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RESUMEN 

AMARO NÁPOLES MAURICIO. Determinación del parvovlrus canino en 

heces por medio de la técnica reacción en cadena de la polimerasa (bajo la 

dirección de: MVZ Danlel Martlnez Gómez, MVZ. Raymundo lturbe Ramlrez, 

MVZ. Myrna A. Vlcenclo Mallén). 

Actualmente no existen trabajos sobre la Identificación y aislamiento 

del parvovlrus canino (PVC) en México. En este trabajo se colectaron 35 

muestras de heces de perros con cuadro cllnlco de gastroenteritis, a partir 

de las cuales se Identificó el ADN de PVC por medio de la técnica de 

reacción en cadena de la polimerasa (PCR). A las muestras se les realizó la 

prueba de hemoaglutlnaclón - Inhibición de la hemoaglutlnaclón (HA-IHA) y 

resultaron 14 de ellas positivas. El alslamlento se realizó con células A 72, se 

logró el alslamlento en 4 de estas 14 muestras positivas por la técnica de 

HA-IHA. Al realizar la PCR con estos alslamlentos, se logró la amplificación 

de una banda de 1446 pb, misma que al ser digerida con la enzima EcoRV 

mostró el patrón especifico de PVC. Posteriormente se realizó la técnica de 

PCR con las 35 muestras de heces y se logró la amplificación en 7 de las 

muestras positivas por HA-IHA. Con los resultados obtenidos en este trabajo 

se puede confirmar la existencia de PVC en México, Incluso con los 

aislamientos se esta en posibilidades de Identificar el tipo al que pertenece. 

De igual forma se demostró la utilidad de la prueba de HA-IHA como método 

de diagnóstico ya que en este trabajo se comparó la senslbllldad y 

especificidad de la PCR con la HA-IHA y aunque la especificidad fue mayor 

con en la técnica de PCR (100%) la sensibilidad (50"/e) estuvo por debajo de 

la prueba de HA-IHA. 



INTRODUCCIÓN 

Varias de las enteritis en caninos jóvenes pueden deberse a virus. como el 

coronavirus, rotavirus y parvovirus1
•
2

•
3

. También se han aislado virus, como 

astrovirus. herpesvirus. enterovirus y calicivirus. entre otros. pero su patogenicidad 

es aún incierta1
•
2

. 

La enfermedad producida por el parvovirus canino (PVC) se caracteriza por 

una gastroenteritis aguda o miocarditis con una marcada 

Jeucopenia1
·
2

·
3

.4·
5

·
6

•
7

•
8

·
9

•
1º·11 y se reportado en Australia, Estados Unidos, Canadá, 

Reino Unido. Nueva Zelanda, Sudáfrica, Bélgica, Japón, Espal'ia, Brasil e 
ltalias.e,e, 12, 13. 14.15, 16. 
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El PVC pertenece a la familia Parvovirinae, la cual se divide en dos 

subfamilias: Parvoviridae (virus de los vertebrados) y Densoviridae (virus de los 

insectos)8 •17•18•• La subfamilia Parvovirinae contiene tres géneros: el género 

Erythrovirus en el cual se encuentra el virus B19 que afecta al humano; el género 

Parvovirus, al que pertenece el PVC y en él se encuentran los virus que afectan a 

mamfferos como vacas, gatos, tigres, guepardos, tejones, ratas, ratones, cerdos, 

mapaches, lobos, coyotes, zorros y bisontes8 •11 •
17

•
19

•
2 º·21

, también a aves como 

patos, gansos y pollos (estos dos géneros el Erythrovirus y Parvovirus presentan 

replicación autónoma, es decir, no requieren de la presencia de otro virus para 

causar enfermedad): el género Dependovirus requiere :a presencia de un virus 

cooperador para poder replicarse, como el adenovirus8
•
17

•
21

•
22 (Cuadro 1). 

Historia 

En 1970 en los Estados Unidos de Norteamérica, se identificó un virus en heces 

de perros que fue llamado virus diminuto o parvovirus canino tipo 1 (PVC 

1 )6
•
1º·22

·
23

•
24 este virus no estc=1ba asociado a ninguna enfermedad6

•
1º·22

•• En el año 

de 1978 Eugster y Nairn24ª observaron un virus en heces asociado a brotes de 

enteritis grave. que causó mortalidad en perros y se identificó como parvovirus 

canino tipo 2 (PVC 2)6 •6"º·' 3 •22·,.·25• posteriormente este virus se aisló en Canadá, 

Sudáfrica y Reino Unido5
•
6

•
12

•
13

• para que asr en un ano la enfermedad se 

encontrara identificada en casi todo el mundo1
·
8

•
9

•
10

• Las investigaciones han 

mostrado que el PVC 1 y 2 son distintos, ya que no hay relación filogenética 

algunaª"º·22• El PVC 2 está relacionado con el virus de la Panleucopenia felina, en 

caracteristicas genéticas. antigénicas y presentación de la 

enfermedad5 ·6 •8 •
1 º·26

·
27

•
28

, por esta razón, el PVC 2 ha sido considerado dentro del 

sub-grupo de los parvovirus felinos al igual que el virus de la panleucopenia viral 

felina (FPV), el virus de la enteritis del mink (MEV)6 •9 .26 , el parvovirus del mapache 

(RPV), el parvovirus del perro mapachero (RPDV) y el parvovirus del zorro azul 

(BFPV)20
• 

El PVC 2 afectaba solamente a los miembros de la familia Canidae (perros, 

coyotes, lobos, perros rnapacheros, zorros6 ·ª"º·2 º·), pero no a los felinos29
• En 1980 
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se identificaron dos variantes antigénicas del PVC 2, las cuales recibieron el 

nombre de PVC 2a y 2b que remplazaron por completo al PVC 2 6
•
6"º·2

"
30

•
3
'. estas 

variantes adquirieron la capacidad de infectar tanto a caninos como a felinos y 

transmitir la infección entre ellos2
•
9

•
1 º·20

•
24

•
26

•
27

• Recientemente Pereira et a/.24
• 

aislaron y caracterizaron una variante más de leopardos que se denOJTiinó PVC 

2c3 2, la cual tiene la capacidad de infectar gatos e Inducir la enfermedad 33
·• 

La capacidad que adquirieron las variantes antigénicas 2a y 2b de 

replicarse en células de felinos y caninos in vitro e in vivo. se debe a la mutación 

de 4 aminoácidos en la superficie de la cápside viral. este cambio le confiere a 

estos virus un sitio de unión a las células de felinos. En general. los PVC 2 tienen 

en común la región correspondiente a tos aminoácidos 93, 30 ~' 323 de la proteína 

VP 2, por los cuales el virus tiene la capacidad de infectar células caninas34• en los 

PVC 2a y 2b existen diferencias en los aminoácidos correspondientes a los sitios 

87, 300, 305, 564 y 568 de la cápside viral, con respecto al PVC 2, estos cambios 

estuvieron presentes en todos los PVC aislados en gatos. los cuales se explican 

más adelante6 •9 •26•
27

•32•
32

• la tercer variante 2c también conserva estos cambios y 

sólo el aminoácido 300 es diferente al PVC 2 y a sus dos variantes32
• 

Diversos estudios han sido realizados para conocer el posible origen del 

PVC 2, de los cuales han surgido 3 hipótesis: la primera considera que se originó 

a partir de una mutación direéta del FPV en la población de perros o gatos; la 

segunda sostiene que el PVC 2 surgió por una mutación en una cepa vacunal de 

FPV, después de haberse propagado en cultivo celular; y la tercera hipótesis 

considera que el antecesor del PVC 2 tenla un huésped diferente al perro o gato, 

posiblemente un camivoro silvestre. en el cual se originó una variante que dio 

lugar al PVC 2 10
•
26

• Esta última hipótesis es la mas aceptada pues en 1995 se aisló 

un parvovirus en zorros con caracteristicas intermedias entre al FPV y el PVC 2 

(Figura 1)10
•
26

• 

El PVC en Latinoamérica (LA) 

Paises como Australia, Estados Unidos, Canadá, Reino Unido, Nueva Zelanda, 

Bélgica, Japón, Espana e Italia, fueron los primeros que identificaron al PVC 2 
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como agente causal de enteritis grave, poniendo la pauta para el desarrollo de 

otras investigaciones en diversos paises. Por lo anterior en 1980 se realizaron los 

primeros trabajos en LA, en México y Brasil, en donde se describen casos de 

enteritis hemorrágica, a partir de los cuales, por sus signos clinicos, hallazgos a la 
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Figura J. Posible evolución del PVC~ donde se mucstr.a 
su antecesor, que posiblemente se replicó en un carnívoro 
salvaje como el zorro y también se ob!tCrvan las tres 
variames antigénicas que hasta hoy predominan en el 
ambicntc

40ª. 

necropsia, cambios histológicos y 

observación de partlculas virales 

por microscopia electrónica (ME), 

se sugirió que se trataba del PVC 
216.36,37. Posteriormente se 

describieron casos similares, en 

donde además se da a conocer 
que existen titules altos de 

anticuerpos identificados por 

inhibición de la hemoaglulinación o 

inmunofluorescencia en contra del 

PVC 2 38
·
39

• En Brasil en 1988 

Angelo et al. aislaron cultivo 

celular por primera vez el PVC 2 en 

LA4º. 

