades intestinales. Se observa a nivel de la mucosa un infiltrado
inflamatorio discreto compuesto por células del tipo mononuclear principalmente
linfocitos y algunas células plasmaticas, descamacion moderada de las células

epiteliales, asi como fusidbn marcada de las vellosidades intestinales.

El aparato urinario presento a nivel de rindn numerosos cuerpos de inclusion
intracitoplasméticos eosinofilicos en urotelio de los célices. Se aprecia a nivel de la
médula en el urotelio de los célices, la presencia de numerosos cuerpos de
inclusién intracitoplasmaticos eosinofilicos. En la vejiga urinaria también se
presentaron numerosos cuerpos de inclusion intracitoplasmaticos eosinofilicos en

mucosa.

En el sistema linfoide a nivel de bazo se diagnosticO congestion esplénica
moderada difusa a nivel del parénquima en pulpa roja. En los nédulo linfaticos se
observa a nivel de la corteza en el parénquima, atrofia linfoide marcada de los

centros germinativos.

Para el sistema nervioso a nivel de cerebro los principales hallazgos
microscépicos fueron una congestion meningea marcada, desmielinizacion cortical
marcada, congestion y edema perivascular discreto difuso, edema perineural
moderada, gliosis marcada. Se observa a nivel de las meninges una congestion
moderada difusa, en parénquima a nivel de la sustancia gris cortical, se aprecian

amplias areas de desmielinizacién y en sustancia blanca hay una congestién y

77



edema perivascular discreto difuso, ademas de edema perineural moderada y
gliosis marcada. El cerebelo presenté una desmielinizacion marcada en sustancia
gris, congestion cerebelar moderada difusa. Se observa marcada desmielinizacién

de la sustancia gris, asi como una congestion moderada difusa.

De acuerdo a la historia clinica, a las lesiones encontradas en la necropsia, asi
como a las alteraciones observadas al microscopio, el animal cursaba con un
cuadro respiratorio severo, asociado a una infeccién severa de tipo viral causado
por la presencia del virus del moquillo canino, y lesiones compatibles con el virus

de la influenza canina.

Figura 10. Resultados histopatologicos del caso 5 de CRC. Resultados a la necropsia de
hembra Golden Retriever, de 2 y medio meses de edad, que fallece a consecuencia de una
neumonia intersticial con implicacién del SNC. En la imagen A, se observa el desprendimiento de
la mucosa traqueal debido al reflejo tusigeno (flecha) 100X. En la imagen B, se observan cuerpos
de inclusién intranuclear de CAV-2 en pulmoén (flecha) 100X.En la imagen C, se observa edema
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traqueal a nivel de submucosa con separacién del mismo del cartilago hialino (flecha) 100X. En la
imagen D, se observan cuerpos de inclusién intracitoplasmaticos de CDV (flecha) 100X.

Para estos 5 casos ademas de las muestras de hisopos nasales y conjuntivales,
se realiz6 a partir de las lesiones encontradas en parénquima pulmonar analisis de
PCR para CAV-2 y de RT-PCR/PCR anidado para los virus de CDV, CPIV y CIV.
Los casos 1y 2 fueron positivos a CAV-2 a partir de parénquima pulmonar pero no
asi para los hisopados nasales y conjuntivales tomados de estos mismos caninos.
Sin embargo hubo positividad en los cinco casos para CDV y CIV y estos mismos
fueron negativos para el CPIV en parénquima pulmonar. En el caso de los
hisopados nasales y conjuntivales, para CDV todos fueron positivos; en cambio
para CIV, sélo uno de los casos fue positivo. Por otro lado, en el caso de CPIV el
caso numero 4 fue positivo en hisopado nasal y conjuntival, mientras que en la

muestra a partir de pulmoén, el resultado fue negativo.

Tabla 10. Resultados de las pruebas moleculares realizadas a los caninos
que perecieron por CRC.

caso

+
+

—_~ A~~~

S+ F++

+ + + 4+

)
)
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4 )

5 (-) ( (+)
Totales 40% 100 100%
Resultados al RT-PCR y PCR correspondientes a muestras de parenquima pulmonar con lesiones
diversas.

( ) (-)

( ) (-)
3 ( ) (-)

(- ) (-)
) ()
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5. DISCUSION.

