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RESUMEN

Distemper y Parvovirus canino son enfermedades altamente contagiosas que afectan a perros
de cualquier edad, aunque su incidencia es mas alta en aquellos menos de un afio. El diagnéstico
confiable y tratamiento oportuno mejoran el prondstico de los animales infectados. Por lo tanto,
se compard el diagnostico del Distemper y Parvovirus canino entre la prueba molecular gPCR
y los kits rapidos en casos clinicos de caninos domésticos, que acuden a los centros Veterinarios
en la ciudad de Latacunga. Se analizaron 24 muestras de parvovirus canino de los cuales 19
muestras resultaron positivas a kits rapidos, se encontraron que 5 muestras de parvovirus
diagnosticada por kits rapidos de resultados negativos dieron positivas a PCR en tiempo real,
por otro lado 4 muestras de parvovirus positivas por kits rapidos dieron resultados negativos a
qPCR esto comprueba que es una técnica altamente sensible y de alta especificidad para la
deteccion del virus, a diferencia de los kits rapidos. Con Distemper canino hubo problemas con
el proceso de estandarizacion, pero de las 6 muestras positivas de Distemper diagnosticadas por
kits rapidos 2 dieron resultados positivos a qPCR. Los resultados de esta investigacion permiten
establecer que la qPCR es una técnica de diagndstico recomendable para la deteccion de
Parvovirus y Distemper canino, los resultados obtenidos mediante esta técnica son de mayor
confianza y rapidez. Las pruebas rapidas utilizadas en la consulta veterinaria que en este y otros
estudios han mostrado constantemente su baja sensibilidad.

Palabras clave: Parvovirus, Distemper, qPCR, Diagndstico, kits rapidos.
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THEME: “DISTEMPER VIRUS AND CANINE PARVOVIRUS DIAGNOSIS THROUGH
QUICK KITS AND gqPCR IN LATACUNGA CITY™.

AUTHOR: Farias Roman Maria Laura

ABSTRACT

Distemper and canine Parvovirus, which are highly contagious diseases that affect any age dogs,
although their incidence is higher in the less than one-year-old. The reliable diagnosis and
opportune treatment improve the infected animals” prognostic. So, it was compared the
Distemper and canine Parvovirus diagnosis between the qPCR molecular test and the quick kits
into domestic canines’ clinical cases, which come to veterinary centers in Latacunga city. It was
analyzed 24 canine parvovirus samples, which 19 samples were positive to quick kits, they were
found that 5 parvovirus samples diagnosed by quick kits with negative results were positive by
real-time PCR, on the other hand 4 positive parvovirus samples per quick kits gave negative
results to qPCR, this proves that it is a highly sensitive and highly specificity technique for virus
detection, unlike quick kits. With canine Distemper there were problems by the standardization
process, but from 6 positive Distemper samples diagnosed through quick kits, 2 gave positive
qPCR results. The research results allow to set that qPCR is a recommended diagnostic
technique for the Parvovirus and canine Distemper detection, since the results obtained by this
technique are more reliable and faster. The quick tests used into the veterinary clinic that into
this and other studies have shown their low sensitivity consistently.

Keywords: Parvovirus, distemper, qPCR, diagnosis, quick Kkits.
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2. JUSTIFICACION DEL PROYECTO
El moquillo canino es una de las enfermedades infecciosas mas importantes que afectan a los
caninos en todo el mundo. El cual afecta un rango importante de 6rganos incluyendo tejidos
linfoides, piel, encéfalo y tractos intestinal y respiratorio, lo cual se traduce en una variedad de
sintomas de caracter respiratorio, entérico y nervioso, la principal via de infeccion de este virus
es a través de los exudados respiratorios en forma de microgotas o aerosol, aunque también ha

sido aislado de diversos tejidos y secreciones como la orina, heces y secreciones oculares. (1)

El parvovirus canino es una enfermedad virica altamente contagiosa y causa principalmente
una enfermedad gastrointestinal, es una de las causas mas importantes que provocan mortalidad
en cachorros. De aqui se deduce la importancia de realizar diagnosticos precisos con mayor

confiabilidad para mejorar el prondstico de los pacientes.

La presente investigacion estd enfocada en dar a conocer la eficacia de la técnica qPCR usada
para detectar la enfermedad de Distemper y Parvovirus canino y la importancia de dar un
diagnostico seguro de las enfermedades que son altamente contagiosas y mortales, debido a que
dia a dia se presentan de forma muy frecuente en las clinicas veterinarias, donde el prondstico
lamentablemente no es favorable para el animal, por lo que dar resultados correctos es
indispensable para poder realizar un correcto control de los pacientes evitando que las
enfermedades se sigan propagando e infectando a mas animales. Y el estudio del diagndstico
puede ser de alguna manera beneficioso para comprobar la infeccion en poblaciones

susceptibles.

Es indispensable implementar, en el area de Laboratorio Clinico, técnicas que ayuden a los
Me¢édicos Veterinarios a obtener de manera segura y confiable resultados correctos de distintas

enfermedades para dar un diagndstico final y por ende un mejor tratamiento para los pacientes.

Por lo tanto, en la presente investigacion se diagnosticd del virus del Distemper y Parvovirus
canino estimada a través de qPCR en casos clinicos de caninos domésticos en la ciudad de
Latacunga. Esta investigacion es una verdadera opcion para incorporar la técnica de qPCR ya
que el método mas sensible para detectar y cuantificar la presencia de los microorganismos en

los animales.



3. BENEFICIARIOS DEL PROYECTO
3.1 Directos

e Las mascotas que presentan el Distemper y Parvovirus canino.
e Los Centros Veterinarios, del canton Latacunga.
3.2 Indirectos

e Los propietarios de mascotas.
e Meédicos veterinarios que trabajan en clinicas de menores.

e Poblacion en general.

4. EL PROBLEMA DE INVESTIGACION
El problema radica en la desconfianza en el diagndstico de las enfermedades de alta prevalencia
como Distemper y Parvovirus canino considerandose unas de las enfermedades mortales y un
foco de infeccion para otros animales siendo importante poder detectar a tiempo las

enfermedades.

Hoy en dia el moquillo canino, al que también se conoce como Distemper, es el precursor de
un elevado porcentaje de mortalidad de caninos doméstico. La deficiencia de medidas de
atencion y la no rutina en el riguroso control de vacunaciones son los principales motivos de la

enfermedad viral.

Al igual que el Parvovirus canino, es uno de los principales agentes virales que afectan a los
caninos sin importar la edad, siendo los cachorros los mas propensos a sufrirla. Actualmente la
situacion epidemioldgica mundial de la enfermedad es de tipo enzootia, a pesar de que existe

vacunacion, y es preocupante, porque su difusion va en aumento en la poblacion. (2)

Por la cual los centros veterinarios de Latacunga tienden a una gran cantidad de animales que
presentan sintomas de Distemper y Parvovirus, pero en ocasiones el diagnostico se realiza con
pruebas que no tienen un 100% de precision. Ademads, los duefios de las mascotas no suelen
costear exdmenes complementarios debido a que tienen precios relativamente elevados y
generalmente estan fuera de su presupuesto. Cabe mencionar que las pruebas moleculares no
han sido usadas en las clinicas veterinarias a causa del costo excesivo y a su vez por la falta
disponibilidad para las mismas. Sin embargo, dado el desarrollo y el uso cada vez mas frecuente
de las pruebas moleculares, especialmente en el diagndstico de COVID-19 en humanos, los
costos de las mismas han reducido considerablemente, al punto de costar lo mismo que pruebas

diagndsticas basadas en la deteccion de inmunoglobulinas.



Consecuentemente, una forma muy importante para ayudar a controlar estas enfermedades es
un diagnodstico temprano para lo cual se necesita el empleo de pruebas que permiten
diagnosticar las enfermedades, como la técnica qPCR que son mas especificas, sensibles, que

las pruebas convencionales que se utilizan actualmente en clinicas veterinarias.

5. OBJETIVOS:
5.1 Objetivo General

» Comparar el diagnéstico del Distemper y Parvovirus canino entre la prueba molecular
qPCR vy los kits rapidos en casos clinicos de caninos domésticos, que acuden a los
centros Veterinarios en la ciudad de Latacunga.

5.2 Objetivo especificos

« Estimar la variacion entre las pruebas répidas y la prueba gPCR en el diagnostico de
Parvovirus y Distemper canino.

» Determinar los factores de riesgo asociados a la presentacion de las enfermedades.

« Analizar el costo beneficio de la implementacion del diagnostico del Distemper y

Parvovirus canino a traves con la metodologia gPCR en la ciudad de Latacunga.

6. FUNDAMENTACION CIENTIFICO TECNICA

6.1 El Distemper canino

El moquillo canino fue descrito por Edward Jenner en 1809 y su etiologia fue sefialada por
Carré en 1906. Es una enfermedad infecciosa causada por un agente viral del orden
Mononegavirales, familia Paramyxoviridae, género Morbillivirus, que produce una infeccion
sistémica con altos indices de morbilidad y apreciable letalidad, principalmente en animales

jovenes y desprotegidos inmunologicamente. (3)

El Distemper canino es probablemente la enfermedad viral y altamente contagiosa de mayor
distribucion mundial. Para evitar esta enfermedad es necesaria la vacunacioén anual que suele
reducir, pero no eliminar su aparicion. En la medida en que la poblacion se encuentre menos

vacunada y existan mas perros callejeros, aumentara la presentacion de casos clinicos. (4)

6.2 Transmision

La transmision se produce directamente a través de aerosoles de secreciones respiratorias o a
través de secreciones oculares, orina y heces. CDV se elimina 7 dias después de la infeccion y,
en casos extremos, puede extenderse durante 60 a 90 dias. Debido a la inestabilidad fuera del

huésped, el virus se deteriorara rapidamente, por lo que la contaminacion indirecta es rara. El



contacto entre animales recién infectados, subclinicos o enfermos mantendra la infeccion de los
cachorros, que son el grupo mas vulnerable. Los perros que se recuperan de una infeccion son
inmunes a la vida y ya no liberan patdogenos al medio ambiente. Algunas personas pueden portar

el virus en su sistema nervioso central. (5)

6.3 Patogenia

Dentro de la patogenia de esta enfermedad, se conoce que la principal via de infeccion de este
virus es a través de secreciones orales o nasales que se dispersan en forma de aerosoles o por
contacto de individuos afectados con susceptibles. El 6rgano de replicacion inicial es el tejido
linfoide del tracto respiratorio superior, dispersandose posteriormente a todo el organismo en
las células mononucleares del torrente sanguineo, como el sistema respiratorio, digestivo y
nervioso, dependiendo del estado inmunitario del animal, produciendo neumonia,

gastroenteritis, alteraciones en la piel y afeccion del sistema nervioso central. (6)

El virus de Distemper Canino (CDV) posee un ARN monocatenario de polaridad negativa, con
nucleocapside helicoidal, rodeada de una envoltura lipoproteica que contiene proteinas como
Hemaglutinina (H), de Fusion (F) y de Matriz (M), las que participan en los mecanismos de

infeccion, replicacion viral y determinan el tropismo. Mundialmente se conoce un solo serotipo.