En la década de los noventa 

se presentaron trabajos sobre la 

infección del PVC 2 como: a) la 

asociación con otros microorganismos 

como Sa/monel/a spp., C. jejuni y E. 

coli, entre otros41
; b) observación del PVC 2 en cachorros42

; c) la identificación del 

PVC en cachorros con diarrea y sin diarrea43: d) vacunación de lobos y el lilulo que 

alcanzan con ella17; E) por último la aplicación de una prueba inmunoenzimálica 

para el diagnóstico del Parvovirus·". 

En el ano 2000 Pereira, en Brasil, publicó el primer trabajo de 

caracterización del PVC por su ADN en AL, en el cual, presenta la prevalencia del 

PVC desde 1980 hasta 1995 por medio de la PCR y la presencia del PVC 2a y 
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PVC 2b24
• El último trabajo realizado fue en el ano 2001 en donde muestrearon 

zorros y con la técnica de inhibición de la hemoaglutinación se verificó la 

existencia de la enfermedad por el contacto de éstos con perros domésticos45
• A 

la fecha no hay reportes del aislamiento del Parvovirus canino en México. 

Caracteristlcas del PVC 
Los integrantes del género Parvovirus se caracterizan por medir de 18 a 26 

nanómetros, son virus sin envoltura, de simetría icosaédrica y con un peso de 

aproximadamente 5.8x106 Da. Su genoma es de tipo ADN el cual consta de 

aproximadamente 5000 bases de una sola cadena lineal y con palindromos 

terminales. Los miembros de esta familia son muy estables en condiciones 

normales del medio ambiente, además de que son resistentes a los solventes 

orgánicos comunes2 ·4 ·8 · 
17

•
19

•
22

•
46

·
47

• Tienen replicación intranuclear, utilizando la 

fase "S" de la célula. en la cual duplica su ADN, formando cuerpos de inclusión 

intranucleares. Esta característica está relacionada con su potencial patogénico y 
su tropismo por las c31u!a5 en mitosis 2.1.e.11.19,22, 46,47, 48_ 

El PVC mide 25 nm de diámetro, su ADN tiene 5323 bases, es 

terrnoestable ya que soportan 60 ºC por 60 minutos, es resistente al éter, 

cloroformo y a un rango de pH ~e 3-9 17
•
22

•
49

• es sensible al hipoclorito de sodio en 

exposición prolongada a una proporción de 1 :302
•
11

• 

A nivel molecular el PVC consta de tr .. s proteinas. de las cuales dos son 

estructurales y una no. Las dos protefnas estructurales, VP1 y VP2, las cuales, 

forman la cápside viral que recubre al ADN del virus, se encuentran entrelazadas 

formando 60 copias 6 ·
8

·
9

·
17

•
19

•
35

• 
49

•
50

· 
51

•
52

• La VP1 se encuentra en un 10°/o y la VP2 

en 90% dentro de la cápside, con pesos de 84 y 65 kDa, respectivamente17
•
52

• 

Dentro de la secuencia de la VP1 se encuentra la secuencia de la VP2. La VP2 es 

la proteina que se encuentra en el exterior de la cápside viral, por lo tanto contiene 

los aminoácidos (aa) responsables de la unión del virus con las células, y es la 

que determina el tipo de hospedero. Los aa responsables de la especificidad de 

hospedero, corresponden a los sitios leucina 87, glicina 300, treonina 305, serina 

564 y glicina 568 en el caso de células de gato 6 •
9

•
26

•
35 y en el caso de células de 
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perro los sitios asparagina 93 y asparagina 323 6 •9 •
34

•
35

•
50

•
53

• Hay otros aa que 

determinan la dependencia de pH para la hemoaglutinación, por ejemplo la 

aglutinación glóbulos rojos de cerdo a un pH 7.4, es dependiente de los residuos 

asparagina 323 y 375 6
•
30

•
34

•
50

• Se sabe que al cambiar el aa arginina 377, el virus 

pierde la capacidad de aglutinar (Figura 2)6
•
9

•26• 

Antigénicamente. el virus tiene dos sitios, el A y el B. donde se encuentran 

los aa responsables de la neutralización del virus por anticuerpos; el sitio A, 

compuesto por los residuos de aa 426, 224, 222 y 93 y el sitio B. formado por los 

aa 297,300 y 3026
•
34

•
50

•
54 (Figura 2). 

La proteína VP1 conforma la estructura icosaédrica de la cápside y le da 

soporte49
·
5º·51

•
52

• En trabajos recientes se le ha relacionado con el transporte 

nuclear de las cápsides; además, es útil para una eficiente infección de la célula 

puesto que la región terminal denominada "N" juega un papel muy importante en el 

ensamblaje, pero no es indispensable55• Se puede encontrar en la parte interna de 

las cápsides, en aproximadamente 10 copias de ésta por virion35
. En el parvovirus 

819 se ha descrito un sitio de neutralización del virus. pero no ha sido demostrado 

en el parvovirus canino56
• 

Dentro del genoma del PVC está codificada la otra proteína que no es 

estructural, llamada NS1 6
•
8

•
17

•
19

•
28

•
49

·
51

, la cual es muy importante para la 

replicación viral8
·
17

•
28

, y sirve como una helicasa y endonucleasa para cortar el 

ADN celular e impedir su replicación8 . 

Existe una cuarta protelna, la cual es el producto de la infección del PVC a 

las células, ésta es de tipo estructural y es llamada VP3, por lo que no está 

codificada propiamente en el ADN del PVC, sino que se forma al momento de que 

la cápside va a encapsular al ADN viral, por unión a la proteina VP2 de 

aproximadamente 15-20 aa. La función de esta proteina sólo se ha relacionado 

con estructura de la cápside y no se han encontrado vinculas con otros procesos; 

sólo en cápsides con ADN se encuentran a las protelnas estructurales, VP1, VP2 
y VP3 e.s.1s.5o,51,s2. 
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Figura 2. Mapa de disposición de 
los aa presentes en una de las 60 
copias de las proteinas con las 
que cuenta el icosaedro del PVC, 
en el cual se esquematizan los aa 
que intervienen en la unión con las 
células de perro (rosa). células de 
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El parvovirus visto en un esquema en tercera dimensión muestra 4 zonas o 

estructuras bien delimitadas. la primera es la central con forma de cilindro. 

rodeada por la zona del canón, que a su vez está en contacto con la tercer y 

cuarta zona que corresponden a una protuberancia denominada región del 

hombro seguida por la hendidura (Figura 3). 

En la región del hombro se localizan los aminoácidos responsables tanto de 

la unión con las células del huésped, como con los anticuerpos neutralizantes, asl 

como los que determinan las caracterlsticas de hemoaglutinación (Figura 3) 
6,9,26,34.35,,50,51,52,53 

Replicación del PVC 

El primer paso en la infección viral, es la entrada del virus a las células, para ser 

transportado a través del citoplasma al núcleo, en donde se lleva a cabo la 

replicación del ADN, así como la síntesis de ARN mensajero para la producción de 

protefnas vira!es6 •17• 

El virus al estar en contacto con la membrana celular, se asocia con sus 

receptores, los cuales se ha demostrado para el caso de PVC, son proteínas con 

residuos de ácido siálico 9·35•57·~·59• Basak et al. han descrito una glicoprotefna de 

40 a 42 kDa como receptor para este virus, en ausencia de esta, el grado de 

infección viral decrece un 60o/o59
• Par;i pen~trar al interior de la célula, el virus 

utiliza la vfa endocftica, donde se forman vesfculas revestidas o endosomas, las 

cuales requieren de proteinas especiales llamadas clatrinas. Estas proteinas crean 

una red por debajo de fa membrana donde se originará el nuevo endosoma y 

ayudan a formarlo y desprenderlo 19
•56•59•

60
• Después estas clatrinas se disocian del 

endosoma y regresan a la membrana para formar un nuevo endosoma62• Estudios 

in vitro han revelado que el virus tarda apro>timadamente de una a cuatro horas en 

penetrar al citoplasma61 y que necesita estar dentro del endosoma en su trayecto, 

ya que la acidificación que ahí se presentan modifica la cápside viral permitiendo 

al virus replicarse eficazmente58
•
59

• Dentro de la célula este endosoma es 

transportado al núcleo a través de la red de microtúbulos celulares, observando 
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las particulas virales en el interior del núcleo aproximadamente en 6 horas 

postinoculación58·
62

. La entrada al núcleo se da a través de los poros nucleares, 

puesto que su diámetro es de 27 nm, justo el necesario para que la particula viral 

de 25 nm pueda penetrar62
• Estudios posteriores han revelado que el PVC 

después de entrar por los endosomas pasa por un segundo compartimiento el cual 

es formado por vesiculas recicladas y en ellas es transportado hacia el núcleo60• 

Una vez dentro del núcleo. el virus libera el ADN y comienza su replicación, 

la cual necesita forzosamente que la célula esté en la fase "S" de su división, para 

poder utilizar la maquinaria celular. Especificamente utiliza la ADN polimerasa 

para este fin, comienza por transformar el ADN viral sencillo a tipo de doble. Al 

estar en este estado ocurren dos procesos: la sintesis de los ARN mensajeros 

catalizados por enzimas celulares, los cuales llevan Ja información genética para la 

formación de las tres proteinas viricas; en segundo, la formación de copias de 

ADN de cadena sencilla para después ser encapsulado por las cápsides que ya se 

formaron6
·
17

. 