El Complejo Respiratorio Canino (CRC) es un sindrome generalmente agudo de
origen multifactorial en el cual estan implicados una multitud de agentes
infecciosos virales y no virales (Buonavoglia & Martella, 2007; Jeoung et al., 2013).
Debido al amplio espectro clinico que muestran los caninos afectados por el CRC,
el cual resulta de la participacidon del agente(s) implicado (su patogenia e
inmunidad especifica entre otros), la terapia y prondstico de este sindrome
depende de un diagndstico preciso y oportuno del o los agentes infecciosos
involucrado. En el presente estudio en un periodo de 13 meses (29-enero-2013 al
19-marzo-2014) se obtuvieron muestras de 102 caninos con sintomas sugerentes
del Complejo Respiratorio Canino remitidos a clinicas del area metropolitana de
Monterrey, N.L. México. Los criterios de inclusién clinica del estudio fueron la
presencia de secrecion nasal y lagrimal abundante, tos y dificultad respiratoria y
ademas de que los ejemplares no hubiesen sido vacunados dentro de las ultimas
tres semanas contra los Virus de Distemper Canino, Adenovirus Canino Tipo 2 o
Parainfluenza Canina. La deteccién de este cuadro respiratorio fue enteramente
realizada por veterinarios de las distintas clinicas consideradas por su deseo de
cooperar en el estudio. En primera instancia la sospecha inicial del clinico
veterinario fue confirmar o descartar la presencia del Virus del Distemper Canino.
Del total de muestras 31.4% (32/102), los veterinarios clinicos senalaron haber
realizado una analisis previo, basado en el uso de una prueba inmunoenziméatica

disponible comercialmente, para la deteccion de antigeno del Distemper canino.
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De esta muestras solo 20 fueron sefaladas como positivas (62.5%) y 12 negativas
(37.5%). Ante esta situacion, se incorporaron en el estudio con la finalidad de
obtener una mejor aproximacion diagnéstico, por lo menos con los agentes virales
que han sido implicados como participes del CRC considerados aqui. Para ello fue
necesario establecer las condiciones necesarias para establecer el diagndstico
molecular basado ya sea en PCR o RT-PCR/PCR anidado para detectar los virus
frecuentemente reportados en este complejo: el Adenovirus Canino tipo 2 (CAV-
2)(Damian et al., 2005; Erles et al., 2004; Mochizuki et al., 2008; Rodriguez-Tovar
et al., 2007), el Virus de la Parainfluenza Canina (CPIV) (Erles et al., 2004;
Mochizuki et al., 2008), el Virus de Distemper Canino(CDV) (Erles et al., 2004;
Buonavoglia & Martella, 2007; Kbénig, M. 2004) y el Virus de Influenza Canina
(CIV) (Buonavoglia & Martella, 2007; Hayward et al., 2010). Ademas, tanto el CDV
como el CIV fueron especialmente considerados en el estudio debido a que la
mayoria de los clinicos refirieron que CDV es el patégeno principal involucrado en
problemas respiratorios de caninos en el area metropolitana y para el caso de CIV
debido a la sospecha clinica y epidemioldégica de su presencia en el area
metropolitana, su potencial zoonético (Dubovi, E. 2010; (Yong-Hwan et al., 2001) y
que ha sido recientemente involucrado en el CRC en otras partes del mundo

(Jeoung et al., 2013; Li et al., 2010; D. Song et al., 2008)

Debido a que las muestreas clinicas fueron principalmente de hisopados
nasales/conjuntivales se establecieron para los virus de CDV, CPIV y CIV un RT-
PCR y PCR anidado para cada virus, respectivamente con el propésito de
aumentar la sensibilidad de la misma, ya que la cantidad de virus eventualmente
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presente puede no detectarse con un RT-PCR en un solo paso. Para ello, se
utilizaron oligonucleétidos reportados por distintos autores (Erles, 2004; Kénig, M.
2004; (WHO, 2009). Fue muy importante establecer esta metodologia para
detectar en pacientes enfermos, los virus objeto de estudio en esta investigacion y
poder establecer un sistema diagnéstico que le permitiera a los veterinarios del
area metropolitana de Monterrey tener una herramienta mas que les permitiera
con mayor certeza un dar un diagnéstico definitivo, pero sobre todo establecer
mejores medidas de tratamiento y control para estos virus. A diferencia de
estudios realizados en otros paises donde se establecieron estos pero a partir de
animales que perecieron por estas infecciones, es decir estudios histopatolégicos

(Damian et al., 2005; Rodriguez-Tovar et al., 2007).

Para el Virus de Distemper Canino se estableciéo un RT-PCR/PCR anidado (Kénig,
2004) que pudo detectar un fragmento del gen que codifica para la proteina N
tanto en muestras de hisopados nasales como conjuntivales, ademas de tejidos
(parénquima pulmonar). Como control positivo se uso una vacuna (Vanguard®
Plus 5 L4 ,Pfizer) que contenia al menos 10%° TCIDso de Virus del Distemper
Canino. El establecimiento del PCR anidado fue muy importante para aumentar la
sensibilidad de la prueba, ya que al RT-PCR solo fueron positivas el 57.63% del
total de los resultados positivos para CDV (75.44% (77/102)), lo que indica que sin
el PCR anidado se hubieran dado como negativas el 42.46% de las muestras
analizadas positivas a este virus. Esto nos sugiere que la cantidad de virus que se
secreta en fluido nasal y conjuntival no siempre puede ser detectable a pruebas
como las inmunoenzimaticas de antigeno (SNAP) donde un tercio de las mismas
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fueron negativas (12/32) analizadas por ambos métodos. Aun mas importante que
solo el RT-PCR tampoco hubiera sido capaz de detectar al 100% de las muestras

positivas.