(7)

La hemaglutinina (H) y la proteina de fusion (F) son las responsables de la union y fusion con
la célula. El gen H tiene la mayor variabilidad en todo el genoma, este gen se utiliza para

clasificar las diferentes cepas virales. (8)

6.3 La infeccion clinica

Este es el método mas comun. El periodo de incubacion (desde la infeccion hasta la aparicion
de los sintomas clinicos) suele ser de 7 a 1 dias. Dentro de 3 a 7 dias, aparecen fiebre y
leucopenia y casi siempre pasan desapercibidas. La fiebre suele remitir en unos pocos dias hasta
que se desarrolla una segunda ola de fiebre con conjuntivitis, rinitis y pérdida del apetito.
Pueden persistir signos gastrointestinales y respiratorios como tos, diarrea, vomitos, pérdida de

apetito, deshidratacion y pérdida de peso. (9)

6.4 Forma Subaguda

Los signos subagudos del SNC pueden variar de Enfermedades sistémicas, como mielitis aguda
cerebral. El sistema nervioso incluye: contracciones y espasmos musculares involuntarios
locales o grupos de musculos. Comienza la paralisis Generalmente en las extremidades

posteriores (ataxia). Convulsiones, salivacion excesiva, ejercicio, masticar, pedalear, orinar o



defecar involuntariamente, hiperestesia, vocalizacion y reacciones de miedo. ceguera.
Dependiendo de la gravedad de la infeccion. Después de recuperarse del moquillo canino agudo
o de manifestaciones no evidentes, la enfermedad neuroldgica puede tardar semanas o incluso

meses en aparecer. Se puede observar hiperqueratosis en las almohadillas de los pies y la nariz.

)

6.5 Forma Croénica

Se han encontrado dos formas cronicas en perros adultos. La primera es causada por un proceso
inmunomediado que produce una encefalitis multifocal que progresa lentamente (encefalitis por
moquillo canino multiple). Esta forma suele presentarse en perros de entre 4 y 8 afios. Se
manifiesta como debilidad en las extremidades traseras, falta de respuesta a las amenazas,

parélisis y temblores de cabeza. La recuperacion de este tipo de infeccion por VDC es posible.

(10)

6.6 Lesiones

Las lesiones iniciales ocurren alrededor de tres semanas post infeccion y se desarrollan durante
un periodo de inmunosupresion inducida por el virus, por lo tanto, no son lesiones inflamatorias,
no hay presencia de manguitos perivasculares. Se ha demostrado que esta desmielinizacion
coincide con la replicacion del virus del CDV en las células gliales de la sustancia blanca,
astrocitos y oligodendrocitos. En las fases tardias de la enfermedad, la desmielinizacion
continua avanzando a pesar de una clara disminucion del ARN y antigeno viral a nivel del SNC.
Asi mismo, comienza a haber una fuerte respuesta inflamatoria humoral y celular, caracterizada
por infiltracion de células mononucleares y un aumento de las IgG. Por lo tanto, se han
considerado mecanismos inmunopatogénicos dirigidos hacia antigenos propios como causa de

la progresion del proceso desmielinizante (1)

6.7 Diagnostico

Se basa en la presencia de al menos tres de los signos que se mencionan a continuacion:
hipertermia (39,5 °C o mas); secrecion ocular y/o nasal; disnea; diarrea y/o vomitos; lesiones
cutaneas; hiperqueratosis en almohadilla plantar y hocico; signos nerviosos compatibles y
persistencia de la sinologia por mas de tres semanas. Para confirmar el diagnostico, las
principales pruebas que se pueden utilizar para este fin son: Inmunofluorescencia directa (DIF):
Puede detectar virus en hisopos conjuntivales, mucosa genital, tejido, sangre, liquido
cefalorraquideo u orina. La Prueba ELISA: esta es una prueba ttil porque la IgM de un perro
infectado durard de 5 semanas a 3 meses, dependiendo de la cepa del huésped y la respuesta.

La Inmunocitoquimica: permite la deteccion de antigenos virales y cuerpos de inclusion en



glébulos blancos, improntas vaginales, prepucios o conjuntivales, liquido de lavado bronquial,
sedimento de orina o liquido cefalorraquideo al inicio de la infeccién. La RT-PCR: la infeccion
se puede confirmar el dia después de que ocurra la infeccion porque puede amplificar
fragmentos de acido nucleico de manera exponencial, incluso si solo hay una molécula en la

muestra. Observar las particulas de virus en las heces a través de un microscopio electronico.

(11

6.8 Diagnostico diferencial
Diagndstico diferencial con hepatitis canina, parvovirus, leptospirosis, toxoplasmosis y rabia.
El diagnostico también se basa en el aislamiento del virus en cultivo celular durante la fase

aguda de la enfermedad. (12)

6.9 Tratamiento y Prevencion

No existen farmacos antivirales efectivos para el tratamiento de la infeccion por CDV. El
tratamiento recibe en la terapia de soporte (expectorantes, mucoliticos, fluidos y anti eméticos)
y en la administracion de antibacterianos profilacticos. Los ataques deben ser controlados con
anticonvulsivos. En los casos crénicos es habitual utilizar corticoesteroides si existe evidencia
de inflamacidn, y normalmente se obtiene una buena respuesta; no obstante, existe el riesgo de
qué la inmunosupresion impide la eliminacion del virus en casos agudos. El uso de
neutralizantes de radicales libres y antioxidantes como por ejemplo vitaminas (E y C) también
puede ser util. El tratamiento procainamida o clonazepam esta descrito, aunque no suele tener
¢éxito. La eutanasia puede estar indicada cuando la afeccion neuroldgica es grave pero muchos

perros pueden llevar vidas casi normales con control de las mioclonias y los ataques. (13)

6.10 Parvovirus canino

El Parvovirus Canino (PVC) emergié como una enfermedad viral sumamente contagiosa
reconocida por primera vez en 1977. Desde entonces, se ha establecido como un patdégeno
entérico para los perros alrededor del mundo. "Parvo" significa pequeno (latin), este virus es
miembro de la familia Parvoviridae, género Protoparvovirus y especie Protoparvovirus de los

carnivoros. (14)

El parvovirus canino (CPV) causa principalmente una enfermedad gastrointestinal (GI), es una
de las causas mas importantes de muerte de los cachorros domésticos y salvajes de todas las
edades, aunque principalmente a cachorros de entre 3 a 6 meses de edad; este ocasiona enteritis

hemorragica; siendo esta la causa mas comtin de morbilidad y mortalidad en caninos jovenes.

(15)



6.11 Etiologia

El parvovirus canino contiene una cadena simple de ADN, conformada por alrededor de 5000
bases. Es un virus muy pequefio que posee una capside compuesta por dos proteinas mayores,
denominadas VP1 (viral proteina 1) y VP2. CPV-2 no tiene envoltura de virus, lo que lo hace
altamente resistente a los solventes. Cambios de lipidos, temperatura y pH, lipidicos, a la

temperatura y a los cambios de pH. (16)

En la actualidad existen tres variantes virales detectadas en los casos de parvovirosis canina; la

variante CPV 2a, CPV 2by CPV2c. (17)

El cuadro clinico patologico del CPV cursa con enteritis grave, ocasionalmente se produce
miocarditis, muerte subita o edema pulmonar en cachorros de cuatro a 10 semanas de edad. La
enfermedad se caracteriza por producir anorexia, depresion, vomito, diarrea hemorragica

profusa, deshidratacion; en casos muy graves la muerte. (18)

6.12 Patogenia

Los cachorros se infectan por contacto directo con las heces de otros cachorros infectados o por
transmision vertical de la madre infectada. EI CPV se replica primero en el tejido linfoide de la
faringe y en las placas de Peyer, entonces se produce viremia en los tejidos principales donde

se encuentran las células. (2)

Después de un periodo de incubacién que dura 4 a 6 dias, el canino comienza con depresion,
vomitos y diarreas. El virus invade las células epiteliales en division activa en las criptas del
intestino delgado, Las células de este tejido provocan el acortamiento y la reduccion de las
vellosidades de la capacidad de absorcion y digestion; que da paso a la diarrea, lo cual produce

una intensa hemorragia en la luz intestinal de los cachorros gravemente afectados. (19)

6.13 Signos clinicos

El parvovirus canino (CPV) causa dos formas diferentes de enfermedad: miocarditis y enteritis.
El periodo de incubacion es de tres a ocho dias y el virus puede excretarse el tercer dia antes de
que aparezcan los sintomas clinicos. Los sintomas clinicos pueden variar, dependiendo de la
edad y el estado inmunoldgico del animal infectado, asi como de las especies susceptibles. En
la forma intestinal hay hipertermia entre 40 y 41 © C, debilidad, anorexia y vomitos. Diarrea
mucosa con sangre con heces y olor a sangre caracteristicos, deshidratacion severa, pérdida de
peso, malestar abdominal y signos de dolor. En la forma cardiaca, pueden aparecer algunos
signos previos; dificultad para respirar, gemidos, muerte subita. La insuficiencia cardiaca

congestiva también puede ocurrir en cachorros aparentemente normales entre las 6 semanas y



los 6 meses de edad. Los cachorros con problemas cardiacos tienen menos posibilidades de
supervivencia, si se recuperan, tendran secuelas como miocarditis, insuficiencia cardiaca

congestiva, intolerancia al ejercicio, tos y dificultad respiratoria. (20)

6.14 Diagnostico

Los sintomas clinicos presentes en perros infectados con parvovirus suelen ser muy indicativos
de esta enfermedad, pero el diagndstico se confirma mediante analitica en sangre (disminucion
del nimero de leucocitos/linfocitos en sangre que son las células de la defensa frente a
infecciones), aunque también se puede testar la deteccion del parvovirus en una prueba rapida
de antigenos en las heces del animal. Esta prueba puede dar resultados falsos negativos 3-4 dias
después de la infeccion porque el virus no se elimina en este momento. Esta excrecion ocurre
alrededor de los dias 8-10; entonces es mas facil realizar el diagndstico mediante la prueba de

antigenos, que requiere una confirmacion final mediante PCR. (21)

6.15 Diagnéstico diferencial

Existen otros procesos patologicos que pueden presentar manifestaciones clinicas similares a la
enteritis por parvovirus, como moquillo canino, infeccidn por coronavirus, hepatitis,
gastroenteritis hemorragica, enteritis parasitaria e infeccion bacteriana. Infeccion por
coronavirus: el curso de la enfermedad es leve y la tasa de mortalidad es baja. Incluso sin
tratamiento, los animales generalmente se recuperan en 6-9 dias, pero la identificacion clinica
es imposible. Moquillo canino: se produce diarrea, pero también pueden producirse problemas

respiratorios, nerviosismo, etc. Enteritis parasitaria: a veces puede ocurrir al mismo tiempo.