La replicación viral y la sintesis de proteinas inicia con transformar el ADN 

de cadena sencilla a cadena doble, para lo cual interviene una estructura en forma 

de gancho formada por el ADN en la porción 3'que es el resultado del palindromo 

terminal, éste es un iniciador de slntesis (i), que propicia el inicio de la formación 

del ADN de doble cadena (ii). Al llegar al final de esa extensión, se forma 

nuevamente la disposición de gancho por los palíndromos en las dos cadenas 

sencillas (iii). pero la que se acaba de formar comienza a abrirse para seguir con 

una segunda extensión que toma como molde a la primera (iv), por lo que al final 

de esta segunda extensión ya se tiene un ADN de doble cadena cuya longitud es 

dos veces mayor que le fragmento sencillo original (v). Este ADN de doble cadena 

tiene un extremo cerrado y otro separado, formando nuevamente la disposición de 

gancho, listo para seguir replicándose en una forma exponencial (vi)(Flguni 4)63• 

Estos patrones de plegamiento con los que cuenta el virus permiten la formación 

de un gran número de copias de ADN y por consiguiente de ARN mensajero que 

son traducidos a un sin número de proteinas, con lo que le da al PVC 2 un gran 

potencial genético de replicaciónª. 
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Figura 4. Se muestra la estrategia de replicación del ADN viral, donde la región de color gris es la porción 
que ocupa el ADN original del virus y la que esta en color negro muestra el ADN de nueva formación, las 
letras indican la dirección que tiene el ADN, izquierda (L, 1) y derecha (R. r)63• 

Dentro del genoma del PVC existen dos promotores, encargados de 

propiciar la formación de ARN!", el primero es llamado P4, con el cual se da la 

transcripción del RNAm para formar la protelna NS1, que por lo tanto es la primera 

en sintetizarse. El segvndo p1omotor es el P38 que indica el inicio de la 

trascripción de las otras dos protelnas (VP1 y VP2), encontrados en los sitios 

correspondientes a las bases 1 BB y 1990 de la secuencia de ADN 

respectivamente. Una vez que ya se tradujo la primera proteina (NS1), ésta se 

encarga de modular la producción de ella misma y de las otras dos protelnas, así 

como del corte en el ADN de nueva formación para comenzar el empaquetamiento 

del mismo49
, la figura 5 muestra la disposición del ADN del PVC, asi como la 

localización de las secuencias da cada protelna y promotor. 
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Figura 5. Esquema donde se muestran las reglones del ADN donde se codifican las 3 protelnas del PVC 

Indicando los 2 promotores, las secuencias de Inicio y de término. La protelna NS1 se codifica del sitio 276 al 

2276, la VP1 del 2262 al 4587 y la VP2 del 2763 al 458749• 

Enfermedad clínica (parvovirosis del perro) 

Patogenia 

El PVC afecta a perros de todas las edades, principalmente desde el nacimiento 

hasta los 12 meses de edad, pero también puede infectar vla uterina ocho dlas 

antes del nacimiento. En casi todos los casos, la infección por PVC es a través de 

una exposición oronasal con heces contaminadas 1
·2 ·3 •8 • pero también puede ser 

por fomites o alimento contaminado64• En experimentos con perros libres de 

patógenos especificas inoculados por vía intravenosa. se produjo la enfermedad 

con 1 o5 ·5 particulas virales 13• 

Primero el virus se replica en el tejido linfoide de la orofaringe, 

posteriormente, por vía linfática, llega a ganglios linfáticos mesentéricos, timo y 

una vez en estado de viremia a criptas intestinales. teniendo un periodo de 

incubación de 3 a 5 dlas '-2. 
Después de uno a cinco dias de ta entrada del virus ocurre la viremia, al 

haber diseminación del virus a todos los epitelios como el oral. esofágico. intestinal 

y tejidos como del miocardio y medula ósea, donde los últimos tres son los más 

afectados2
•
3

•
8

•
64

• Existen trabajos en donde se ha aislado a partir de pulmones, 

bazo, hlgado y rinones2 • 

En condiciones normales, las células del epitelio germinal de las criptas 

intestinales se multiplican y van madurando para pasar a formar las puntas de las 

vellosidades intestinales. Al llegar a estas últimas, adquieren la capacidad de 
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absorción y asimilación de nutrimentos. El PVC se replica en el epitelio germinal 

de las criptas intestinales que están en constante división celular, lo que provoca 

la destrucción de éste con el colapso subsiguiente de esa zona, además un fallo 

en el recambio normal de células por lo que las vellosidades se atrofian y acortan, 

con la consecuente manifestación de los signos clinicos de enteritis2 •8 • El grado de 

lesión en el intestino determina la gravedad de los signos clinicos y la 

recuperación del animal65
• Dado que el virus se replica en al aparato digestivo es 

eliminado en las heces de los perros infectados y ésta se inicia entre el tercer y 

cuarto día después de fa infección, antes de que se presenten los signos clínicos, 

manteniéndose constante en un lapso de 7 a 14 dfas2
•
3

·
22

•
48

• en aproximadamente 

1x1012 partfculas virales por gramo de heces 1 • 

En la medula ósea provoca una marcada leucopenia, acentuada aun más 

porque el virus ataca a leucocitos circundantes en mitosis2
•
13

• El miocardio es un 

tejido el cual tiene un aumento en su desarrollo en los últimos días de la gestación 

y las primeras semanas de edad, por lo que es en esta etapa en donde se afecta 

por la replicación viral dando como resultado una miocarditis2
•
8

·
66

• 

Histología de los Datos Clínicos 

Los animales infectados por vía uterina. desarrollan el cuadro clínico de 

miocarditis, caracterizado por" una muerte súbita precedida por una disnea. 

insuficiencia respiratoria, insuficiencia cardiaca congestiva y muerte1
•
2

• Los signos 

clinicos de distensión cardiaca pueden ocurrir de manera repentina sin una 

infección aparente o acompañado de un cuadro entérico. Las lesiones 

encontradas en el miocardio son estrias pálidas a consecuencia de una fibrosis 

provocada por la necrosis celular2·3
·
64

• Esta lesión corresponde a una miocarditis 

intersticial no supurativa. con edema, al microscopio se observa infiltración 

multifocal de linfocitos y células plasmáticas, además de cuerpos de inclusión 

intranucleares basofilicos en las fibras del músculo cardiaco2
•7 • La mortalidad 

puede llegar hasta el 70 o/o, sin embargo los cachorros que sobreviven quedan con 

afecciones cardiacas64 , pero en animales infectados de dos a doce días de edad la 

mortalidad es del 100%, dándose esta después de la viremia 8
• 
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En animales mayores a 12 dlas de edad meses de edad la infección se 

manifiesta de manera entérica, presentándose con mayor gravedad hasta los 5 

meses. La enfermedad progresa con rapidez y tiene una morbilidad hasta del 

100o/o de la camada, con una mortalidad que alcanza el 50°/o, dependiendo del 

estado fisiológico del animal4 . Los signos característicos son vómito. diarrea 

profusa (que en la mayorla de los casos es sanguinolenta y da como 

consecuencia una deshidratación). anorexia, fiebre recurrente de hasta 41ºC. En 

ocasiones puede haber ictericia, hipotermia y rnuerte1
·2 •

3
·
4

•
8

•
22

·
48

·
64

•
67

• En la mayoria 

de los casos en donde se da la muerte. la infección es acompañada de 

condiciones de estrés. hacinamiento. deficiente higiene o parasitosis. El PVC al 

provocar una leucopenia grave, permite la entrada de otros patógenos 

oportunistas tal como microbiota normal Gram negativa y anaerobia provocando la 

complicación de la enfermedad con daño intestinal severo, bacteremia, 

endotoxemla y coagulación intravascular diseminada1
•
2

• Esta leucopenia se da por 

una linfopenia y granulocitopenia, además de una depleción de neutrófilos 

maduros circundantes llegando a ser de 500 a 2000 leucocitos por microlitro de 

sangre. Estos conteos están dados por la pérdida de ellos por la mucosa intestinal 

y por la replicación viral en la médula ósea 1
·
4

·
67

• 

A la necropsia podemos observar lesiones en el duodeno distal y yeyuno, 

en donde la pared intestinal se puede ver engrosada y segmentos con cambio de 

color, denudación de la mucosa, congestión y presencia de material acuoso 

oscuro que en la mayoria de los casos es sanguinolento, además se encuentran 

los linfonodos torácicos, abdominales o ambos aumentados de tamaño. Al 

microscopio se pueden observar cuerpos de inclusión intranucleares en las células 

epiteliales y en la totalidad de los epitelios escamosos del tubo gastrointestinal, las 

vellosidades se ven acortadas o destruidas. En placas de Peyer, linfonodos 

mesentéricos, timo y bazo se observa necrosis de las células linfoides y 

disminución en su número (Figura 6)2
•
3

•
4

•
8

•
67

• 

En los perros mayores de cinco meses de edad, el dallo a los epitelios por 

la infección es menor, puesto que el recambio del epitelio germinal disminuye, lo 
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que se traduce en una enteritis leve y en ocasiones sin ningún signo de 

enfermedad aparente, por lo que el animal se recupera por completo2
• 

En perros mayores de cinco meses, los anticuerpos neutralizantes se 

producen a partir de Jos tres dias post-infección, lo que provoca que alcancen a 
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Figura 6. Curso de la parvovirosis según la edad del animal2• 

resolver el problema, permaneciendo en concentración constante cerca de un 
año2.3.22.4a. 