Este mismo efecto de sensibilidad de la prueba utilizada se mostré para el Virus
de la Parainfluenza Canina, donde solo el 14.28% por ciento de las muestras
incluyendo el control extraido a partir de la vacuna (10°°TCIDsy de virus de la
Parainfluenza Canina, Vanguard® Plus 5 L4, Pfizer)) fue positiva en el RT-PCR,
siendo detectado el resto de los positivos solo en el PCR anidado. Para el caso del
Virus de Influenza Canica se obtuvieron resultados similares, siendo muy
importante el establecimiento de un PCR anidado para aumentar la sensibilidad de

la prueba.

Los resultados obtenidos en el presente estudio sugieren fuertemente que a través
de RT-PCR/PCR, utilizando muestras clinicas de caninos que presentan
sintomatologia sugerente del CRC se pueden detectar a los virus del CDV, CIV,
CPIV y CAV-2 en su forma individual o combinada en canidos del Area
metropolitana de Monterrey. Lo anterior, ademas de reforzar la hipétesis inicial de
trabajo también demuestra la circulacién y co-circulacion de los virus antes
mencionados en caninos con CRC. En primera instancia, se logré determinar la
positividad para al menos uno de los virus involucrados en CRC en el 75.5% de

las muestras y en una buena proporcién en a manera de coinfecciones (22.6%).
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Acorde a lo observado, en las muestras analizadas se presentaron co-infecciones
entre el virus de CDV/CIV con una mayor frecuencia (14.7%). Seguida de la co-
infeccion entre CDV/CIPV con un 4.9% y aun se puedo encontrar la participacion

de tres virus: CDV/CIV/CAV-2 (2%) y CDV/CPIV/CIV (1%).

La infeccidon multiple que se detecté en un porcentaje mas alto en las muestras fue
la de CDV y CIV, esto contrasta con los resultados de Mochizuki y colaboradores
quienes, en un estudio realizado en Japdén donde obtuvo muestras de 68 perros,
no encontrd ninguna co-infeccién entre éstos dos virus (Mochizuki et al., 2008).En
un estudio realizado en México se encontrd la mayor co-infeccion fue entre CDV y
CPIV en 5 muestras de un total de 35 (Damian et al., 2005); sin embargo en este
estudio no se incluy6 a ClIV, en nuestro estudio esta co-infeccién se encontré sélo
en el 4.9% del total de las muestras (102). Damian et al (2005) en su estudio
encontraron la co-infeccion de CAV, CPIV y CDV en el 28% de sus muestras,
mientras que en nuestro estudio, no se encontraron ninguna muestra que
involucrara los tres virus analizados por Damian; por otro lado en el 2% de las
muestras analizadas en este estudio, se encontrd la co-infecciéon entre CDV, CAV-
2 y CIV. Mientras que CIV, no fue reportado en las investigaciones hechas por
Erles y Mochizuki (Erles et al., 2004; Mochizuki et al., 2008). Otro resultado no
reportado en la literatura fue la co-infeccién entre CDV/CPIV/CIV, en presente
estudio se encontrd que en el 1% de los casos analizados mostrd esta infeccién
multiple. En nuestro estudio el virus de mayo indice de frecuencia de deteccion ya
sea en su forma individual (50 %) y/o asociado con uno o hasta tres distintos

agentes virales (22.6%) fue el CDV. Este virus fue considerado como el principal
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agente etiologico involucrado en CRC segun la sintomatologia clinica reportado
por los veterinarios. Acorde a lo observado, se puede sugerir que es el CDV es el
virus con la mas notable participacién CRC y de mayor circulaciéon en los caninos
del area metropolitana de Monterrey con cuadros clinicos respiratorios de variable
intensidad. Dentro de la sintomatologia que se asociaron con casos positivos a
CDV fue principalmente secrecién nasal y conjuntival, tos, dificultad respiratoria y
en menor proporcién cuadros nerviosos y digestivos. Sin embargo en los estudios
histopatolégicos de 5 casos de caninos de distintas edades, razas y sexo que
perecieron por problemas respiratorios se pudo comprobar a través de la
histopatologia y pruebas moleculares la presencia de este virus en sistema
respiratorio, y solo por estudios histopatoldégicos en sistema nervioso central,
sistema urinario, linfatico y en algunos casos en sistema digestivo. Para este virus
se utilizan vacunas de distintas marcas comerciales y diversos protocolos de
vacunacién para proteger a los caninos, sin embargo una alta proporcién de los
mismos no terminan el calendario de vacunacion o inclusive muchos de ellos no
son vacunados. En el caso de las muestras analizadas solamente un el 15.68%
(16/102) de los caninos con sintomatologia respiratoria habian sido inmunizados
con una de las variantes de protocolo completo de vacunacion y en este grupo
solo un 4/16 fueron positivos a CDV. Se pudo observar una mayor proporcién de
caninos positivos en los grupos con protocolo de vacunacién incompleto (24/25) y
con protocolo incompleto de vacunacién (45/61). Lo que puede indicar que la
vacunacién adecuada puede disminuir la presencia del virus del CDV en la
poblacion canina del area metropolitana de Monterrey. Se puede ver una

tendencia a una mayor susceptibilidad a CDV en caninos de 3 a 6 meses de edad
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(81.81%) y con calendario incompleto o nulo de vacunacién, lo que concuerda
con que los perros en ese rango de edad son los mas susceptibles a contraer CDV

(Martella et al., 2008; Yong-Hwan et al., 2001).