(22)

6.16 Tratamiento

Como la mayoria de las infecciones virales, el parvovirus canino no tiene un tratamiento
especifico. Se basa en sintomas clinicos y pruebas de laboratorio, basadas principalmente en
combatir la deshidratacion, el desequilibrio electrolitico, la invasion bacteriana, los vomitos y
las diarreas severas. Ademas, el uso correcto de farmacos, como También son importantes los
eméticos, analgésicos, antibioticos, antiespasmoédicos (hidrocloruro de difenoxilato e
hidrocloruro de loperamida). La clave es prevenir la hipovolemia, las endotoxinas y el shock

neurogénico. (23)

6.17 qPCR
El primero en sentar las bases para el desarrollo de la PCR en tiempo real fue Higuchi. En 1992,

mediante la grabacion de video en tiempo real de la incorporacién de bromuro de etidio en el
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ADN durante cada ciclo de PCR realizado bajo luz ultravioleta. Desde entonces, el objetivo de
la PCR en tiempo real ha sido detectar y cuantificar secuencias de acido nucleico especificas
mediante el uso de genes indicadores fluorescentes en las reacciones. El principio de esta
tecnologia se basa en la PCR de punto final, pero el método de deteccion y analisis de productos

amplificados es diferente. (24)

El término "tiempo real" significa que la deteccion del producto amplificado ocurre en cada
ciclo de la reaccion. Por su parte, el término "cuantitativo" se refiere a la capacidad de
cuantificar la cantidad de ADN en una muestra, que es diferente a la PCR de punto final, que
no puede detectar o cuantificar la secuencia diana en tiempo real. Para ser precisos, las dos
ultimas caracteristicas representan las grandes ventajas de la PCR en tiempo real, porque a
medida que avanza la reaccion, los productos amplificados son monitoreados sin necesidad de
manipularlos en un gel de agarosa para ver si la reaccion fue exitosa, porque sucede. Reaccion

en cadena de la polimerasa al final. (25)

En la actualidad, la PCR cuantitativa fluorescente en tiempo real es el método mas sensible para
detectar y cuantificar 4cidos nucleicos. Incluso con una cantidad muy pequeiia de templado, el
sistema puede garantizar una alta sensibilidad, especificidad y eficiencia. Una de sus
aplicaciones mas comunes es cuantificar cambios muy pequefios en la expresion génica
mediante la deteccion de niveles de ARNm en células o tejidos. La cantidad de ARNm que se
puede detectar en la reaccion puede provenir de una concentracion baja en lugar de la PCR, y

se requiere una concentracion mas alta para el punto final. (26)

6.18 Elementos quimicos que necesita la qPCR

El principal elemento de la PCR es el ADN y sus propiedades quimicas aportan ventajas para
su funcionamiento. Para entrar en el contexto, es importante recordar que la molécula de ADN
estd compuesta por tres componentes: azucar (desoxirribosa), grupos fosfato y bases
nitrogenadas (adenina, timina, guanina o citosina) que son complementarias al ADN. Las bases
de la otra hebra estructuran el ADN en una doble hélice de esta manera. En la PCR, la
hibridacion separa las hebras de ADN y sirve como molde para que las enzimas sinteticen
nuevas hebras que portan la secuencia diana. En lo que respecta a la ADN polimerasa, se
encarga de catalizar la reaccion y sintetizar nuevas hebras de ADN con secuencias blancas. La

enzima mas utilizada se llama ADN polimerasa Taq. (27)

La primera es una secuencia de oligonucle6tidos, ubicada a ambos lados de la secuencia diana

a amplificar, delimitar y complementar a la misma. En la PCR se utilizan dos secuencias de
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cebadores diferentes, una se llama "directa" o sentido, la otra se llama "recompensa" o
antisentido, ambas deben disefiarse para hibridar con la plantilla y la hebra de ADN puede pasar
a través de la extension de la polimerasa Taq. Para ellos, los ANTP son los ladrillos o bases
nitrogenadas que usa la polimerasa Taq para construir nuevas cadenas de ADN. Son factores
importantes que afectan la especificidad de la reaccion, por lo que su concentracion debe ser
suficiente, de lo contrario afectaran la funcion de la polimerasa Taq. El tamp6n es la solucion

tampon utilizada en la reaccidon, generalmente compuesta de Tris-HCL (pH = 8). (27)

El magnesio es un cofactor enzimatico que incide en la especificidad de la reaccion, por lo que
debe tener una concentracion suficiente para no afectar el desempefio de la polimerasa Tagq;
usualmente su concentracion oscila entre 0.5 a 2.5 mM. A veces ya esta contenido en el bufer,
pero en otros casos debe agregarse. El agua es el solvente en la reaccidon y se usa en forma

destilada sin nucleasa (enzima que degrada el 4cido nucleico). (28)
Posteriormente durante cada ciclo se repiten tres etapas:

6.19 Desnaturalizacion

En esta etapa, las hebras de ADN se calientan y separan a una temperatura de 95 © C durante
20-30 segundos; el tiempo depende de la secuencia de hibridacion, es decir, si el nimero de GC
es grande, tomara mas tiempo para el enlace a romperse, debido a estas bases El emparejamiento
consta de tres enlaces, uno mas que la base AT. También depende de la velocidad a la que el
termociclador eleva la temperatura, que depende del modelo del dispositivo. Al final de esta

fase, tenemos una cadena separada como siguiente control de temperatura. (24)

6.20 Hibridacion

En esta etapa, el cebador se alinea en el extremo del molde previamente aislado y se hibrida
con su secuencia complementaria. Para formar un complejo de imprimacion caliente, es
importante que la temperatura de recocido o temperatura de fusion (Tm) sea Optima,
normalmente entre 50-60°C. Si el disefio del cebador es correcto y la temperatura adecuada, la

estabilidad y especificidad del complejo son eficaces. (24)

6.21 Extension

En esta etapa, la Taq polimerasa actia sobre el complejo templado-primers y empieza su
funcion catalitica a una velocidad muy rapida; agrega dNTP’s complementarios para crear las
cadenas completas de ADN. La extension de las cadenas es en direccion de la sintesis del ADN,
es decir, de 5 a 3. La temperatura 6ptima para la reaccion es de 72 °C, ya que a esa temperatura

la enzima es funcional. Al final del ciclo, se habran formado los amplicones con un tamafio
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dictado por el nimero total de pares de bases (pb) que debera ser conocido por el investigador.

(24)

6.22 ;Cuales son los métodos para detectar los productos amplificados?

La monitorizacion del producto amplificado durante la reaccion es un paso importante de la
PCR en tiempo real, y su estrategia técnica para lograr buenos resultados es un sistema basado
en genes indicadores fluorescentes. En general, estos sistemas se pueden dividir en dos métodos
diferentes: especificos y no especificos. El método no especifico se basa en el uso de moléculas
intercaladas que tienen afinidad por el ADN bicatenario y producen una sefial fluorescente
cuando se oxidan. La fluorescencia emitida se captura durante la fase de extension de cada ciclo

y es proporcional al nimero de copias de ADN bicatenario obtenidas en cada ciclo de PCR.
(29)

El gen indicador mas utilizado para estos fines se llama SYBR Green. Es una molécula cargada
positivamente que en realidad no emite fluorescencia cuando no se une al ADN bicatenario en
solucion; sin embargo, cuando interactia con pequenias cantidades de ADN. Se combinan, su
fluorescencia aumenta 1000 veces. El software de la mayoria de los termocicladores ahora
proporciona esta funcion facil de aplicar y analizar. El1 método especifico y el método no
especifico parten de principios diferentes y tienen una sefial fluorescente de emision comiin
para detectar el producto amplificado. Estos métodos siguen un principio llamado transferencia
de energia por resonancia de fluorescencia para generar sefiales; este método implica transferir
energia de un gen donante o indicador fluorescente a un aceptor. Para ello, existen dos métodos

especificos, que son: ensayos basados en hidroélisis e hibridacion. (30)

6.23 ;Como se captura la sefial de fluorescencia?
Cualquier método utilizado para detectar el producto amplificado en cada ciclo de reaccion

requiere la tecnologia incluida en el termociclador qPCR para:

+ excitar al reportero

 capturar la sefial de emision del mismo

« realizar el analisis cuantitativo
Para ello existen en el mercado diferentes tipos de termocicladores, cuyas principales
diferencias estan en la fuente de energia utilizada para la excitacion. Basicamente, existen tres
fuentes: bombillas, diodos emisores de luz (LED) y laseres. Independientemente de la fuente,
el reportero se excita primero y su sefial de emision se recoge a través de un filtro que permite

el paso de la longitud de onda adecuada que llega a un fotodetector que recoge la informacién
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de la muestra para su andlisis en el software de la computadora. Otras caracteristicas notables
son la velocidad de calentamiento o enfriamiento en cada etapa de la reaccion, la cantidad de
muestras que se pueden soportar, los consumibles de reaccion y el kit utilizado para la
amplificacion; en algunos casos, solo se utilizan reactivos del proveedor del termociclador. es
decir, son sistemas cerrados, y en otros casos se pueden utilizar reactivos de diferentes

proveedores, es decir, son sistemas abiertos. (31)