En todos los casos. la mortalidad depende de varios factores tales como la tasa de 

anticuerpos, estado físico y nutricional. asf como las condiciones de higiene. 

El PVC afecta a la mayorla de los integrantes de la familia Canidae, aislado 

por primera vez en fauna silvestre en América, en el Parque Zoológico Nacional 

de Front Royal en Estados Unidos de Norteamérica, en dos zorros vinagre 

(Speothos venaticus), dos lobos de crin (Chrysocyon brachyurus) y un zorro gris 

(Cerdocyon thous). Tres de ellos se recuperaron después de un tratamiento 

TESIS CON 
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sintomático, pero dos murieron. A la necropsia se observó una extensa zona de 

necrosis intestinal. Los cinco casos fueron confirmados por microscopia 

electrónica, se observaron partfculas virales idénticas a las encontradas en los 

brotes de perros11
• 

Diagnóstico del PVC 

En la mayoria de los casos el diagnóstico presunUvo se realiza por Ja observación 

de los signos clínicos, relacionados con la edad del animal y las condiciones en las 

que éste se encuentra. Sin embargo, se deben considerar otras enfermedades 

que causan signos similares2 • como lo es campylobacteriosis, leptospirosis, 

infestaciones masivas de parásitos, coronavirosis y rotavirosis 1
•
2

•
3

•
17

• Por tal motivo 

se recomienda hacer el diagnóstico definitivo y diferencial para el parvovirus. 

Al emerger la enfermedad en 1978, el diagnóstico se realizaba con la 

identificación del PVC como causante de enfermedad por aislamiento viral y la 

correlación de los signos clinicos, lesiones a la necropsia, la microscopia 

electrónica e inmunofluorescencia, posteriormente se aprovechó la característica 

del PVC de aglutinar glóbulos rojos de cerdo para aplicar la prueba de 

hemoaglutinación viral y su confirmación con la inhibición de la 

hemoaglutinación3 ·11 •22•
64

•
67

•
68

•
69

•
70

• Después surgieron técnicas más específicas 

que la hemoaglutinación y menos costosas que la microscopia electrónica como lo 

son l&s técnicas inmunoenzimáticas (inmunoensayo ligado a enzimas o 

ELISA)22•71 •72•73•
74 y finalmente las técnicas moleculares basadas en la detección 

de fragmentos de ADN como es la hibridación75
•
76 y la Reacción en Cadena de la 

Polimerasa (PCR)61
•
77

•
78

•
79

•
80

·
81

•
82

·
83

, que actualmente son las que ofrecen mayores 

ventajas. 

Debido a que Ja mayoria de los perros están vacunados o tienen 

anticuerpos adquiridos via materna, se recomienda hacer el diagnóstico a partir de 

heces o de tejidos para una identificación del virus1
•
2

•
8

• 

Otras técnicas que permiten identificar el virus, pero sólo se han utilizado en 

investigación, son: Dot-blot. Virus Neutralización. Radio inmunoensayo, entre 

otras. 



Debido a que la mayoría de los perros están vacunados o tienen 

anticuerpos adquiridos vfa materna, se recomienda hacer el diagnóstico a partir de 

heces o de tejidos para una identificación del virus1
·
2

•
8

• 

Otras técnicas que permiten identificar el virus. pero sólo se han utilizado en 

investigación, son: Oot-blot, Virus Neutralización, Radio inmunoensayo, entre 

otras. 

Descripción de Técnicas de Diagnóstico para la Parvovirosis 

HEMOAGLUTINACIÓN (HA) - INHIBICIÓN DE LA HEMOAGLUTINACIÓN (IHA) 

MÉTODO 

Este método de diagnóstico combina la HA y la IHA. La HA tiene una especificidad 

del 63-89 o/o y un~ sensibilidad del 87 o/o73
• Las ventajas de esta prueba para los 

laboratorios de diagnóstico son: económica, fácil aplicación. resultados en no más 

de 24 horas3a·73
• Los inconvenientes con los que cuenta son: contar con un aporte 

continuo de glóbulos rojos para realizar las 2 pruebas, tener una producción o 

adquisición de anticuerpos específicos en contra del PVC64
• 

INMUNOENSAYO LIGADO A ENZIMAS (ELISA) 

Es una técnica que tiene una alta sensibilidad ya que determina nitrógeno proteico 

de anticuerpos o antígeno hasta 300 ng/ml. Con la utilización de anticuerpos 

monoclonales para determina"r virus en heces se ha mostrado que algunas 

muestras positivas pueden dar como negativas debido a la presencia de 

anticuerpos neutralizantes en el intestino. Al aplicarse para determinar 

anticuerpos, habrá que considerar el esquema de vacunación a la que fue 

sometido el animal44
•
7

:;_ 

MICROSCOPIA ELECTRÓNICA (ME) 

Es el 111étodo aplicado y considerado como de elección. usado cuando se requiere 

la confirmación de la presencia del virus17
•
31

• En este caso, el diagnóstico es 

directo, ya que es evidente la partlcula viral. a diferencia de los otros métodos 

donde el diagnóstico es indirecto. El gran inconveniente que presenta es que se 

17 



y de infraestructura adecuada, aunado a esto, se requiere por lo menos 72 horas 

para dar resultados64
• 

REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA 

En esta técnica, una ADN polimerasa terrnoestable amplifica una secuencia 

especifica de ADN. Inicia con la aplicación de calor al ADN a analizar con lo cual 

se separa la doble cadena en dos cadenas sencillas, para que en un segundo 

paso Ja temperatura baje y permita el alineamiento de los oligonucleótidos 

iniciadores, previamente seleccionados y sintetizados, los cuales reconocen una 

secuencia determinada de esa cadena y sirven para iniciar la sintesis de las 

nuevas cadenas de ADN (Flgura7), con la adición de la enzima, Taq-Polimerasa 

inicia la síntesis de las nuevas cadenas, de tal modo que en un primer ciclo de una 

cadena de ADN se forman dos secuencias, las de interés. en el segundo ciclo se 

forman cuatro, en el tercero ocho, en el cuarto 16 y asi sucesivamente como se 

muestra en la figura 8 85
•
36

• 
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FIRura 7. Represenlacl6n de un ciclo de PCR Figura 8. Duplicación exponencial del PCR 

Con este método se puede identificar desde 1 00 ng del ADN que se va a 

analizar"'. Se ha reportado su aplicación al diagnóstico del PVC. Kazuhiro 

concluyó que mediante la PCR se identifica una concentración de 103 unidades 

formadoras de placas en un gramo de heces frescas82 
• 

.JUSTIFICACIÓN 

El parvovirus canino tipo 2 emergió en 1978 y partir de esta fecha, se han 

realizado diversas investigaciones para establecer la presencia del virus en 

diferentes paises24ª. En fv1éxico se ha evidenciado el virus, ya que en trabajos 

anteriores a éste. han identificado particulas virales, lesiones histológicas 

sugestivas así como anticuerpos específicos en contra del virus. aunque nunca se 

ha logrado el aislamiento36
· 

37
•
38

·
39

• Este trabajo tiene como fin el aislamiento de 

parvovirus canino a partir de muestras clínicas de animales con cuadro clínico 

entérico y su identificación por medio de la técnica de PCR. 

Por otra parte, el diagnóstico de PVC se realiza actualmente con la prueba HA

IHA. Este trabajo pretende también asentar las bases para la aplicación del 

diagnóstico molecular basado en la técnica de PCR. 

!TESIS CON --· 
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HIPÓTESIS 

Se identificará ADN de parvovirus a partir de heces de animales con cuadro clínico 

entérico par medio de la técnica reacción en cadena de la polimerasa para 

demostrar la presencia del virus. 

OBJETIVO GENERAL 

Aislar e identificar parvovirus canino a partir de heces por medio de las técnicas 

aislamiento en cultivo celular y PCR, con el fin de demostrar la presencia de este 

virus en nuestro país y establecer las bases para el diagnóstico molecular. 

OBJETIVOS ESPECfFICOS 

1. Aplicar la técnica de HA-IHA con las heces colectadas para este estudio. 

2. Ajustar la técnica de infección en cultivo celular. con la cepa de referencia 

ATCC donada por Hoiland de México S.A. de e.V y aplicarla a todas las muestras 

de este estudio. 

3. Ajustar una técnica para la extracción de AON a partir de heces y 

sobrenadantes de infecciones en cultivo celular. 

4. Aplicar la técnica de PCR para amplificar un segmento de 1.4 kilo bases del 

genoma de parvovirus, con el ADN extraido. 

5. Clonar .en un vector comercial los productos amplificados, como método de 

conservación para estudios posteriores. 

20 



MATERIAL Y MÉTODOS 

Células y virus 

Se utilizaron células A 72 (fibroma de perro). las cuales fueron reproducidas en 

botellas' de 25 cm2 con Mínimum Essentia/ Medium (MEM2) adicionado con 10 % 

de suero fetal bovino11 • Las cepas de virus utilizadas fueron: virus de campo 

(obtenido a partir de heces remitidas para el diagnóstico de Parvovirus Canino 

(PVC) al Laboratorio de Serologla del Departamento de Microbiologla e 

lnmunologla de la FMVZ de la UNAM) y la cepa de referencia ATCC de PVC 2 

perteneciente la cepario del mismo laboratorio. 