Los resultados fueron analizados, de acuerdo a la edad, municipio de procedencia,
sintomatologia al momento de la toma de muestra y si contaban o no con un
protocolo completo de vacunacién para cada uno de los virus incluidos en el
estudio. Aparentemente y con excepcion del calendario completo de vacunacion,
dada la dispersion de los datos de las otras variables, no fue posible establecer
asociaciéon (P>0.05) entre la presencia de la infeccion con estas variables
estudiadas (datos no mostrados). Se logré establecer que los animales no
vacunados contra el Virus de Distemper Canino tienen mayor riesgo a presentar el

CDV que aquellos caninos vacunados (P<0.0001).

El virus que se encontrd en segundo lugar con mayor frecuencia fue el Virus de la
Influenza Canina (19.7%), aqui la prueba diagnéstica se dirigié hacia una region
muy conservada para los miembros de la influenza A, por lo que no se pudo
establecer qué tipo de cepa es de acuerdo a la neuraminidasa y hemaglutinina
que posee. Este virus se presentd como un mono-infeccion solo en 2 casos del
total de 102, aqui los signos clinicos comunes para ambos casos fueron secrecién
nasal y ocular, asi como temperatura alta. En el 14.6% del total de los casos se
presentd una co-infeccion entre CIV/CDV. Ademas se detectaron co-infecciones
entre 3 virus, CDV/CAV-2/CIV en un 2% (2/102) y entre CDV/CPIV/CIV en un

caso. Esto nos indica en los problemas respiratorios de caninos de Monterrey y su
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area metropolitana se encuentra circulando el virus de CIV en su forma individual y
asociado con otros virus. Hasta donde sabemos, no ha ocurrido reportes sobre
CIV en México por lo que el presente estudio representa el primer reporte de la
circulacién de este virus en la poblaciéon canina del pais. Contrario a esto, se ha
reportado ampliamente en brotes en distintos paises tales como Estados Unidos
(Buonavoglia & Martella, 2007; Hayward et al., 2010), China; (D. S. Song et al.,
2011). A pesar de esto, se han estudiado poco sobre los tipos y subtipo de
Influenza que puede infectar a caninos y si estos tipos pueden ser transmitidos al
humano: Se ha comprobado que los subtipos de influenza H3N8 equino y H3N2
aviar son capaces de adaptarse en la poblacién canina y son los que actualmente
se encuentran en circulacion en América, Asia y Europa (Giese et al., 2008;
Harder & Vahlenkamp, 2010; Kirkland et al., 2010; D. S. Song et al., 2011; Wang
et al., 2013). Experimentalmente también se han comprobado que caninos pueden
infectarse con cepas humanas como el subtipo H3N2, pero no se ha detectado en
forma natural aun (D. S. Song et al.,, 2011). Por este motivo es importante
establecer en futuros estudios lo tipos y subtipos de Influenza Canina que circulan
en la poblacion de perros del area metropolitana de Monterrey, si estos caninos
pueden ser una fuente de infeccidn para humanos o viceversa y que se adopten
las medidas pertinentes para disminuir su presencia en la zona. Por otro lado es
importante establecer la necesidad del desarrollo de vacunas y la aplicacién de
estas en las poblaciones caninas de la zona, ya que de momento no se cuenta
con un biolégico que contenga cepas de CIV. Al momento existe una Vacuna en
Estados Unidos sin embargo a pesar de la aplicacién de la misma ha existido la

propagacion del CIV en la poblacion canina de este pais (Boonsuk et al., 2008).

87



En el caso del virus de la Parainfluenza Canina se pudo diagnosticar solo en el
7.9% del total de las muestras y solo en 1 de ella como un a mono-infeccién. Por
lo que se sugiere que este virus circula en una proporcién menor en caninos del
area metropolitana de Monterrey, debido a la aplicacion de vacunas que ayudan a
controlar la enfermedad y disminuir la severidad de los sintomas como lo sugieren
algunos investigadores (Buonavoglia & Martella, 2007). Por otro lado es
importante resaltar que solamente se obtuvieron resultados positivos a hisopados
nasales y conjuntivales y no asi en las muestras de pulmén lo que concuerda con
los datos publicados de replicacion de este virus solo mucosa de tracto respiratorio

alto (Greene & Addie, 2008).