6.24 Como se analizan los resultados

Detectar la amplificacion en tiempo real y capturar la fluorescencia de cada muestra no es
suficiente; analizar la reaccion es el paso final para determinar la cuantificacion de genes. Para
este proposito, los termocicladores estan provistos de un PC con un software generalmente facil
de usar. Este software genera una serie de graficos que muestran todos los datos necesarios para

saber si la respuesta fue exitosa. (31)

Uno de estos graficos es de amplificacion, que muestra el curso y el progreso de la reaccion, y
otro grafico es la curva de disociacion o curva de fusidén, que muestra informacion sobre la
especificidad de la reaccién. Otro paso importante en el analisis es la eleccion del tipo de
cuantificacion utilizado para determinar la amplificacion exacta del gen diana; Este
procedimiento depende de los intereses del investigador. Hay dos tipos de cuantificacion para

esto: absoluta y relativa. (32)

El primero se usa generalmente para averiguar el nimero exacto de copias amplificadas del
blanco o la concentracion exacta de acidos nucleicos en una muestra. En la practica, este tipo
de cuantificacion se utiliza para medir la carga viral o bacteriana en diferentes tejidos. Cuando
es necesario evaluar cambios en la expresion génica en varios estados fisiologicos, se utiliza la
segunda. Estos cambios se basan en el nivel de ARNm del gen diana en comparacion con el gen
de referencia (gen de mantenimiento) Aunque el estado fisiologico puede cambiar por varias
razones, su expresion no cambiara. Los datos se expresan en relacion con el gen de referencia
y generalmente se denominan el nimero de veces que los niveles de ARNm aumentaron o
disminuyeron, o cuando no hubo cambios. Independientemente del tipo de cuantificacion
seleccionado, casi todo el software del dispositivo es capaz de realizar los analisis matematicos

y estadisticos necesarios para cada tipo de cuantificacion. (33)
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Figura 1.Curva de Disociacion o curva Melting.
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6.25 Ventajas de la qPCR

Las principales ventajas de qPCR son que proporciona una deteccion y cuantificacion rapida y
de alto rendimiento de las secuencias de ADN diana en diferentes matrices. EI menor tiempo
de amplificacion se ve facilitado por la amplificacion y visualizacidon simultaneas de amplicones
de ADN recién formados. Ademas, la qPCR es mas segura en términos de evitar
contaminaciones cruzadas porque no se requiere ninguna manipulacion adicional con las
muestras después de la amplificacion. Otras ventajas de qPCR incluyen un amplio rango
dindmico para la cuantificacion (7-8 Log 10) y la multiplexacion de la amplificacion de varios
objetivos en una sola reaccion. La opcion de multiplexacion es esencial para la deteccion y
cuantificacion en ensayos de diagnostico de qPCR que se basan en la inclusion de controles de

amplificacion internos. (32)

gPCR juega un papel importante en la deteccion, cuantificacion y tipificacion de patdégenos
virales. Esto se debe a que la deteccion de virus clinicos y veterinarios importantes mediante
métodos de cultivo requiere mucho tiempo o es imposible, mientras que las pruebas ELISA no
estdn disponibles universalmente y adolecen de wuna sensibilidad y especificidad
comparativamente bajas. gPCR (con la inclusion de la transcripcion inversa para el diagndstico

de virus de ARN) proporciona la sensibilidad y especificidad adecuadas. (33)
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7. VALIDACION DE HIPOTESIS
Con la investigacion realizada utilizando la técnica de qPCR fue factible reconocer de forma
precisa, los virus de Parvovirus y Distemper canino en la ciudad de Latacunga en comparacion

con los kits rapidos.

8. METODOLOGIAS Y DISENO EXPERIMENTAL
8.1 Metodologia

8.1.1 Area de investigacion
El presente trabajo de investigacion se realizo en la provincia de Cotopaxi, canton Latacunga
en las clinicas veterinarias donde se llevo a cabo servicios veterinarios entre los cuales destaca

la parte clinica de la cual se derivo esta investigacion.

8.1.2 Ubicacion de zona estratégica

El Canton Latacunga se encuentra en el centro del Ecuador, en la Region Interandina del
Ecuador, al sureste de la provincia de Cotopaxi, al sur del volcan Cotopaxi, en la hoya del Patate
Latitud 0.93521 Longitud 78.61554, Altitud 2750 msnm y con un clima frio andino de 12 °C
en promedio. (34)

Figura 2. Mapa del canton Latacunga, donde se encuentra los centros veterinarios. (34)

NAPO

Limites

e Norte: Pichincha
e Sur: Tungurahua y Bolivar
e Este: Napo

e Oeste: Pichincha y Los Rios



16

8.2 Unidad experimental
Para el desarrollo de este proyecto de investigacion se escogieron y se utilizaron 30 caninos sin

limite de edad, a los cuales con el consentimiento del duefio o tutor se les realizo la prueba de

qPCR de Distemper y Parvovirus canino.

8.3 Diseiio de la investigacion

8.3.1 Método de investigacion
En la presente investigacion, se recolectaron 24 muestras de hisopado rectal de Parvovirus
canino que llegaron a consulta los cuales se tomaron al azar sin importar su edad o sexo y 6

muestras sanguineas de caninos que hayan experimentado el Distemper.

8.3.2 Tipo de investigacion
El tipo de investigacion que se realizé es de laboratorio, se efectud la extraccion de muestras
rectal y sanguinea de las clinicas veterinarias para la deteccion del Distemper y Parvovirus

canino.

8.3.3 Método descriptivo
En este método se realizd una presentacion narrativa, numérica y/o grafica, bien detallada y

exhaustiva de la realidad que se estudia.

Se usé materiales para la recogida de datos, mediante la toma de muestras se procedi6 a retirar
muestras rectales y sanguinea, para la posterior realizacion de la prueba de qPCR de Distemper

y Parvovirus canis.

El método descriptivo buscd un conocimiento principal de la validez que se produce de la
observacion directa del investigador y del conocimiento que se obtiene mediante el andlisis de

las informaciones aportadas por otros autores.

8.3.4 Método comparativo
Este método consistid en establecer una similitud con enfoques de busqueda diferenciadora y

busqueda antagdnica.

Se han comparado pruebas para la realizacion de esta investigacion, ya que lo que se busca es
la cantidad de casos tanto positivos como negativos. Ha diferencias de otras pruebas

moleculares qPCR tiene mayor rango dindmico de deteccion.

8.4. Técnica y procedimiento para la recoleccion de datos
La técnica utilizada en el presente proyecto de investigacion fue la toma de hisopado rectal y

sanguinea para la posterior realizacion de la prueba de qPCR.
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8.5 Recoleccion de la historia clinica y muestras de pacientes

Para la obtencion de los datos de la historia clinica y las muestras de los pacientes que
presentaron sintomatologia sugerente a la enfermedad de Distemper y Parvovirus canino, se
contd con el apoyo de varias clinicas veterinarias ubicadas en la ciudad de Latacunga. La
historia clinica se obtuvo entrevistando al propietario de cada paciente, ademas de la valoracion
hecha por un Médico Veterinario. La historia clinica que se elabor6 de cada paciente
comprendio los siguientes datos: nombre, sexo, raza, edad, peso, frecuencia respiratoria,
frecuencia cardiaca, tiempo de llenado capilar, Temperatura y si fue vacunado de Distemper y

Parvovirus canino.

8.6. Instrucciones para la toma de muestra para la deteccion de Parvovirus canino por
qPCR

e Se recolect6 la muestra de heces caninas utilizando el hisopo suministrado en el kit.

e Se insertd el hisopo en el tubo que contiene 600 pL de buffer de conservacion de

muestra.

e Se corto el restante del hisopo y se cerré el tubo con la muestra disuelta.

e Conserve en refrigeracion de 2 a 8°C hasta él envio.

e Envié las muestras.
8.7 Instrucciones para la toma de muestra para la deteccion de Distemper canino por
qPCR

e Se rasuro el pelo para lograr una mejor visualizacion de la vena.

e Luego se desinfecto la zona con alcohol para identificar mejor la vena y eliminar la

contaminacién macroscopica de la piel y el pelo.

e Se realiz6 un torniquete para obtener una mayor visibilidad de la vena.

e Se realizo la puncidn para extraer la sangre aproximadamente 3 ml de sangre.

ey se coloco en un tuvo con solucion EDTA para evitar su coagulacion.

e Conserve en refrigeracion de 2 a 8°C hasta él envio.

e Envio de las muestras.
8.8 qPCR.
La técnica de qPCR implementada, se validé en los laboratorios Life Science Initiative e
Inmunolab donde, se evalué en muestras sanguineas y de heces de perros con sintomatologia
compatible con Distemper y Parvovirus canino recogido en diferentes centros veterinarios de
Latacunga ha sido previamente confirmado mediante pruebas de kits rapidos. Las muestras de

heces y sanguineas fueron recolectadas y transportadas en hielo y una vez en el laboratorio
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realizaron su respetivo andlisis. La presencia de CPV y CDV se detect6 utilizando los Primers

(cebadores) disenados en el software de disefio Geneious Prime.

8.9 Para la extraccion de material genético de ADN O ARN de Parvovirus canino (CPV)
y Distemper canino (CDV)
Figura 3. Las muestras fueron transportadas en el buffer DNA/RNA Shield hasta el laboratorio.

Figura 4. Posteriormente, se tomd 200ul de cada muestra y se mezcld con 400ul de Viral RNA Buffer que forma
parte del kit.
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Figura 5.Para transferir la mezcla a una columna
de silicio.

Fuente: VetNAAT

Figura 6. Se realizaron dos lavados con Viral
Wash Buffer.

Fuente: VetNAAT

Figura 7. Centrifugar por 2 minutos a 12000rpm.

Fuente: VetNAAT
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Figura 8. Por ultimo, se afiadi6 etanol (96%) a la
columna para remover el buffer de lavado.

Fuente: VetNAAT

Figura 9. Se transfirié la columna de extracciéon a un
tubo Eppendorf para mesclar el material genético con
agua libre de nucleasas.

Fuente: VetNAAT

Figura 10. Amplificacion e interpretacion de los
resultados.

k@f‘l P

Fuente: VetNAAT
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8.10 Para la preparacion de una reaccion de 15ulL de qPCR para detectar Parvovirus

canino (CPYV) se utilizaron los siguientes reactivos:

e 7,5 L de Master mix gScript XL T 1-step.
e 1 pL de Eva Green.

e 0,5 pL de cada primer (Forward y Reverse)
e 3 pL de templado.

e 2,5 L de agua libre de nucleasas.