Repllcaclón y recuperación de virus a partir de cultivo celular 

Cultivos de células A72 con una confluencia del 80% fueron Infectados con la cepa 

de virus de referencia, para lo cual primero se retiró el medio de los cultivos y 

después se infectaron con 2 mi del inóculo de virus que consto de 0.1 mi de una 

suspensión de virus con 64 unidades hemoagluUnantes (UHA), mezclados con 

1.9 mi de medio. Las botellas con el inóculo viral fueron incubadas por dos horas a 

37 ºC en una atmósfera de So/o de C02. Transcurrido este tiempo los 2 mi fueron 

removidos y se adicionaron 10 mi de medio de cultivo. La cosecha del virus se 

realizó a los 5 días post-infección, cuando el desprendimiento de las células era 

aproximadamente mayor al 80o/o. Todo el medio y las células desprendidas en las 

botellas fueron recuperados y congelandos a -70º C en un ultracongelador". 

Recuperación de virus a partir de heces 

Las heces íueron diluidas 1 :10 con solución amortiguadora de fosfatos (PBS) pH 

6.8 y centrifugadas a 1800 g durante 30 min a OºC. El sobrenadante fue 

recuperando y fraccionado en tubos de 1.5 mi. Los sobrenadantes fueron 

conservados a -2D°C hasta su utilización. Con estos sobrenadantes se realizaron 

las pruebas. 

1 Ni\.LGE NUNC 00 
2 GIBCOBRL® 
"JIARRIS® 
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Infección de cultivos celulares con la cepa de campo 

Los sobrenadantes obtenidos a partir de las muestras de heces, fueron filtrados 

con membranas de 0.2 micras xv y recuperados en tubos estériles a los que se les 

adicionó 1~ de Penicilina, 1;(9 de Estreptomicina y 2/\g de Neomicina. Los 

sobrenadantes con antibióticos fueron incubados a 37ºC por 2 h. transcurrido este 

tiempo las muestras se conservaron a -70º c. hasta su uso. La infección se 

realizó a células A72 en placas de 24 pozos con una confluencia aproximada del 

80%. El inóculo se preparó mezclando 100_.r\l de la cepa de campo con 800.MI de 

medio de cultivo. Cada muestra fue inoculada en dos pozos. el testigo negativo 

sólo llevó medio de cultivo sin virus. La incubación y recuperación de virus se 

realizaron de la misma forma que con la cepa de referencia. 

Hemoaglutlnaclón 

Esta técnica se realizó conforme al protocolo descrito por Carmichael en 198068
• 

con algunas modificaciones. Para realizar esta prueba se utilizaron glóbulos rojos 

de cerdo provenientes del Centro de Enseñanza. Investigación y Exi.ensión en 

Producción Porcina de la FMVZ, UNAM, los cuales fueron recuperados de 

muestras de sangre con el anticoagulante Alsever4 en proporción 1 :1. Todos los 

ensayos se realizaron con un PBS pH 6.8 . 

Para la realización de la técnica se utilizó una suspensión de glóbulos rojos 

de cerdo al 0.75% previamente lavados con PBS. 

La técnica de hemoaglutinación (HA) se realizó en una microplaca de 96 

pozos donde se colocaron diluciones dobles seriadas de las muestras (volumen 

inicial de 100 µI), hasta obtener una dilución 1:5120 con el virus de campo y 

1: 1024 con el virus de referencia. utilizando como diluente PBS con 0.1 o/o de 

albúmina sérica bovina5
• A estas soluciones se les agregaron 50..111 de la 

suspensión de glóbulos rojos al 0.75%, y se incubaron a temperatura ambiente, 

realizándose lecturas cada 15 min, hasta que el testigo de glóbulos rojos, el cual 

• Se elabora en el laboratorio Je serología, F1\.1VZ. UNAl\1. 
~SIGMA 00 
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contenía 50/\1 de PBS y 50xl de la suspensión de glóbulos rojos, mostrara una 

sedimentación evidente. 

Inhibición de la hemoaglutlnaclón 

Todas las muestras con resultados positivos por HA se sometieron a la prueba de 

inhibición de la hemoaglutinación (IHA). En esta prueba se realizaron diluciones 

dobles seriadas del suero testigo desde 1 :2 hasta alcanzar una dilución 1 :2046 en 

2~r-I de PBS con 0.1 % de albúmina sérica bovina. Para la elaboración del suero 

testigo se utilizó un suero proveniente de un perro positivo a HA-IHA. el cual fue 

diluida 1 :2 con PBS al 2.5% de caolinx, e incubado a 56º C a baño Maria por 30 

min. Concluida esta incubación, el suero se dejó enfriar y después se Je agregaron 

100,MI de glóbulos rojos lavados. Esta mezcla fue homogeneizada y nuevamente 

se incubó a 37º C por 1 h. Finalmente, se centrifugó a 1600 g por 5 min, y el 

sobrenadante fue congelado hasta su uso. A las soluciones diluidas se les 

adicionaron 25_..M.I del virus de campo previamente titulado a 4 u 6 UHA, esta 

mezcla se incubó a temperatura ambiente por 15 min, y después se agregaron 50 

/\J de una suspensión de glóbulos rojos al 0.75 o/o. La lectura se realizó cada 15 

min. hasta que fueron evidentes los tres testigos de Ja prueba los cuales fueron: 

glóbulos rojos, igual que en HA, suero, el cual contenia 25/\I de PBS con 25xl de 

suero y so,,_. de glóbulos rojos 'y virus con 2s,....1 de PBS con 25_,..¡ de virus y sq,...,.r 

de glóbulos rojos. 

Extracción del ADN 

Para Ja extracción de ADN, tanto de los sobrenadantes de los cultivos, como los 

de las muestras de heces, se utilizó el protocolo descrito por Clewley88
• el cual se 

describe a continuación. Primero se elaboraron los diferentes reactivos utilizados 

en esta técnica: 

"'SIGMA® 

Solución de Lisis Total (SLT). A 120 g de tiocianato de guanidina6 se 

le agregaron 100 mi de una solución 0.1 M de Tris-HCL" pH 6.4, 22 
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mi de una solución 0.2 M de EDTA11 pH 8 y 2.6g de Triton X1007
• 

Esta solución se mezcló con agitación magnética y se guardó en 

frascos ámbar hasta su utilización. 

Solución de Lisis Simple (SLS). A 100 mi de una solución 0.1 M de 

Tris-HCL11 pH 6.4 se le agregaron 120 g de tiocianato de 

guanidinaXV••, el cual se disolvió con agitación magnética y se guardó 

en oscuridad, hasta su uso. 

Silica. A 6 g de dióxido de silicónxvll se agregaron 50 mi de agua 

destilada. se mezclaron en un tubo cónico y se dejaron reposar por 

24 horas. Después se retiró 43 mi del sobrenadante y 

resuspendieron nuevamente en 50 mi de agua destilada, reposando 

por 5 horas. Transcurrido este tiempo fueron removidos 44 mi del 

sobrenadante y a lo que quedó se le agregaron eo,.....1 de ácido 

clorhldrico'x. haciendo alicuotas. las cuales fueron esterilizadas y 

guardadas en oscuridad hasta su uso. 

TE. Esta solución se preparó a partir de soluciones más 

concentradas para tener una solución final de 10 mM de 1 ris-HCL pH 

8.0 y 1mM de EDTA pH 8.0. 

El método de extracción consistió en: 

1. Colocar en un tubo de 1.5 mi 100~ 1 de la muestra problema 

(sobrenadantes de cultivo celular o de heces diluidas). adicionándole 90QM 1 

de SL T y 40_.M 1 de silica, homogenizado con vórtex8 por 5 segundos y 

dejando reposar a temperatura ambiente por 5 minutos 

2. Nuevamente se homogenizó con vórtex por 5 segundos y centrifugado en 

una microcentrifuga9 a 13000 g por 15 segundos. 

3. Se retiró el sobrenadante y se adicionó 1 mi de SLS, se homogenizó 15 

segundos con vórtex y centrifugó a 13000 g por 15 segundos. 

4. Se repitió el paso número 3. 

7 USBQ\.l 
8 LAU-LJNE INSYTRUMENTS ® 
""IEC® 
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5. Se repitió el paso número 3 pero con etanol'º al 70 % en lugar de la SLS. 

6. Se repitió el paso número 5. 

7. Se repitió el paso número 3 pero con acetonaxx• en lugar de SLS. 

8. El sedimento se colocó en un equipo de secado la vacío 11 por 1 O minutos. 

9. Adicionándole 50_r.I de TE, agitado con vórtex 5 segundos y colocó en 

baño maria 12 a 56º e por 1 o minutos. 

10. Homogenizar con vórtex por 5 segundos y centrifugar a 13000 g por 2 

minutos. 

11. Se recuperaron 40-45~1 del sobrenadante y se transfirieron a otro tubo 

limpio. 

12. Este sobrenadante fue el que se u!Hizó en la PCR 

Reacción en cadena de la Pollmerasa 

Esta técnica fue utilizada para amplificar un segmento del genoma de PVC a partir 

de muestras de heces y sobrenadantes de infecciones en cultivo celular con las 

diferentes cepas de virus empleadas en este trabajo. Los iniciadores utilizados 

fueron disefiados, a partir de la secuencia del gene de la proteina VP2 del PVC 

tipo 2. 2a y 2b. y amplifican una secuencia conservada en los 3 tipos24 de un 

tamaño de 1446 pb. Estos iniciadores están localizados en las posiciones 3022 y 

4467 (Figura 9) y su secuenciaº es la siguiente: 

PVCMAN 1: 5"GAA GAG TGG TTG TAA ATA AT 3·. 