Por ultimo para el virus de CAV-2 solamente se encontraron resultados positivos
para 2 casos de la histopatologia y ningun resultado positivo para hisopados
nasales y conjuntivales. Esto puede ser segun la literatura consultada porque los
caninos que se infectan con CAV-2 presentan un cuadro clinico agudo
generalmente se recuperan espontdneamente sin mostrar signos de la
enfermedad, y rara vez termina con la muerte (Buonavoglia & Martella, 2007;
Rodriguez-Tovar et al., 2007). Por otro lado en los casos que se present6 el CAV-
2, se encontré asociado con otros virus (CDV/CAV-2/CIV en un 3.92% (4/102) y
donde se detectd por histopatolgia cuerpos de inclusién intranuclear baséfilos en
epitelio bronquial, bronquiolar y neumocitos, una neumonia bronco intersticial con
necrosis y exfoliacion del epitelio bronquiolar y alveolar, seguido por una
hiperplasia de los neumocitos de tipo 2, como lo reportan otros autores

(Buonavoglia & Martella, 2007; Damian et al., 2005; Rodriguez-Tovar et al., 2007).
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Por otro lado es importante resaltar que de estos 4 casos compatibles en las
lesiones histopatologicas solamente se pudo detectar fragmentos del genoma en
dos de las muestras al PCR, esto se pudo deber a que para este virus solo se
monté un PCR punto final y no se agregd un PCR anidado, esto limita la
sensibilidad de la prueba comparada con los pruebas establecidas para CDV,
CPIV y CIV. Por lo que se recomienda establecer un PCR anidado o un Real time

PCR para aumentar la sensibilidad de la prueba.

En resumen las diferencias en los indices de frecuencias encontrados, para todos
y cada uno de los virus incluidos en este trabajo comparados con aquellos
estudios similares realizados en otras partes del mundo probablemente se deban
al diseno del estudio, tipos de pruebas diagnosticas empleadas para detectar a los
patdgenos virales y a la dinamica epidemiolégica de los diferentes agentes
involucrados en la poblacion canina del lugar de estudio. Como se ha sefalado
anteriormente, se sugiere continuar con estudios similares para revelar la
participacion de otros agentes infecciosos y/o condiciones que posibilitan la
aparicién del CRC y su impacto en la salud de la poblacién canina. Por otro lado,
es necesario determinar la dinamica epidemiolégica de todos y cada uno de los
agentes involucrados para establecer las pautas para el control y eventual

erradicacion de los patdégenos virales involucrados.
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6. CONCLUSIONES.

Se establecieron las condiciones para efectuar el diagndstico molecular de los

virus del CDV, CIV, CPI, asociados al complejo respiratorio canino.

Dada la alta sensibilidad y especificidad del protocolo establecido para detectar al
Virus del Distemper Canino se sugiere fuertemente que las pruebas
inmunoenzimaticas para la deteccién de antigenos del Distemper en muestras
clinicas del CRC podrian tener un valor limitado de uso para confirmar el

diagnéstico clinico.

Para el virus de CAV-2 es necesario establecer un PCR anidado o Real time PCR
para aumentar la sensibilidad a partir de muestras obtenidas de animales con el

CRC.

Las muestras del tipo hisopos nasal y conjuntival son adecuadas cuando una de la
sintomatologia mas importante es descarga nasal y conjuntival para los virus de
CDV, CIV y CPIV. La muestra mas adecuada cuando el CAV-2 participa en el

Complejo Respiratorio Canino son muestras de tejido pulmonar.

El virus que se presenta con mayor frecuencia en caninos del area metropolitana
de Monterrey es CDV en animales con protocolos incompletos o nulos de
vacunaciéon. La co-infecciébn mas frecuente de este virus fue CDV/CIV y ademas

se presenté en menor proporcion con CDV/CAV-2/CIV en un 2% (2/102) y entre
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CDV/CPIV/CIV. Lo que sugiere que el CDV puede ser una agente inmunodepresor
que permite las co-infecciones, sin embargo se requieren mayores estudios para

establecer este punto.

El Virus de Influenza Canina se encuentra circulando en el area metropolitana de
Monterrey, en su forma individual y participando en co-infecciones con otros virus.
Es importante realizar posteriores estudios de aislamiento, analisis moleculares y
de caracterizacién genética que nos permitan identificar los tipos y subtipos y
establecer si los caninos son una fuente eventual de infeccion para la poblacion

humana.

Una vez demostrada la presencia de CDV, CIV, CPIV, CAV-2 se recomienda
realizar estudios epidemiolégicos para determinar la prevalecia de estos virus en

la poblacion canina del area Metropolitana de Monterrey.
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ANEXOS

RESULTADOS DE LA DETECCION DE VIRUS ASOCIADOS AL

COMPLEJO REPIRATORIO CANINO.