8.11 Para la preparacion de una reaccion de 16ul. de qPCR para detectar Distemper

canino (CDYV) se utilizaron los siguientes reactivos:

e 7,5 L de Master mix gScript XL T 1-step.
e 1 pL de Eva Green.

e 1 pL de cada primer (Forward y Reverse)
e 3L detemplado.

e 2,5 L de agua libre de nucleasas.

8.12 Las condiciones de ciclos térmicos para la amplificacion en el caso de Parvovirus

canino (CPV) y Distemper canino (CDV) fueron:

e De 1 ciclo durante 10 min a 95°C, 40 ciclos de 30 sa 94°C, 30sa55°Cy 30sa72°C, 1
ciclo de 1ma 72°C,30 s a 65°C, y 30 s de 85°C. En cada analisis se incluyeron controles

positivo, negativo e interno.

e Las condiciones de ciclos térmicos para la amplificacion fueron de 1 ciclo durante 30
min a 50°C, 1 ciclo de 10 min a 95 °C, 40 ciclos de 30 s a 95°C, 1 m a 60°C y 30 s a
72°C, 1 ciclo de 1m a 95°C, 30 s a 65°C, y 30 s de 88°C. En cada analisis se incluyeron

controles positivo, negativo e interno.



8.13 Materiales

8.13.1 Equipo de laboratorio

Termociclador (Mx3000P)
Centrifugas

Cémara de flujo

Vortex

Estetoscopio

Termdmetro

8.13.2 Materiales de laboratorio

Guantes

Alcohol

Mascarilla

Mandil

Algodon

Hisopos estériles

Tubos al vacio para toma de muestras (vacutainer)
Micropipetas

Columnas de silicio
Tubos de Eppendorf
Tubo y tapas de Opticos
Muestras de CPV y CDV

8.13.3 Reactivos

Primer/cebadores
Mater Mix (Eva Green)
Agua libre de nucleasas

Templado

8.13.4 Material de oficina

Hoja de registro
Laptop
Libreta de notas
Esfero

Céamara fotogréfico

22
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9. ANALISIS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS
La parvovirosis canina se caracteriza por presentar principalmente un cuadro gastroentérico en
cachorros, pudiendo llegar a causar la muerte y el moquillo es una enfermedad virica
multisistémica grave, de distribucién mundial, altamente contagiosa, que ataca a los perros, asi

como a muchas otras especies del orden Carnivora.

Lo anterior, hace necesario disponer de una técnica de diagnostica precisa, no solo para
restablecer un tratamiento conveniente en aquellos caninos que se han enfermado, sino que
también para evitar la propagacion de la enfermedad, y la muerte de los pacientes caninos.
Actualmente, en las clinicas veterinarias de Latacunga es usual el diagnostico de las
enfermedades Parvovirus canino (CPV) y Distemper canino (CDV) en base a los signos
clinicos, condiciones de animal y a través de kits rapidos, debido a su bajo costo y su rapidez

con que entrega el resultado y su sencilla aplicacion. (35)

Sin embargo, este diagnostico no es definitivo para su determinacion, ya que al ser una técnica

que depende de la unidn antigeno-anticuerpo. (36)

Entre los métodos de diagndstico moleculares, la gqPCR se presenta como una mejor alternativa
de eleccion por su alta sensibilidad y alta especificidad, de modo que permite establecer un
tratamiento rapido y selectivo para cada paciente, respecto de métodos tradicionales que se

utilizan en clinicas como por ejemplo a través de kits rapidos.

A pesar de que la qPCR tiene ventajas sobre los kits rapidos, como, por ejemplo: tiene un
diagnostico mas seguro, pero una de la desventaja es que requiere de equipos mas costosos, de

reactivos mas especializados y lleva mas tiempo.

Consecuentemente, se evalu6 con los kits rapidos 30 muestras de heces y sanguineas de perros
con sintomatologia compatible con Parvovirus y Distemper canino recolectadas en distintas
clinicas veterinarias de la ciudad de Latacunga cuyo diagnostico fue confirmado previamente

mediante la técnica qPCR.
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Grafico 1.Representacion de los resultados tanto positivos como negativos de Parvovirus (CPV) y Distemper
canino (CDV) de los kits rapidos.
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Grifico 2. Representacion de los resultados tanto positivos como negativos de Parvovirus (CPV) y Distemper
canino (CDV) de qPCR.
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Al interpretar el grafico 1 y 2 se observan un total de 24 caninos muestreados de Parvovirus
canino de los cuales 20 muestras resultaron positivas a qPCR, correspondiente a 83% y 4
muestras negativas al qPCR lo que corresponde al 17%, en el caso de moquillo 2 muestras
resultaron positivas con un 33% y no diagnosticadas con un 66,67 % con Distemper hubo
problemas con el proceso de estandarizacion fue bastante largo hubo muchos problemas de
amplificacion y de contaminacion y almacenada inadecuadamente, pero de las 6 muestras

positivas de Distemper diagnosticadas por kits rapidos 2 dieron resultados positivos a qPCR.

Al comparar los resultados obtenidos en el presente trabajo, se encontraron que 5 muestras de
parvovirus diagnosticada por kits rapidos de resultados negativos dieron positivas a qPCR, por
otro lado 4 muestras de Parvovirus positivas por kits rapidos dieron resultados negativos a
qPCR esto comprueba que es una técnica altamente sensible y de alta especificidad para la

deteccion del virus, a diferencia de los kits rapidos.

Esto nos indica que la existencia de caninos negativos a la prueba que serian tratados bajo las
mismas condiciones para la enfermedad, pudiendo repercutir en el pronostico y tratamiento de
los animales enfermos. Por tanto, es recomendable utilizar una técnica complementaria al

diagnostico dado por el médico tratante. (36)

Una posible explicacion del resultado es que los kits rapidos necesitan de una alta concentracion
de antigeno viral que se requiere para producir una banda visible en el dispositivo de reaccion.
Otros factores como la presencia de agua, sangre u otros fluidos en la muestra, y la humedad
ambiental, a la que es altamente sensible la membrana de nitrocelulosa que posee el dispositivo,

pueden afectar la migracion del complejo antigeno anticuerpo. (35)

Adicionalmente, la interpretacion del resultado también depende de la habilidad del operador
para detectar el cambio de color en el dispositivo de reaccion. La presencia de anticuerpos en
el lumen intestinal también disminuiria la cantidad de particulas virales disponibles en la

muestra de deposiciones para realizar los kits rapidos. (37)

El problema de los test rapidos es que su sensibilidad suele ser menor que los métodos
moleculares de deteccion del virus. Han realizado varios estudios que comparan los test
inmunocromatograficos con los métodos moleculares, en algunos estudios la sensibilidad de

los test no supera el 50 % comparadndolo con las técnicas moleculares, mientras que la
especificidad fue 100%. (38)
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La sensibilidad tan baja generalmente suele estar relacionada con la baja excrecion de virus en
heces en estadios tardios de la infeccion y/o la presencia de altos niveles de anticuerpos frente

a CPV presentes en la pared del intestino, que secuestran las particulas viricas y no se diseminan
en heces. (39)

Los kits rapidos son el método de diagnostico a campo mas rapido y comun usado en la practica
ya que el procedimiento es simple y rapido y puede ser llevado a cabo por veterinarios, asi como
los duefios de los animales para obtener un diagnostico inmediato de CPV. Sin embargo, se
necesitan grandes cargas de antigeno viral para producir claramente una banda visible y la
interpretacion del resultado puede ser afectada por la subjetividad del operador. Esto es muy

comun cuando la carga de virus es baja. (40)

Figura 11. Interpretacion de resultados de Kits Rapidos.

Fuente: Directa.

La gPCR es efectiva en la deteccion de (CVP-CDV) y si bien su realizacion tiene un costo
mayor en equipos, reactivos y personal, su sensibilidad y especificidad supera ampliamente a

los kits rapidos utilizados en forma frecuente en las clinicas veterinarias. (35)

De hecho, la PCR se convierte en un importante método moderno de diagnostico. En la
actualidad, el método estandar para diagnosticar la presencia de patdgenos virales en muestras
clinicas se basa en el cultivo y otras técnicas que consumen mucho tiempo y son engorrosas.

Sin embargo, se estd investigando activamente el uso de nuevos métodos moleculares como la
qPCR. (41)

El PCR es una técnica altamente sensible para la deteccion del virus, debido a que requiere poca

cantidad de ADN y ARN para lograrla amplificacion. (42)
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9.1.1 La situacion de la vacunacion frente a CPVy la CDV
Se registraron todos los datos de la resefia y anamnesis de los caninos que asistieron a la consulta

en las clinicas veterinarias, a partir de los cuales se obtuvieron los factores de riesgo

relacionados con la vacunacion y los signos clinicos.

En cuanto a la sanidad de los animales muestreados, eran de 5 caninos vacunados contra la
Parvovirosis canina y no vacunados eran 19 mientras que en Distemper 1 era vacunado y 5 eran
de animales no vacunados. No se puede argumentar respecto de la eficiencia de las vacunas, ya
que la informacion sobre la vacunacion del animal puede ser similar, al igual que la

circunstancia de la vacuna a la hora de la inyeccion en el animal.

Tabla 1. Representacion de los resultados del estado de vacunacion.

N.° Percentage (%)
Caninos vacunados 5 16.67
CPV
Caninos no 19 63,33
\vacunados CPV
Caninos vacunados 1 3,33
CDV
Caninos no 5 16,67
\vacunados CDV
Total 30 100,00

Fuente: VetNAAT

Los duefios mostraron certificados de vacunacion contra el CPV y CDV vigente o que
mencionaron que habian sido vacunados, encontrandose que aquellos caninos que no fueron
vacunados tuvieron un mayor numero de manifestacion. Sin embargo, caninos que se
encontraban vacunados también presentaron la enfermedad, demostrando asi que, incluso los

cachorros fueron vacunados son susceptibles de padecer la enfermedad.

El elevado nimero de infeccion es secuela de que no existe responsabilidad precisa por parte
de los duefios de las mascotas, en saber emplear un calendario de vacunacion y asi evita que la

mascota sufra la enfermedad y a su vez tenga altos gastos en el tratamiento hospitalario.