PVCMAN2: 5·cAT AGT TAA ATT GGT TAT CTA 3·. 

111 MERCK® 
11 SAVANT® 
12 PRECISION SCIENTIFIC ® 
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g a ag a gtg g ttg t• a ata atatgg •t• •••e tg e• gtt• •e g g • •• c•tg gctttag atg eta ttc 

•tgc ac a ••tlg t• •e a ccttgg tc•ttggtt11 •tgc • • • t11cttg gg ge gtttg gtttaetc e• 1111 • 

g a ttg ge• a et• ettg tta a ta eta tg • g tg • g ttg e a ttt• gtt• g ttttg •a ca a g a• •ttttt• etg tt 

gtttla a •o ac tgtttc •a •at5J9ct•clc agc cae e ••ctaa•glttataataatg atttaactg e •l 

e attg atg g tlg e atta gata g ta ata ata et atg e e atttactc e• ge ag e taiga g a tctg a g •e a 

tlgggtttttatc e atgg•aac e aac ca tace a a etc e atggagatattattttc aatg11gatagaac 

atta a tace atete a tac tggaa ctagtggc a ca cea.a e aaatatat•c catg gtac agatc ca g 

atgatgttca attttatactattg aaaa.ttctgtg e ca gtac acttacta agaac aggtg•tgaatttgc 

tac agg a a catltttltttgattg taa ac ca lgta~; eta a e ac at:;.;tggc aaac a
9
1J'ª gag e a 

ttggg ella ce ac catttctaaattctttgcctca•c ~tga•gga gctactaactttggtgatatagga 

gttc aa e aag a ta aaa g ac gtggtgtaac tea ªrJ;".Pª a a ata e aaac tatattactgaa gcta e 

talla tg agac e a gctgag gttg gttatagtgc ac catatlattcttttgaggc gtctac a ca aggg e e 

attta aaa e acctattg cag cag gac g gg g g gg ag cg ca a a catatg aaaatc aagc agc ag 

atgg tg ate caa. g atatgc atttg gta gac aac atggtc a aaaaa clac cacaac aggagaa a 

e a e ctg a g agatttac atat•t.a ge ac atea a gata e agg aa g atatcca g•ag gagattggatt 
J:?.76 

e aa a atattaa e tttaac cttcctgtaac a Malgata atgtattgc tac e• ac agatc ca•ltggagg 

ta a a a e ag gaattaac ta.tactaatatatttaata cttatggtc cttta actg cattaaataatg tace a 

e ca gtttatc e a.a atggtc aaatttggg ata a a gaatttgatactg • etta aaac e aagacttc atgt 

aaatg cae e alltgtttglc aaa ataattgtc ctggtc aattatttgtaa ••gttgcgc e taatttaac a 

aatg a atatgatc ctgatgc atctg ctaatalf'J~_jªSil aattgta acttactc agatttttggtggaaa 

ggta a attagtatttaa a ge ta a a e taagag catete• tacttg g a ate e aa.ttc aac aaatgagta 

ttaatgtagataac e aatttaa ctatg 

Figura 9. Se muestra la .secuencia amplificada con los iniciadores doscrilos en esto lTaba¡o. Se torna 
como la base número 1 a la base con la cual ink:ia la codificación de la pn>telna VP2. mostrando con rojo 
las bases que han cainbiado scgUn el tipo antigénico. Estos cambios son de •a• a T en el sitio 259. de •e• 
a ·g• en el 889, cte •g· a Ten el 913 y de ·a· a •g· en el 1023 para el PVC 2a-2~2c; de Ta ·e· en sitio 
303 y 537 para el 2c; de •e" a •9 00 en 2a-2b o "a" en 2c en el sitio 899 o 2a-2c y 2b en el sitio 1276 
respect;vamcnto; y por último de "'a" a ·e· en el 2a, en el sitio 1623. 

Previo a su síntesis. los iniciadores fueron analizados en el Genebanlc89 

para corroborar posibles homologlas con otras secuencias ya descritas. En el 

cuadro siguiente se presentan las condiciones de ciclo utilizadas en la PCR. 
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Ciclo temperatura Núm. 

y tiempo ciclos 

Desnaturalización 94º e/ 45 seg. 1 

inicial 

Desnaturalización 94º e/ 1 min. 

Alineamiento 44º e/ 1min. 30 

Elongación 72º C/2 min. 

Extensión final 72º e 17 min. 1 

Los productos obtenidos en la reacción de PCR fueron visualizados por 

electroforesis, en geles de agarosaxvr al 1 % en una solución TAE (2 mM de EDTA 

pH 8, 40 mM de TRIS, 19 mM de ácido acético), en una cámara de electroforesis13 

a 80 volts 14
• El ADN fue teñido con una solución de bromuro de etidioxvn a 0.1 

mg/ml y visualizado en un transiluminado~1 • 

Digestión de los productos de la PCR 

El fragmento de ADN amplificado fue digerido con la enzima de restricción Eco 

Rvxvr, la cual corta en la secuencia GATATC. De esta digestión se obtienen dos 

fragmentos, uno de 986 y otro de 460 pares de bases. 

Ensayos de senslbllldad de la prueba de PCR 

Se realizaron diluciones dobles seriadas del virus de referencia previamente 

titulado a 64 UHA y se comenzó con 1/2 hasta la dilución 1/1024, utilizando como 

diluente PBS. Posteriormente a cada una de ellas se le extrajo el ADN y se le 

aplicó la técnica de PCR, los resultados obtenidos fueron contrastados con Jos 

obtenidos en hemoaglutinación. 

'-' LIFE TECJ INOLOGIES ® 
1"BJO-RAD® 
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Clonación de los productos de la PCR 

El fragmento amplificado fue clonado utilizando el vector Topo TA Cloning®""', 

siguiendo las especificaciones del fabricante. Para comprobar la presencia del 

inserto el plásmido fue digerido con las enzimas Asp718xvr y EcoRlxv1, las cuales 

cortan en los sitios GGTACC y GAGCTC respectivamente. 
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RESULTADOS 

RESULTADOS EN LA HA-IHA CON LAS MUESTRAS DE HECES E 

INFECCIONES EN CULTIVO CELULAR 

Todas las muestras de heces analizadas en este trabajo fueron procesadas para 

realizar ensayos de hemoaglutinación. con el fin de obtener titulas que indicaran 

la cantidad de virus en cada una de ellas expresado en unidades 

hemoaglutinantes (UHA), de igual forma, los sobrenadantes obtenidos en las 

infecciones en cultivo celular con las cepas distintas. fueron analizados de la 

misma manera. los cuales se muestran en las cuadro 2 y 3. En 13 muestras 

(37o/o) de las 35 analizadas se obtuvieron resultados positivos, en las cuales el 

titulo más alto de UHA correspondió a 128. Es importante resaltar, la presencia 

de aglutinaciones inespeclficas lo cual hace necesario la aplicación de la prueba 

de IHA para establecer el diagnóstico de PVC. Estas aglutinaciones inespeclficas 

fueron observadas en dos casos, en donde se obtuvo valores de 2 UHA (Cuadro 

2). 

En este estudio se consideró como resultado negativo en la prueba de HA 

donde existió una sedimentación de los glóbulos rojos y un resultado positivo 

donde se observó hemoaglutinación de ellos. La dilución más alta donde se 

observó un resultado positivo se consideró el punto final, el cual contiene 1 UHA, a 

partir de aqul, se obtuvo las UHA por muestra. 
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Cuadro 2. Resultados obtenidos en la prueba de HA-IHA con las muestras de 

heces. 

Identificación UHA /HA Identificación HA IHA 

M1 128 + M19 

M2 128 + M20 

M3 128 + M21 

M4 64 + M22 

MS 128 + M23 

M6 32 + M24 

M7 128 + M25 

M8 8 + M26 

M9 8 + M27 

M10 2 + M28 

M11 M29 ..... 
M12 M30 . ~ . .'.- .-; .. 
M13 2 M31 

M14 64 + M32 .•.. 

M15 

M16 

M17 .co 

M18 

• Unidades hcmoaglutinantcs 
•• l!slc rcsultudo sólo corrobora el obtenido en la HA. 
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Cuadro 3. Resultados obtenidos en la HA-IHA con las Infecciones en cultivo 

celular. 

Identificación UHA IHA Identificación HA /HA 

PVC-ref 64 + M18 - -
M1 4 + M19 - -
M2 2 + M20 - -
M3 1024 + M21 - -
M4 2 + M23 - -
MS 128 + M24 - -
M6 2 + M25 - -
M7 2 + M26 - -
MB 2 + M27 - -
M9 2 + M28 - -
M10 512 + M29 - -
M11 - - M30 - -
M12 - - M31 - -

.. ' .. ' 

M13 - - M32 - -
M14 - - M33 - -
M15 - - M34 - -
M16 - - M35 - -
M17 - -

En lo que se refiere a la interpretación de los resultados en la IHA, se 

consideró negativo donde. aun con la presencia del antisuero testigo. se observó 

hemoaglutinación y un resultado positivo donde se observó el 100% de la 

inhibición de la hemoaglutinación. Esta segunda prueba sólo fue utilizada para 

corroborar que la HA fuera producto de la presencia del virus PVC en las heces, 

por lo tanto, las unidades inhibitorias de la hemoaglutinación no fueron 

consideradas. 