29/04/13 1.LULU + Tos, moco, lagana

30/04/13 2.ZIP N GPE + + - + Moco, lagana, dificultad
respiratoria, Tics nerviosos,
anorexia, vomito

2/05/13 3.S/N N SN + - - - Depresion, lagafa, anorexia

3/05/13 4. GUNTHER P APDA + - - - Tos, moco, lagana,
dificultad respiratoria,
hiperqueratosis,anorexia

1/05/13 5.MATEO N SN + - - + Moco, lagania, tos

6/05/13 6.DUQUESA P APDA + - - - Tos, moco, lagafa,
dificultad respiratoria,
hiperqueratosis, anorexia

6/05/13 7.NICKY N APDA + - - - Tos, moco, lagafa,
hiperqueratosis, anorexia,
vomito

7/05/13 8.CANDY N SN - - - - Lagafna

8/05/13 9.WILLY N SN + - - + Tos, estornudos, lagana,
dificultad respiratoria,
anorexia

13/05/13 10.S/N P APDA + - - + Estornudos, tos, lagana,
dificultad respiratoria, Tics
nerviosos, hiperqueratosis

13/05/13  11.MORETTA P APDA + - - + Tos, estornudos, lagana,
moco, dificultad respiratoria

17/05/13 12.COQUITA P SN + - - + Lagana

17/05/13 13.CHUECO N APDA + - - - Lagana, hiperqueratosis,
anorexia

11/05/13 14.MARA N SN + - - + Estornudo, moco, lagana

11/05/13 15.ALINNE C SN + - - - Estornudo, moco, lagana

11/05/13 16.CAMILA P SN + - - - Moco, lagafa, tics
nerviosos, dificultad
respiratoria, anorexia

11/05/13 17.GALA N SN + - - - Dificultad respiratoria,
lagana, tics nerviosos

16/05/13 18.BOTAS N SN + - - - Lagana

14/05/13 19.TEKILA P SN + - - - Anorexia, lagafia

20/05/13 20.BUDDY N APDA + - - - Moco, lagafa, anorexia, tics
nerviosos

21/05/13  21.KIMBERLY N SN + - - - Anorexia, tics

22.ANULADA

23/05/13 23.RAYITO N SN + - - - Lagana, diarrea, vémito,
anorexia

25/05/13 24. GORDA N SN - - - - Moco, lagana, dificultad
respiratoria

25/05/13  25.P.ALEMAN N SN - - - - Lagana

26/05/13 26.0RSON C SN - - - - Lagafna

26/05/13 27.MUSA C SN - - - - Lagana

26/05/13 28.J0ZY C SN - - - - Estornudos

27/05/13 29.FLICA C SN - - - - Lagana

29/05/13 30.BONITA N APDA + + - - Tos, lagana

30/05/13 31.TOSSO C SN - - - - Estornudos

1/06/13 32.MUNECA N APDA - - - - Moco, lagana, tics
nerviosos, hiperqueratosis

1/06/13 33.LUNA N APDA + - - - Moco, lagana,

hiperqueratosis, anorexia
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FECHA NOMBRE VACUNAS MUNICIPIO CPIV SINTOMATOLOGIA

3/06/13 34.HUNGARO MTY Moco, lagafa, tics nerviosis

10/06/13 35.NEGRO N MTY + - - - Moco, diarrea c/sangre,
anorexia, fiebre

10/06/13 36.CAFE N MTY + - - - Tos, estornudos, diarrea,
moco, lagafa, anorexia

10/06/13 37.S/N N SN + - - - Estornudo, moco, lagana,
dificultad respiratoria.

11/06/13 = 38. S/N CAFE N SN - - - - Lagana, anorexia, débil

12/06/13 39. VITO N SN - - - - Lagana, anorexia,
hiperqueratosis, vomito, tics
nerviosos

13/06/13 40.KIARA N SN - - - - Diarrea, anorexia, vomito

14/06/13 = 41.HERCULES N SN + - - - Lagafa, moco, vomito,
anorexia, fiebre, diarrea

15/06/13 42 LAILA C SN - - - - Tics nerviosos

17/06/13 43.YANKY P SN - - - - Tics nerviosos, diarrea,
anorexia

19/06/13 44 KISSY N MTY - - - - Moco, lagana, dificultad
respiratoria, vémito, tics
nerviosos

19/06/13 45. NIKY N SN + - - - Voémito, diarrea

21/06/13 46.NICO N SN + - - - Lagafa, moco

4/07/13 47.DAGER P SN + - - - Tos, estornudos, moco,
lagana

10/07/13 48.BOLA N SN - - - - Estornudos, moco, lagana

22/07/13 49.COOKIE P SN + - - - Lagafa verdosa

2/08/13 50.S/N N SN + - - - Estornudo, moco, lagana

23/08/13 = 51.HERCULES N ESC + - - - Estornudo, moco, lagana,
dificultad respiratoria,
diarrea

2/09/13 52.RENATA N SN + + - - Estornudo, moco, lagana

9/09/13 53. PULGA N SN + - - - Dificultad respiratoria,
vémito, diarrea

2/09/13 54. TYLER N ESC - - - - Estornudo, laganfa,
dificultad respiratoria,
anorexia

18/09/13 55.LUNA P ESC + - - - Tos, Estornudo, lagana,
dificultad respiratoria,
Anorexia

12/09/13 56.RECOGIDO N SN + - - - Tos, estornudo, moco

27/09/13 57.MAX N SN + - - - Moco, lagana, anorexia, tics
nerviosos

23/09/13 58.BILLY N SN + - - - Lagana, dificultad
respiratoria

3/10/13 59.INNU N SN - - - - Tos, estornudos, moco,
dificultad respiratoria,
Anorexia