De acuerdo a la literatura esta falla en la vacunacion puede deberse a varias causas, entre ellas

la afeccion por una variable antigénica mas patdgena, o por una inmunizacion durante el periodo

critico. (43)

Sin embargo, para una proteccion completa y para evitar fallas de la vacuna es importante
adherirse estrictamente a los protocolos de vacunacioén recomendados, con un enfoque especial

en el esquema, el almacenamiento y la administracion; la educacién del propietario es
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importante en relacion con la vulnerabilidad de un cachorro y el limite de su exposicion a otros

perros durante este tiempo. (19)

El propio animal que incluyen en su respuesta vacunal, como su estado sanitario y la presencia
de anticuerpos maternales. Los anticuerpos maternales pueden interferir en la respuesta inmune

frente a la vacunacion, por lo que los protocolos vacunales en cachorros han sido muy

discutidos. (44)

No es confiable vacunar a nuestras mascotas con una sola dosis, es necesario un plan preventivo
de vacunas y los refuerzos, para garantizar la proteccion inmunologica contra el virus, ahora

hay alta confusion por parte de los propietarios de las mascotas, en cuanto a la vacunacion. (2)

Grifico 3. Presentacion de los resultados de signos clinicos de Parvovirus (CPV) y Distemper canino (CDV).
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Fuente: Directa.

En cuanto a la anamnesis de los caninos positivos a CPV y CDYV, trabajando con 30 caninos en
la investigacion, presentaron la sintomatologia dentro de este grupo de animales, el 65,52%
presentaron solo vomitos; el 75,86% presentaron diarrea; el 20,69% presentaron diarrea
sanguinolenta severa; el 41,38% presentaron dolor abdominal, el 55,17% presento fiebre; el

37,93% presentaron pérdida de apetito y el 13.79% presentaron deshidratacion.

Nuestros datos indican que de acuerdo a los signos clinicos que principalmente se estan
utilizando para emitir un diagnostico de PVC y CDV aproximadamente uno de cada dos
pacientes positivos fue errdbneamente diagnosticado, generando con esto que el control de la
enfermedad sea mas complicado debido a que no se toman las medidas sanitarias para estos

pacientes falsos negativos.
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Se observd que todos los caninos presentaron diarrea con la presencia del virus, dado que en
todos los perros con CPV y CDV que presentaron el signo clinico y en ninglin canino sin diarrea
se encontro el virus, indicando que el sintoma diarreico estd presente en todos los animales

infectados.

Estos resultados tienen relacion en el sentido de que los signos no se presentan de modo
simultanea, y mas bien ello depende inicialmente del tiempo del virus, debiendo tener en cuenta
que los animales se presentaron para la recoleccion de la muestra en tiempos distintos
comenzando en que adquirieron el virus, y por otro lado asimismo depende de la dificultad de

la infeccidn, siendo un agente poderoso el tipo de cepa con la cual se encuentren infectados.

Un estudio realizado analizé los sintomas clinicos en 40 casos en los que se confirm¢é la
presencia de parvovirus como la causa de la enfermedad y encontr6 que el 100% de los perros
incluidos en el estudio tenian diarrea; pero solo el 55% de ellos tenia sangre en las heces; El
85% tenia vomitos, el 48% tenia sintomas de presion y el 48% tenia anorexia; Se detecto fiebre

en el 45% de los casos y el 43% del total de casos examinados estaban deshidratados. (45)

Puede concluirse que, al menos en la ciudad de Latacunga, la presencia de diarrea, vomito,

pérdida de apetito, y fiebre son observados en forma conjunta en mas de los casos.

Tabla 2. Prevalencia de acuerdo a la edad.

Edad (meses) Casos Percentage (%)
0-6 26 86,67
6-12 2 6,67
<12 2 6,67
Total 30 100

Fuente: Directa
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Grifico 4. Casos positivos y porcentaje de Parvovirus (CPV) y Distemper canino (CDV) de acuerdo a la edad en
los animales investigados.
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Fuente: Directa.

Al interpretar el grafico 4 se concluye, que en pacientes diagnosticados de 0 — 6 meses es del
86,67% mientras que en la edad de 6 — 12 meses es del 6,67% y en la de >12 meses es del
6,67%. Estos resultados concuerdan con la literatura investigada la cual indica que los cachorros
de entre 0 a 6 meses son los mas susceptibles a contraer la enfermedad debido a la pérdida de
la inmunidad materna y debido a la patogenia del virus que infecta mayormente células en
division.

La mayor incidencia de CPV por debajo de 6 meses podria deberse a la afinidad del virus por

células de criptas intestinales que se multiplican rapidamente en crias de destete con mayor

indice mitotico debido a cambios en la flora bacteriana y en la dieta debido al destete. (46)

La disminucién del nivel de anticuerpos maternos después de los 3 meses de edad podria ser
uno de los factores predisponentes, que hacen que el grupo de edad de 3 a 6 meses sea mas
propenso al CPV y que a medida que avanzan en edad se vuelven propensos a la infeccion en

areas endémicas debido a la disminucion en titulos protectores. (46)

La prevalencia en la edad de mas de 6 meses podria deberse a la edad inadecuada o el momento
de la vacunacion, sin refuerzo de los animales y el mantenimiento inadecuado de la cadena de

frio para el almacenamiento de las vacunas (46)
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Grifico 5. Diagnoéstico de Parvovirus (CPV) y Distemper canino (CDV) canino de acuerdo a la raza.
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Fuente: Directa.

Segln la figura 5 la raza con mayor prevalencia de parvovirus canino es la Mestiza con 17 casos
positivos correspondiente al 56,67 %. La superior prevalencia para la raza mestiza puede
deberse a que no existe consideracion suficiente por parte de los propietarios para conducir un
plan de vacunacion y desparasitacion apropiado completo para sus mascotas y a la falsa fe de

que esta raza es inmune ante cualquier enfermedad.

De acuerdo a varios estudios realizados hasta la actualidad, todas las razas son susceptibles a la
enfermedad, a pesar de ello la literatura menciona que existen ciertas razas con mayor riesgo
de enteritis por CPV, entre ellas tenemos: Rottweilers, Doberman Pinscher, Pitbull American,
Terrier y Pastor Aleman. Aunque se describe que los mestizos son menos susceptibles a
padecerla que las razas puras, y a pesar de que en este caso se observe todo lo contrario, no
significa que los mismos tengan mayor riesgo de contraer la enfermedad, sino que esta

relacionado con que esta raza acude con mayor frecuencia a un centro veterinario. (47)

Tabla 3. Comparacion de costos de los kits rapidos vs costos de qPCR.

El costo de los kits El costo en las El costo de la qPCR  |[El costo de la gPCR
comercialmente clinicas veterinarias |para CPV para CDV
$ 10,00 $ 20,00 $ 20,00 $ 25,00

Fuente: VetNAAT.
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Nuestros resultados nos indican que tanto los costos de las pruebas de kits rapidas en parvovirus
en las clinicas veterinarias tienen parcialmente el mismo costo que la prueba molecular gPCR
que por lo que realizar una prueba de gran sensibilidad y especificidad alta precision y exactitud,
podemos realizar un tratamiento breve salvaguardando a nuestras mascotas y aumentando la
satisfaccion del cliente y asi teniendo un diagndstico mas preciso sin tener falsos positivos o
negativos como son los kits rapidos y esto se debe a que el paciente, en ese momento no esta

eliminando por las heces el virus.

El precio de la CDV tiene un costo mayor en la prueba qPCR, en comparacion con kits rapidos
que tiene menor precio lo cual son usado en la mayor parte en las clinicas veterinarias para
obtener un diagndstico inmediato, sin embargo, es que su sensibilidad suele ser menor que los
métodos moleculares de deteccion del virus por lo que costear examenes complementarios seria
muy afable para su mascota tener un diagndstico temprano que sean muy especificas sensibles,
y mas que todo fiables. El costo de los kits rdpidos comerciales sin duda tiene una gran

diferencia sin duda es una gran ventaja en comparacion con los otros costos.

10. IMPACTOS (TECNICOS, SOCIALES, AMBIENTALES O ECONOMICOS

10. 1 Impacto técnico
Levantamiento de informacion relevante con respeto a los pacientes de las clinicas veterinarias

de la ciudad de Latacunga.

10.2 Impacto social
Mejorar la calidad de vida de las mascotas de la ciudad que a su vez influye en el estado de

bienestar de las personas.

10.3 Impacto econémico

Reducir los costos de tratamientos a través de un diagndstico mas preciso
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11. CONCLUSIONES

La técnica de gPCR para la deteccion de CDV Y CPV fue implementada de forma
exitosa siendo esta capaz de detectar y cuantificar ADN Y ARN viral en materia fecal
y sanguinea de los animales infectados, en la cual se diagnosticaron 30 casos siendo 24
muestras de parvovirus y 6 de Distemper donde se determind que 5 muestras de
parvovirus diagnosticada por Kits rapidos de resultados negativos dieron positivas a
gPCR , por otro lado 4 muestras de parvovirus positivas por kits rapidos dieron
resultados negativos a qPCR demostrando asi que esta prueba tiene una alta sensibilidad
y especificidad en comparacion con los kits rapidos que necesitan grandes cargas de
antigeno viral para producir claramente una banda visible y la interpretacion del
resultado.

Esta investigacion demostré que la falta de vacunacién puede considerarse como
sintomas y factores de riesgo importantes de la infeccion por parvovirus y Distemper
canino, también se determind que, al menos en la ciudad de Latacunga, la presencia de
diarrea, vomito, pérdida de apetito, y fiebre son observados en forma conjunta en mas
de los casos, que los cachorros de entre 0 a 6 meses son los mas susceptibles a contraer
la enfermedad debido a la pérdida de la inmunidad materna y que la raza mestiza fue la
mas afectada puede deberse a que no existe consideracién suficiente por parte de los
propietarios para conducir un plan de vacunacion.

El diagnostico es un periodo critico en el manejo de los pacientes, que implica
decisiones médicas que establecera el progreso del cuidado del paciente de esta forma
es imprescindible implementar y costear exdmenes complementarios del Distemper y
Parvovirus canino a través con la metodologia gPCR en la ciudad de Latacunga que nos
ayuden como Medicos Veterinarios a poder obtener resultados precisos para asi poder

dar un diagnostico final y nos ayude a dar el mejor tratamiento para nuestros pacientes.
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12. RECOMENDACIONES

e Debido a que la CPV y CDV en caninos son muy importantes en las urgencias
veterinarias, deben diagnosticarse y tratarse lo mas rapido posible utilizando pruebas de
diagnostico méas precisas para realizar un tratamiento urgente salvaguardando a los
pacientes caninos y aumentando la satisfaccion del cliente

e Al ser el Parvovirus y el Distemper canino una de las enfermedades de alta mortalidad
se recomienda a los duefios de sus mascotas la visita al Médico Veterinario para que sus
mascotas reciban un adecuado plan de vacunacién.

e Para la ejecucion de este proyecto se tuvo presente tener en cuenta el bienestar a los
animales y proceder con ética.

e Se empleo los medios de sujecion adecuados para no ocasionar estrés ni desconfianza
en los animales.

e Para la recoleccion de heces y la extraccion de sangre se procedio de un modo rapido y

adecuadamente.
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Anexo 4. Historia clinica de Parvovirus y Distemper canino.