31 



INFECCIÓN DE CELULAS A72 CON LAS DIFERENTES CEPAS DE PVC 

Con el fin de obtener material biológico para la estandarización de la técnica de 

PCR se realizaron infecciones en cultivos celulares con la cepa de referencia 

utilizada en este trabajo. En la segunda parte de este trabajo, los cultivos fueron 

infectados con las cepas de campo obtenidas de las muestras de heces. 

Las infecciones con las cepas de referencia, se realizaron como se indica 

en material y métodos, estos cultivos fueron observados diariamente con un 

microscopio invertido para identificar el efecto citopático y aplicar la técnica de HA

IHA para confirmar la presencia del PVC. En las células infectadas el efecto 

citopático comenzó a ser aparente a las 48 h. A las 72 h el desprendimiento del 

estrato celular en algunas zonas era evidente, mientras que las otras células 

formaban aún una monocapa, aunque empezaban a redondearse. Al cabo de 120 

h, las células ya se encontraban totalmente desprendidas del estrato, en contraste, 

las células que no fueron infectadas se encontraban aún en monocapa sin 

cambios aparentes. Referente a la técnica de HA. !os resultados se presentar. en 

el cuadro 3. Como se muestra en este cuadro, no existieron aglutinaciones 

inespecificas con los sobrenadantes de los cultivos y el número de UHA fue 

diferente. Cabe aclarar en este punto que el titulo en UHA, mostrado en el cuadro 

3 con la cepa de referencia, se ·obtuvo hasta la tercer infección consecutiva en las 

células A 72. Para el resto de las muestras sólo se realizó una sola infección, con 

el fin de conservar las características de patogenicidad de las cepas aisladas. 

EXTRACCIÓN DE ADN DEL PVC 

Después de probarse varios protocolos, los resultados mostraron que la técnica 

descrita en este trabajo fue la más eficiente en la extracción de ADN viral a partir 

de muestras de heces y sobrenadantes de cultivo celular con respecto a Jos otros 

protocolos. Se debe señalar en este punto que se obtuvo una cantidad de ADN 

por muestra no visible en geles de agarosa, sin embargo fue suficiente para lograr 

amplificaciones con los iniciadores reportados en este trabajo. 
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Figura 10. Foto de un gel de agarosa al 1 % en solución TAE. tetlido con bromuro de etidi?. donde se 
reali.::ó la electroforésis de los productos de la PCR. En los carriles 2 y 3 se serlalan bandas de 1U6 pb 
que corresponden a los productos amplrficados en la técnica de PCR. a partir de las extracciones de ADN 
de los sobrenadantes de las infecciones en cultivo celular con la cepa de referencia. En el carril 4 se 
seftalan los fragmentos de 986 y •60 pb. obtenidos de la digestión del producto amplificado por la PCR. 
con la enzima Eco RV. En el carril número 1 se observa el marcador de peso molecular 1 Kb O~. 

REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA 

Antes de realizarse la técnica con las muestras de campo se trabajó con las 

extracciones a partir de los sobrenadantes de las infecciones realizadas con la 

cepa de referencia, la cual tenia 64 UHA. A partir del este sobrenadante se logró 

la amplificación del producto esperado de 1.4 kilo bases (kb) (Figura 10). No se 

obtuvo amplificación a partir de los sobrenadantes de los cultivos no infectados. 

Esto se sustenta con la búsqueda de homologfas que se realizó con cada uno de 

los iniciadores propuestos en este trabajo, resultado que no existe homologia 

significativa con secuencia alguna, excepto con el viru~ de la Panteucopenia y el 

virus de la enteritis del visón. 

Con el fin de confirmar que este amplificado correspondiera a PVC, se 

procedió a su digestión con la enzima Eco RV; dado que el fragmento amplificado 

solo contiene un sitio de corte para esta enzima. El resultando esperado de la 

digestión son dos bandas, una de 986 y otra de 460 pares de bases, 
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aproximadamente(Flgura 10). Los amplificados obtenidos con los sobrenadantes 

de las infecciones de cultivos, con las cepas de campo (dato no mostrado) y con la 

cepa de referencia (Figura 10) mostraron este patrón. 

Una vez lograda la amplificación del producto esperado se procedió a realizar 

diluciones dobles seriadas con el sobrenadante de la infección en cultivo celular 

con la cepa de referencia. para obtener el número minimo de UHA detectadas por 

la técnica de PCR. Los resultados obtenidos en este experimento se muestran en 

la Figura 11. Como se indica en esta figura se obtuvo amplificación hasta la tercer 

dilución (1/8) en la cual se tenlan 8 UHA, este resultado es el mas alto que se 

obtuvo después de cinco repeticiones, es decir en dos ensayos fue posible 

identificar hasta 1 y 0.5 UHA, sin embargo no se consideraron, ya que la constante 

fue 8 UHA. 

Figura 11. Foto de un gel de agarosa al 1 % en solución TAE. tenido con bromuro de etid10. donde 
se reali::6 la electroforesis de los productos obtenidos por medio de la PCR a partir de las 
extracciones de ADN de las diluciones dobles seriadas del sobrenadante de la infección en cultivo 
celular con la cepa de referencia. En los carriles 1 • .2 y 3 se seftalan bandas de 1446 pb que 
corresponden a los productos amphficados en la tecnica de PCR correspondientes a las diluciones 
1/2. 114. 1/8 respectivamente. Los carriles 4. 5. 6 y 7 corresponden a las diluciones 1116. 1132. 1/64 y 
11128 respectivamente. a partil" de estas diluctones no se logró la ampllfica-::ion del produc.to de 1446 
pb. En el carril 8 se observa el marcador de peso molecular 1 Kb DNA. 
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Una vez que se determinó el número de UHA mlnimas Identificables por la 

técnica de PCR, esta técnica se realizó a partir de las extracciones con las 

muestras de heces, aun con las negativas (Figura 12). Para este ensayo se 

utilizaron los mismos sobrenadantes filtrados utilizados en las infecciones de 

cultivo celular, mismos que mostraron diferentes títulos en la prueba de HA. 

Aunque se conocia el número mínimo de UHA identificables por la técnica de 

PCR, no se realizó ninguna dilución con estos sobrenadantes con el fin de 

corroborar el dato de unidades minimas identificables. También se aplicó esta 

técnica a todos los sobrenadantes de las infecciones realizadas con estas 

muestras (Cuadro 4). Como se muestra en este cuadro sólo se logró la 

amplificación en 7 de las 35 muestras (20o/o) de heces, el número de UH.A. en 3 de 

estas muestras era menor del mínimo identificable de B UHA, las restantes 5 

tenlan UHA por arriba del mlnimo identificable. Un dato importante de resaltar es 

que a pesar de que en las muestras M14 y M18 se obtuvo amplificación del ADN 

viral a partir de heces, no fue posible su aislamiento (Cuadro 3), como 

consecuencia no fue posible la amplificación de ADN de PVC a partir de 

sobrenadantes del cultivo celular (Cuadro 4). Para el resto de las muestras la 

amplificación fue positiva a partir de las extracciones con los sobrenadantes de las 

infecciones en cultivo celular, excepto para una la cual presento solo 2 UHA. 
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Cuadro 4. Resultados de la PCR a partir de la extracción con las heces 

filtradas y a partir de la extracción con los sobrenadantes de las Infecciones 

con las mismas heces. 
ldentificacló PCR a partir PCR a partir de Identificación PCR a partir PCR a partir de 

n de la• heces las Infecciones en de las heces las Infecciones 

cultivo celular en cultivo 

celular 

M1 + + M19 - -
M2 + + M20 - -
M3 + + M21 - -
M4 + - M22 - -
MS + + M23 - -
M6 - - M24 - -
M7 - - M25 - -
MB - - M26 - -
M9 - - M27 - -

M10 - - M28 - -
M11 - - M29 - -
M12 - - M30 - -
M13 - . - M31 - -
M14 + - M32 - -, 

M15 - - M33 - -
M16 - - M34 - - . 

M17 - - M35 - -
M18 + -

Además de las muestras que fueron sometidas al proceso de PCR, se 

incluyeron muestras testigo, los cuales fueron: el testigo positivo fue el amplificado 

logrado con la cepa PVC-ref; el testigo negativo fue el que contenla en lugar de 

ADN, agua Milli Q y para el caso de los sobrenadantes de las infecciones en 
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cultivo celular, un testigo de células el cual contenía el ADN obtenido de células 

sin infectar (Figura 12) . 

....... ,,.. ____ ... 

Figura 12. Foto de un gel de agarosa al 1 % en solución TAE. teftido con bromuro de etidio. donde 
se realizo la electroforesis de los productos obtenidos por me~ de la PCR. a partir de las 
extracciones de ADN de las muestras de heces. En los carriles :? y 6 se seftalan bandas de 14'6 pb 
que- corresponden a los productos an1phficados en la tecnica de PCR. correspodientes a la muestra 
18 y a! testigo positivo respedivamentE=. Los ccuTiles 1. 3. y 4 corresponden a las n1uestras 17. 19 y 
:?O respecUvamente. a partir de ~stas muestras no se logró la ampltficacion del producto de 1446 pb. 
En el carril 5 se observa el marcador de peso molecular 1 Kb ONA. 