12/10/13 60.S/N N SN - - - - Lagafa, moco

2/11/13 61.NOE C MTY + - - + Tos, estornudos, moco,
lagana, anorexia

14/11/13 62.NINA N SN + - - - Tos, estornudo, moco,
lagafna ,anorexia

10/11/13 63.NINA P SN + - - - Estornudo, moco, lagana,
anorexia, convulsion

20/11/13  64.CAFECITO N SN + - - - Moco, lagafa, tics
nerviosos

26/11/13 65.MIA C SN - - - - Moco, lagafa

14/12/13 66.KIMY P GPE + - - - Moco, lagana, dificultad
respiratoria, tos y tics
nerviosos

28/11/13 67.NIKY N ESC + - - - Moco, lagania, tos, diarrea,
vémito

11/12/13 68. JACK N ESC + - - - Tos, moco, lagafa, tics
nerviosos
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17/12/13

2/01/14

2/01/14
3/01/14
10/01/14

14/01/114
13/01/14

26/11/13

2/02/14

8/02/14

13/02/14

13/02/14

21/02/14

22/02/14

21/02/14

20/02/14

19/03/14

28/01/13
13/02/13

16/02/13
20/02/13

25/02/13
22/02/13

22/03/13

9/04/13

17/04/13

15/04/13

3/05/13

20/05/13
23/05/13

28/10/13

69.CACHO

70.BLACKY

71. DOKY
72. BETO
73.BRUNO

74.LUIGI
75.SAMMY

76.SORULLA

77.ROCKY

78.CHIHUA

79. KEYLA

80.S/N
81.TYSON

82.PALOMO

83.MAKE
84.PEQUE

85.LADY

86 (1c).NENA
87 (2c). JAMA

88 (3c). GREG
89 (4c).
TONCA

89 (5¢).BEBE
90 (60).
LOVELY

91 (7c). LOLA

92 (8c).
TOBIAS
93 (9c).
BUMMER
94 (10c).
JESICA
95 (11c).
CAMIL
96 (12c). TJ
97 (13c).
PRETTY
98 (14c).
SHOKER
99 (15¢).
SAMARA
100 (16c).
KODA

S/D

S/D

ESC

SN

SN

SN
SN

APDA
SN

GPE

SN

SN

SN

APDA

GPE

ESC

GPE

GPE

MTY

ESC

ESC

ESC
ESC

ESC
ESC

ESC

ESC

ESC

MTY

ESC

ESC
ESC

ESC

ESC

MTY

Tos, moco, lagafa,
anorexia, depresion

Tos, estornudo, lagana,
dificultad respiratoria,
hiperqueratosis

Tics nerviosos

Moco, lagana

Moco, tics, dificultad
respiratoria

Tics nerviosos, lagana
Moco, lagana, tics
nerviosos, hiperqueratosis
Tos, moco, lagana, diarrea,
tics nerviosos

Tos, estornudos, moco,
lagana, dificultad
respiratoria

Moco, lagana, tics
nerviosos

Estornudos, moco, lagana,
ificultad respiratoria, tics
nerviosos

Estornudos, moco, lagana,
dificultad respiratoria
Moco, lagana, tics
nerviosos, diarrea

Tos, moco, lagafa,
hiperqueratosis, tics
nerviosos, vomito, anorexia
Tos, lagafia, moco, tics
nervisoso, diarrea, vémito
Tos, moco, lagana, tics
nerviosos, diarrea

Tos, moco, lagana, tics
nerviosos, dificultad
respiratoria

Tos, estornudos, moco,
lagana

Moco, lagafa, tics
nerviosos, temperatura alta
Moco, lagafa verdosa

Estornudos, lagana

Sin datos

Moco, lagafia, anorexia,
temperatura alta
Lagana, tics nerviosos,
diarrea

Tics nerviosos, anorexia
Sin datos

Tics nervisos

Sin datos

Moco, lagafa
Sin datos

Sin datos
Sin datos

Tos, estornudo, lagana,
dificultad respiratoria
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23/03/13 101 (17c¢). S/D GPE Dificultad respiratoria,
HUSKY estornudos, moco, lagana,
hiperqueratosis, vémito
24/04/13 102 (18c). S/D GPE + - - - Sin datos
JAIME

Abreviaturas: Monterrey (MTY); Guadalupe (GPE);, Escobedo (ESC); Apodaca (APDA); San
Nicolas (SN).Protocolo de vacunacion Parcial (P), Protocolo de vacunacion Completa (C),
Protocolo de vacunacion Nula (N). Positivo (+); Negativo (-).
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ENCUESTA EPIDEMIOLOGICA PARA CANIDEOS CON ENFERMEDADES

Nombre de la clinica:

Nombre de la mascota:

Edad:

Raza:

Sexo:

RESPIRATORIAS

Fecha de toma de muestra:

Marca con una x la respuesta correspondiente a cada indicador de la siguiente encuesta

Indicador

(Tiene
vacunacion
polivalente
previa?

éSigue un
calendario
de
vacunaciéon
establecido
desde
cachorro?