1D Clinica Nombr | Sexo Raza Edad Peso Vacu Vacu |FC FR TLL | Temperatura | Anamnesis CPV Ag | CDV qPCR qPCR
e (meses) | (kg) ma na C Ag PV DV
CPV CDV
Vioo1 MEDIVET Titan macho A Bully S 14.2 | si no 125 23 3|38 dolor abdominal, diarrea, negativo negativo | Positivo
vamito y sin apetito
Vooz MEDIVET Morita hembra Pitbull a 13 | no no 128 25 3|39 womito, diarrea y sin apetito positivo negativo | Positivo
V003 MEDIVET Mechas | hembra mestizo [ E| no no 124 24 1374 Dolor abdominal, diarrea, negativo negativo | Positivo
secrecion nasal.
Vo4 ZOOCAT Luna hembra mestiro 5 6.10 | no no 119 24 2| 381 deshidratacion, falta de apetito, positiva negativo | negativo
vamito
Voos Z00CAT Mapole | macho mestizo S 6.22 | no no 116 23 2]375 vamito, deshidratacion, faltade | positivo negativo | Negativo
én apetito
Va6 Hospital Harri macho french 2 054 | na no 120 26 3]|33s5 Diarrea con sangre, pérdida de positiva negativo | Positivo
Veterinario toy apetito, deshidratacidn
Planeta vida
Va7 DOCTORVET | Chobita | macho mestiro 3 25| no no 125 22 3|37 Diarrea con sangre, pérdida de negativo negativo | Positivo
s apetito y vomito
vos DOCTORVET | MNena hembra | pitbull 4 5.12 | no ne 126 24 2| 39s dolor abdominal, pérdida de positive negativo | Positive
apetito, fiebre, diarrea
Vo9 Mi Mascota Lucero hembra mestizo 3 2.2 | si si 123 25 2)|394 dolor abdominal, pérdida de positivo positive | Negativo Positivo
apetito, fiebre.
va10 Hoaspital Maxi macho mestizo 2z 0.85 | si H 140 27 3]|39.2 dolor abdominal sin apetito y pasitiva negativo | Negativo
Veterinario deshidratado, fiebre
Paneta vida
Vo111 Mi Masenta MNena hembra mestira 7 7.27 | na no 111 22 2| 37.7 diarrea, vornito, pérdida de positiva negativo | Positive
apetito, dolor abdominal
V12 Mi Mascota Bebe hembra | caniche 4 4 | no no 116 25 3375 vomito, diarrea con sangre, positiva negativo | Positive
dolor abdominal, pérdida de
apetito
Vio13 DOCTORVET Luna hembra mestiro 5 412 | no no 125 24 2|388 diarrea sanguinolenta severa, positivo negativo | Positivo
falta de apetito
Vio14 Hospital Lukey macho mestizo 3 312 | no no 126 25 31392 diarrea, vimito, deshidratacidn, | positivo negativo | Positivo
Veterinario pérdida de apetito
Planeta vida
V015 | Hospital Pelar macho mestizo 3 185 | si no 134 27 33 diarrea, vomito, pérdida de negativo | negativo | Positivo
Veterinario apetito, dolor abdominal,
Faneta vida deshidratado.
Vioie DOCTORVET MNegro macho mestizo 3 4.5 | no no 124 24 2|394 diarrea con sangre, dolor pasitiva negative | Positive
abdominal, diarrea
sanguinolenta severa,
deshidratado, perdida te
apetito.
V017 | ZOOCAT Luna hembra | french 3 4.6 | no no 126 25 3|393 vomito, decaimiento, positivo negativo | Positivo
toy de<hidratacidn, diarrea
Languinolénts Levera, pérdida
de apetito, dolor abdominal.
VO1E Planeta vida Jeyko macho pug a 26.2 | no no 124 23 2| 385 wamito y diarrea y sin apetito negativo negativo | Positivo
carlino
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V019 | Mi Mascota Zeus macho mestizo 3 45 | no no 126 27 2|387 vomito y diarrea negativo | positive Positivo
V020 | Mi Mascota Sara hembra | mestizo 4 3.24 | no no 128 25 31]396 vomito y diarrea y sin apétito positivo | negativo | Positivo
V021 | Mi Mascota rered macho | mestizo 2 2| no no 125 23 2384 vomito y diarrea positivo negativo | Positivo
V022 | DOCTORVET morcilla | hembra | french 2 15| no no 128 29 3|395 diarrea con sangre, vomito, positivo negativo | Positivo
toy deshidratacion, letargo y
pérdida de apetito
V023 | Mi Mascota peluchi | hembra | french 6 345|no no 128 28 3(394 vomito, diarrea sanguinolenta positivo negativo | Positivo
n toy
V024 | DOCTORVET Max mache | french 6 542 | no no 125 25 2]391 vomito, diarrea, deshidratadoy | positive | negativo | Positivo
toy Sin apetito
V025 | Planetavida Lucas macho | french 4 4.25 | no no 128 23 31139 diarrea y vmito positivo negativo | positivo

Loy
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Anexo 4. Reportes de los resultados de Parvovirus canino y Distemper canino

Diagnostico de Parvovirus Canino (CPV-qPCR)

Fecha de toma de muestra: 10/05/2021

Fecha de reporte: 08/06/2021
Propietario: -

Institucion: MEDIVET.
Paciente: Titan.

Edad: 5 meses.

Raza: American Bully.

Muestra: Hisopado rectal.

o CDITtI’0|QOSItWO .

Fluorescence (aF)
s & £ &

Codigo: CPV-1001

Resultado: Positivo

L

MVZ. Gabriel Molina Cuasapaz MSc.
Coordinador de Diagnostico Veterinario
+593 998587787

Biol. David Ortega Paredes MSc. PhD.

Coordinador de Diagnostico Molecular Veterinario Médico-director

00 feen
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1000 1 T URURRRE SR, AP W c— SN
Control positivo .

Dr. Galo Leoro Monroy

02 2239379



45

| VetNAAT

W Veterinary Nucleic Acids Amplification Testing

Diagnodstico de Parvovirus Canino (CPV-qPCR)

Cédigo: CPV-1002
Fecha de toma de muestra: 10/05/2021

Fecha de reporte:08/06/2021 Resultado: Positivo
Propietario: -

Institucion: MEDIVET

Paciente: Morita.

Edad: 4 meses.

Raza: Pitbull.

Muestra: Hisopado rectal.

: | Control positivo |

1

Fluoresoence (4%

g
[
&
E
i

MVZ. Gabriel Molina Cuasapaz MSc. Biol. David Ortega Paredes MSc. PhD. Dr. Galo Leoro Monroy
Coordinador de Diagndstico Veterinario Coordinador de Diagnéstico Molecular Veterinario Médico-Director
+593 998587787 +593 995836635 02 2 239379
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Diagnostico de Parvovirus Canino (CPV-qPCR)

Cédigo: CPV-1003
Fecha de toma de muestra: 10/05/2021

Fecha de reporte: 08/06/2021 Resultado: Positivo
Propietario: -

Institucion: MEDIVET.

Paciente: Mechas.

Edad: 6 meses.

Raza: Mestizo.

Muestra: Hisopado rectal.

| Muestra

Control positiva |

MVZ. Gabriel Molina Cuasapaz MSc. Biol. David Ortega Paredes MSc. PhD. Dr. Galo Leoro Monroy
Coordinador de Diagnéstico Veterinario Coordinador de Diagnéstico Molecular Veterinario Médico-Director
+593 998587787 +593 995836635 02 2 239379
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Diagnostico de Parvovirus Canino (CPV-qPCR)

Cédigo: CPV-1004
Fecha de toma de muestra: 10/05/2021

Fecha de reporte: 08/06/2021 Resultado: Negativo
Propietario: -

Institucion: ZOOCAT.

Paciente: Luna.

Edad: 5 meses.

Raza: Mestizo.

Muestra: Hisopado rectal.

E 2

MVZ. Gabriel Molina Cuasapaz MSc. Biol. David Ortega Paredes MSc. PhD. Dr. Galo Leoro Monroy
Coordinador de Diagnostico Veterinario Coordinador de Diagnostico Molecular Veterinario Médico-Director
+593 998587787 +593 995836635 02 2 239379
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Diagnostico de Parvovirus Canino (CPV-qPCR)

Cddigo: CPV-1005
Fecha de toma de muestra: 10/05/2021

Fecha de reporte: 15/05/2021 Resultado: Positivo
Propietario: -

Institucion: Clinica Veterinaria “ZOOCAT".

Paciente: Napoledn.

Edad: 5 meses.

Raza: Mestizo.

Muestra: Hisopado rectal.

Control positivo

Control positivo

Muestra Control interno

Florescance (dR)

Flurescence (7' (T

Control negativo

M1 MW D 2 M NN N R W NN
Cyoms

Control negative

2 . L] .

MVZ. Gabriel Molina Cuasapaz MSc. Biol. David Ortega Paredes MSc. PhD. Dr. Galo Leoro Monroy
Coordinador de Diagndstico Veterinario Coordinador de Diagndstico Molecular Veterinario Médico-Director
+593 998587787 +593 995836635 02 2 239379
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Diagnostico de Parvovirus Canino (CPV-qPCR)

Cédigo: CPV-1006
Fecha de toma de muestra: 11/05/2021
Fecha de reporte: 08/06/2021 Resultado: Positivo
Propietario: -
Institucion: Hospital Veterinario “Planeta Vida”.
Paciente: Harri.
Edad: 2 meses.
Raza: French Toy.
Muestra: Hisopado rectal.