CLONACIÓN DEL PRODUCTO DE LA PCR 

Finalmente se obtuvieron aislamientos de cepas de campo de PVC. Los dos 

productos amplificados en heces e infecciones en cultivo ceiular fueron clonados, 

para la cual se utilizó el paquete comercial TOPO TA®, que contiene el plásmido 

pCR 2.1 TOPO. Este vector tiene un tamaño de 3.9 kb y un sitio único para la 

inserción de productos de PCR (1446 pb en este caso). El plásmido se identificó 

como pTMP1 y fue de un tamaño aproximado de 5.3 kb, por la sumatoria de las 

bases del plásmido y del ADN del Parvovirus insertado. Cuando fue digerido para 

linalizarlo con la enzima Asp718, que tiene un sitio de corte único en este vector, 

se corroboro la inserción pues muestra un peso de 5.3 kb (Figura 13). 

De igual forma se utilizó la enzima Eco RI para la cual existen dos sitios ubicados 

justo a los extremos del sitio donde se introduce.el insetto, por lo cual la digestión 
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produce su liberación, visualizando dos fragmentos, uno de tamaño 

correspondiente al vector (3.9 kb) y otro similar al amplificado (1.4 kb) (Figura 13) . 

3054 

2036 

.1636 

. ... -. 

5.3Kb 

3.9Kb 

1.4Kb. 

Figura 13. Foto de un gel de agarosa al 0.8 % en soluci6n TAE. tetHdo con brolnW"o de etldio. donde 
se realizó la electrofotésls de los fragmentos obtenidos de la digestion del plasmido pTMP1 con las 
enzimas A:;p718 y EcoRI. En el carril 2 se set'iala una banda de 5.3 Kb que corresponde al plasmldo 
linearizado por la enzima Asp718. En el carril 3 se set'ialan bandas de 3.9 y 1.4 Kb obtenidas de la 
digestión del plásmido con la enzima EcoRI. En el carril 1 se observa el marcador de peso molecular 
1 Kb ONA. 
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DISCUSIÓN 

El Parvovirus canino fue identificado por Eugster en 197724ª y aislado en 1979 por 

varios investigadores 4
•12•13·5 _ En México, en 1980 Stephano y Estrella36

•
37 

identificaron particulas virales sugestivas a Parvovirus. En 1982 Aguila38 encontró 

anticuerpos por la prueba de IHA en contra del virus y Soto en 198639 logró 

relacionar lesiones histopatológicas en yeyuno sugestivas a Parvovirus, con la 

observación de antígeno viral por fa prueba de inmnunofluorescencia. En este 

trabajo se logró identificar por primera vez. ADN de parvovirus canino a partir de 

muestras clinicas y de infecciones en cultivo celular con heces de animales con 

cuadro de enteritis. lo que se puede considerar, constituye el primer aislamiento de 

parvovirus canino en México. 

La detección del virus se realizó también con la prueba de HA-IHA, con la cual se 

detectó PVC en 14 de las 35 heces analizadas en este estudio. En este sentido, 

existe una diferencia con respecto a la prueba de PCR, ya que solo 7 muestras 

resultaron positivas. Esta diferencia puede deberse a la técnica de recuperación 

de ADN a partir de heces, o también a la presencia de inhibidores inespecificos de 

la PCR. En este trabajo se debió principalmente a la recuperación de ADN, ya que 

este virus es muy pequeño. por lo tanto la cantidad de material genético 

recuperable por mililitro de muestra es muy baja y la concentración del virus 

requiere de una centrifuga que alcance 117,000 g 5
, con la cual no se contaba. La 

presencia de inhibidores inespecfficos quedó descartada, cuando a una extracción 

de heces se le adicionó ADN extraído a partir de una infección en cultivo celular y 

se amplifico el segmento de 1.4 kb. De utilizarse esta prueba como método de 

diagnóstico se deberá mejorar los procedimientos de extracción. Actualmente 

existen en el mercado paquetes comerciales para la extracción de ADN de 

muestras de heces, que trabajan a través de columnas. con las cuales se purifica 

y concentra el ADN, incrementando la sensibilidad en la prueba de PCR. El 

inconveniente de estos paquetes por su costo, en este trabajo se utilizó un método 
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de extracción sencillo88 que utiliza el mismo principio de las columnas siendo de 

muy bajo costo. 

Se debe señalar que en la prueba de HA-IHA, los glóbulos rojos de cerdo que 

tiene la característica de ser aglutinados por el virus. solo son algunos grupos aun 

no identificados. esto crea un inconveniente. ya que de no tenerse cepas de 

referencia de parvovirus, no se podrá aplicar la prueba de HA-IHA. De igual forma 

el suero control puede representar otro inconveniente ya que debe de provenir de 

animales infectados. En este aspecto la PCR no requiere de estos controles y de 

requerirse una cepa control podria puede utilizarse una vacuna para perros. 

Los iniciadores utilizados en este trabajo fueron diseñados para amplificar un 

segmento conservado del genoma de parvovirus canino. Aunque los iniciadores 

tienen homologla con algunos segmentos en el genoma del virus de la 

panleucopenia felina, lo cual no es sorprendente puesto que se trata de virus 

relacionados filogenéticamente, sin embargo el producto amplificado sería de 

tamaño distinto. Además, el análisis de restril.;ción empleado en este estudio, 

confirma que la secuencia amplificada corresponde al genoma de parvovirus 

canino únicamente. 

Este segmento se tiene ahora clonado y su secuenciación se está llevando a cabo 

para poder identificar el serotipo al cual corresponde. Actualmente se sabe que et 

serotipo 2b ha sido identificado en la mayoría de los casos en los Estados Unidos 

de Norteamérica29
• el 2a en parte de Europa como Ucrania, Alemania y España24 

y el 2c sólo aislado en Asia32
• para nuestro país no se conoce este dato y debido a 

la importación de animales, es dificil de establecer. a no ser que se lleven a cabo 

trabajos de epidemiología molecular. Este trabajo sienta las bases para iniciar 

trabajos de este tipo en México. 

Los aislamientos del Parvavirus canino se lograron a partir de heces con títulos 

mayores a 20 UHA. confirmado por la prueba de HA-IHA en 10 muestras. Al 
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corroborar los resultados con la técnica de PCR. solo se encontraron positivos a la 

prueba 5 aislamientos. los cuales presentaban titules virales en las heces igual o 

mayores a 640 UHA. Los resultados corroborados por la PCR concuerdan con los 

obtenidos por Carmichael 198068
, puesto que él aisló el virus en heces que 

contenlan tltulos virales mayores a 512 UHA. Las otras cinco muestras que 

resultaron positivas a sus aislamientos por HA-IHA pero negativas a la PCR, se 

considera como negativo el aislamiento ya que el titulo del virus en las heces está 

por debajo de lo reportado por Carmichael 198068
• Estos resultados también 

concuerdan con los obtenidos por Mochizuki 198469 , en donde obtuvieron titules 

del virus en las heces de 128 y 5120 en HA y confirmados por IHA, pero no logró 

aislar el virus. lo cual se sugiere que posiblen1ente fue por la presencia de 

cápsides vacias69 . 

Los resultados de la aplicación de la PCR en las extracciones de los 

sobrenadantes de las heces sugieren que la sensibilidad de esta prueba es menor 

que la de HA-IHA, ya que solo se detecta producto de amplificación en las 

extracciones de Jos sobrenadantes de las heces que tienen un título viral igual o 

mayor a 640 UHA. Aunado a esto, las diluciones hechas para ver el mlnimo 

identificable también resultaron ser menores que en la HA-IHA. lo cual contradice 

los resultados reportados por Mochizuki 199377
, Meerarani 199679

, Mizak 19998
'. 

donde se muestra que la sensibilidad es mucho mayor en la PCR con respecta a 

la HA-IHA. Estos resultados pueden deberse nuevamente a la presencia de 

cápsides vacias en las muestras, las cuales son detectadas ~or la HA-IHA, pero 

no por la PCR o también puede deberse al método de extracción de AON dado 

que en otros trabajos se utilizaron columnas para la extracción y purificación de 

ADN. 

Finalmente, en este trabajo se ajustaron las condiciones para un aislamiento 

exitoso del PVC en cultivo celular, con la linea de células A72, lo que permitirá en 

el futuro. más aislamientos de campo, que permitan establecer valores de 

prevalencia, junto con las pruebas PCR y HA-IHA. 
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En México la importancia de esta enfermedad en perros no se conoce, dado que 

las pruebas de diagnóstico no son concluyentes. La combinación de pruebas 

como PCR, aislamiento y HA-IHA podrán mostrar un panorama más amplio de la 

distribución e importancia del parvovirus en México. 

CONCLUSIONES 

1.- Este trabajo representa el primer reporte de aislamiento del PVC en México, al 

lograrse cinco aislamientos a partir de muestras de heces de animales con cuadro 

clinico de gastroenteritis, como lo hablan sugerido trabajos anteriores. 

2.- La técnica de PCR es una alternativa para la identificación de PVC en 

muestras de heces, sin embargo deben de mejorarse los procedimientos de 

extracción de ADN a partir de estas muestras y en caso de aplicarse al 

diagnóstico, complementario con la HA-IHA. 

3.- Con este trabajo se sientan las bases para iniciar estudios de epidemiologla 

molecular en México, lo que permitirá conocer las variantes de este virus que se 

presentan en nuestro pais. 
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