Tipo de habitat
de la
mascota:

Nivel
socioecond
mico del
area donde
vive la
mascota

¢La mascota
tiene
acceso a la
calle?

¢Cohabita con
otras
caninos?

¢Los caninos con

los que
habita
presentan

sintomatolo
gia similar?

Presenta los
siguientes
signos
clinicos

Tiempo
transcurrid
o desde el

inicio de los

Casa
habitacién

Bajo

Tos
Dificultad

respiratoria

Vémito

SI

Fecha ultima aplicacion:

SI

Criadero

Medio

SI

SI

SI

Estornudos Descarga nasal

Hiperqueratosis [Disminucion

Sinologia nerviosa plantar apetito

NO

no

Tienda de mascotas

Alto

NO

NO

NO

Descarga ocular

Heces firmes
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ENCUESTA EPIDEMIOLOGICA PARA CANIDEOS CON ENFERMEDADES
RESPIRATORIAS

signos
clinicos

Tratamientos SI NO
previos a la

toma de la

muestra. Antibidtico | Inmunoestimulante | Expectorantes Otros

Duracion del

tratamiento 1 sem. 2sem. 3sem. 4sem. 5 sem.

PROTOCOLO DE VACUNACION UTILIZADO POR CLINICOS DEL AREA
METROPOLITANA DE MONTERREY

Virus 1era dosis 2da dosis 3eradosis Revacunacion
vacunales
CPV2, CDV, CPIV, 6 semanas 8 semanas 10 semanas Anual
CAV-2, CAV-1,
Protocolo utilizado con mas regularidad en clinicas de Monterrey y su area metropolitana. CPV2
(Parvovirus Canino), CDV (Virus del Distemper Canino), CPIV ( Virus de la Parainfluenza Canina),
CAV-2 (Adenovirus Canino Tipo 2), CAV-1 (Adenovirus Canino tipo 1), CAV-2 (Adenovirus Canino

tipo 2)

CPV2, CDV, CPIV, Vacuna 8 semanas 10 semanas Cada 6-8
CAV-2, CAV-1, CCV, Quintuple meses
L. Canicolay

L.icterohemorragiae
Protocolo alterno que se utiliza en clinicas de Monterrey y su area metropolitana.. CPV2

(Parvovirus Canino), CDV (Virus del Distemper Canino), CPIV (Virus de la Parainfluenza Canina),
CAV-2 (Adenovirus Canino Tipo 2), CAV-1 (Adenovirus Canino tipo 1), CAV-2 (Adenovirus Canino
tipo 2), L. Canicola (Leptospira canicola), L. icterohemorragiae (Leptospira icterohemorragiae)

Vacunas comerciales utilizadas con mayor frecuencia.
Recombitek C6 (Merial)

Suspension inyectable. Vacuna contra Moquillo, Hepatitis infecciosa canina
causada por Adenovirus tipo 1, enfermedad respiratoria por Adenovirus tipo 2,
Parainfluenza, Parvovirus y Leptospirosis canina.
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Fraccion liofilizada: Virus activos modificados de: Moquillo canino (CDV)
recombinante en vector canarypox, Adenovirus canino (TIPO 2, CEPA
TORONTO), virus de Parainfluenza canino (CEPA D-008), Parvovirus canino
(CEPA 780916).

Fraccion liquida: Leptospira  canicola  (CEPA  1503), Leptospira
icterohaemorrhagiae (CEPA 1518).

Vacuna Vanguard® Plus 5 L4(Pfizer)

Virus vivo modificado y virus muerto. Cada dosis contiene un minimo de 103.5
TCID50 de Virus del Distemper Canino, 103.4 TCID50 del Adenovirus Canino tipo
2, 105.5TCID50 de virus de la Parainfluenza Canina, CPV 107.2 TCID50 de
Parvovirus canino, 600 Unidades Nefeloméricas (UN) de L. canicola, 600 UN de L.
icterohaemorrhagiae, 600 UN de L. grippotyphosa 'y 600 UN de L. pomona

Vacuna Puppy Jet N5 (Norvet)

Para la inmunizacién de: Moquillo canino (CDV), Virus de la Hepatitis Infecciosa
Canina (CAV-1), Adenovirus tipo 2, Parvovirus Canino, Coronavirus Canino vy
Leptospira.

NOBIVAC® DHPPi+Lepto

Es una vacuna multiple a virus activo atenuado vy liofilizado para la prevencion del
moquillo (CDV), virus de la hepatitis canina (CAV-1), Parvovirus canino y contra
las enfermedades respiratorias causadas por el Virus de la Parainfluenza tipo 2,
asi como Leptospira.

Cepa Onderstepoort (Virus del Distemper Canino)

Cepa C 154 (Parvovirus Canino) tecnologia de clonacién
Cepa Manhattan LPV3 (Adenovirus Canino tipo 2)

Cepa Cornell tipo 2 (Parainfluenza canina)

Leptospira Interrogans canicola Ca-12-000

L. icterohemorragiae 820K Bacterina inactivada

106