*

% | Control positivo

- 2 + ] ]
i E i ; .
1 3 3 3
] ol
1 eyt : :
W A = CEPPCN CMM
Lo H ] ] ]

¥ : : Control negativo

Yot [

MVZ. Gabriel Molina Cuasapaz MSc. Biol. David Ortega Paredes MSc. PhD. Dr. Galo Leoro Monroy
Coordinador de Diagndstico Veterinario Coordinador de Diagnéstico Molecular Veterinario Médico-Director
+593 998587787 +593 995836635 02 2 239379
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Diagnostico de Parvovirus Canino (CPV-qPCR)

Cédigo: CPV-1007
Fecha de toma de muestra: 18/05/2021

Fecha de reporte: 08/06/2021 Resultado: Positivo
Propietario: -

Institucion: DOCTORVET.

Paciente: Chobitas.

Edad: 3 meses.

Raza: Mestizo.

Muestra: Hisopado rectal.

Fluorescence (dR)

2 “ ] L] 0 2 14 "» 1" 2 2 M 2» n n2 1
Cycies. L] L b i T4 ™ 7 0 a2 84|
NN e

MVZ. Gabriel Molina Cuasapaz MSc. Biol. David Ortega Paredes MSc. PhD. Dr. Galo Leoro Monroy
Coordinador de Diagndstico Veterinario Coordinador de Diagnéstico Molecular Veterinario Médico-Director
+593 998587787 +593 995836635 022239379
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Diagnostico de Parvovirus Canino (CPV-qPCR)

Cédigo: CPV-1008
Fecha de toma de muestra: 20/05/2021
Fecha de reporte: 08/06/2021 Resultado: Positivo
Propietario: -
Institucion: DOCTORVET.
Paciente: Nena.
Edad: -
Raza: Pitbull.
Muestra: Hisopado rectal.

© | Control positivo e ]

IO OO WO OO S .
AT i B B
) i* : 7 .
: : ’ i é :

A Control negativo

.| Control negativo

T ¥ E T S R EEEEEeE R

MVZ. Gabriel Molina Cuasapaz MSc. Biol. David Ortega Paredes MSc. PhD. Dr. Galo Leoro Monroy
Coordinador de Diagndstico Veterinario Coordinador de Diagnéstico Molecular Veterinario Médico-Director
+593 998587787 +593 995836635 02 2 239379
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Diagnostico de Parvovirus Canino (CPV-qPCR)

Cédigo: CPV-1009
Fecha de toma de muestra: 20/05/2021
Fecha de reporte: 08/06/2021 Resultado: Negativo.
Propietario: -
Institucion: Clinica Veterinaria “"Mi Mascota”.
Paciente: Lucero.
Edad: 3 meses.
Raza: Mestizo.
Muestra: Hisopado rectal.

Control positivo

Muestra

(RRARARRRRRR

B

| Control negativo

:
L
il

MVZ. Gabriel Molina Cuasapaz MSc. Biol. David Ortega Paredes MSc. PhD. Dr. Galo Leoro Monroy
Coordinador de Diagndstico Veterinario Coordinador de Diagnéstico Molecular Veterinario Médico-Director
+593 998587787 +593 995836635 02 2 239379
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Diagnostico de Distemper Canino (CDV-qPCR)

Cédigo: CDV-1010
Fecha de toma de muestra: 20/05/2021

Fecha de reporte: 29/06/2021 Resultado: Positivo

Propietario: -

14
.

Institucion: Clinica Veterinaria “Mi Mascota
Paciente: Lucero.

Edad: 3 meses.

Raza: Mestizo.

Muestra: Plasma sanguineo.

. Control positivo

Fluoreacence (-R' (T}))

MVZ. Gabriel Molina Cuasapaz MSc. Biol. David Ortega Paredes MSc. PhD. Dr. Galo Leoro Monroy
Coordinador de Diagndstico Veterinario Coordinador de Diagnéstico Molecular Veterinario Médico-Director
+593 998587787 +593 995836635 02 2 239379
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Diagnostico de Parvovirus Canino (CPV-qPCR)

Cédigo: CPV-1010
Fecha de toma de muestra: 19/05/2021

Fecha de reporte: 08/06/2021 Resultado: Negativo
Propietario: -

Institucion: Hospital Veterinario “Planeta Vida”.

Paciente: Maxi.

Edad: 2 meses.

Raza: Mestizo.

Muestra: Hisopado rectal.

(AR ERERERERRN

g

Control negative
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Cyien
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MVZ. Gabriel Molina Cuasapaz MSc. Biol. David Ortega Paredes MSc. PhD. Dr. Galo Leoro Monroy
Coordinador de Diagndstico Veterinario Coordinador de Diagnéstico Molecular Veterinario Médico-Director
+593 998587787 +593 995836635 02 2 239379
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Diagnostico de Parvovirus Canino (CPV-qPCR)

Fecha de toma de muestra: 25/05/2021 Codigo: CPV-1011
Fecha de reporte: 08/06/2021 Resultado: Positivo
Propietario: -

Institucion: Clinica Veterinaria “Mi Mascota”.

Paciente: Nena.

Edad: 7 meses.

Raza: Mestizo.

Muestra: Hisopado rectal.

00 3 _ ..................
: : Contral positive

E H A L 3 2 Fooml hooHronaeronn onoreo
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MVZ. Gabriel Molina Cuasapaz MSc. Biol. David Ortega Paredes MSc. PhD. Dr. Galo Leoro Monroy
Coordinador de Diagndstico Veterinario Coordinador de Diagnéstico Molecular Veterinario Médico-Director

+593 998587787 +593 995836635 02 2 239379
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Diagnostico de Parvovirus Canino (CPV-qPCR)

Cédigo: CPV-1012
Fecha de toma de muestra: 24/05/2021

Fecha de reporte: 08/05/2021 Resultado: Positivo
Propietario: -
Institucion: Clinica Veterinaria “Mi Mascota”.

Paciente: Bebé.

Edad: 4 meses.
Raza: Caniche.
Muestra: Hisopado rectal.

\ Control positivo |
Muestra - : :

Control positiva

L]
i

T A

Control negativo

Control negativo g
g v =

MVZ. Gabriel Molina Cuasapaz MSc. Biol. David Ortega Paredes MSc. PhD. Dr. Galo Leoro Monroy
Coordinador de Diagndstico Veterinario Coordinador de Diagnéstico Molecular Veterinario Médico-Director
+593 998587787 +593 995836635 02 2 239379
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Diagnostico de Parvovirus Canino (CPV-qPCR)

Fecha de toma de muestra: 04/06/2021 Codigo: CPV-1013
Fecha de reporte: 08/06/2021 Resultado: Positivo
Propietario: -

Institucion: DOCTORVET.

Paciente: Luna.

Edad: 5 meses.

Raza: Mestizo.

Muestra: Hisopado rectal.

| Control positivo

==

: Control negativo

- = o = P - ™ = a2 ol

Tempearar: (CH

MVZ. Gabriel Molina Cuasapaz MSc. Biol. David Ortega Paredes MSc. PhD. Dr. Galo Leoro Monroy
Coordinador de Diagnéstico Veterinario Coordinador de Diagnéstico Molecular Veterinario Médico-Director
+593 998587787 +593 995836635 02 2 239379
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Diagnostico de Parvovirus Canino (CPV-qPCR)

Cdédigo: CPV-1014
Fecha de toma de muestra: 05/06/2021

Fecha de reporte: 08/06/2021 Resultado: Positivo
Propietario: -

Institucion: Hospital Veterinario “Planeta Vida”.

Paciente: Luky.

Edad: 3 meses.

Raza: Mestizo.

Muestra: Hisopado rectal.

L . . . 4| controlpositive |

Fluorescences (R (1))
-

MVZ. Gabriel Molina Cuasapaz MSc. Biol. David Ortega Paredes MSc. PhD. Dr. Galo Leoro Monroy
Coordinador de Diagndstico Veterinario Coordinador de Diagnéstico Molecular Veterinario Médico-Director
+593 998587787 +593 995836635 02 2 239379
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Diagnostico de Parvovirus Canino (CPV-qPCR)

Cédigo: CPV-1015
Fecha de toma de muestra: 09/06/2021

Fecha de reporte: 15/06/2021 Resultado: Positivo
Propietario: -

Institucion: Hospital veterinario “Planeta vida”

Paciente: Polar.

Edad: 3 meses.

Raza: Mestizo.

Muestra: Hisopado rectal.

g
8 A
g E
-
2 + L] L] L) 7 - ”n " 0 = ) » n 0 2 £ E 3 40|
Cyoies
MVZ. Gabriel Molina Cuasapaz MSc. Biol. David Ortega Paredes MSc. PhD. Dr. Galo Leoro Monroy
Coordinador de Diagndstico Veterinario Coordinador de Diagnéstico Molecular Veterinario Médico-Director

+593 998587787 +593 995836635 02 2239379
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Diagnostico de Parvovirus Canino (CPV-qPCR)

Cédigo: CPV-1016
Fecha de toma de muestra: 10/06/2021

Fecha de reporte: 15/06/2021 Resultado: Positivo
Propietario: -

Institucion: DOCTORVET.

Paciente: Negro.

Edad: 3 meses.

Raza: Mestizo.

Muestra: Hisopado rectal.

Control interno

Fluorescence (dR)

Control positivo - I
Control negativo

Fluorescence (R (T))
§ & &8 8 & . 3 ¥ 8 & 8 8 3

Control negativo
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MVZ. Gabriel Molina Cuasapaz MSc. Biol. David Ortega Paredes MSc. PhD. Dr. Galo Leoro Monroy
Coordinador de Diagndstico Veterinario Coordinador de Diagnéstico Molecular Veterinario Médico-Director
+593 998587787 +593 995836635 022239379
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Diagnostico de Parvovirus Canino (CPV-qPCR)

Cédigo: CPV-1017
Fecha de toma de muestra: 10/06/2021

Fecha de reporte: 15/06/2021 Resultado: Positivo
Propietario: -

Institucion: ZOOCAT.

Paciente: Luna.

Edad: 3 meses.

Raza: French Toy.

Muestra: Hisopado rectal.

&

Control positivo n - .
" 5 ;

Control interno
Control negativo

Control positivo

Control negativo
" b

MVZ. Gabriel Molina Cuasapaz MSc. Biol. David Ortega Paredes MSc. PhD. Dr. Galo Leoro Monroy
Coordinador de Diagndstico Veterinario Coordinador de Diagnéstico Molecular Veterinario Médico-Director
+593 998587787 +593 995836635 022239379
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Diagnostico de Parvovirus Canino (CPV-qPCR)

Cédigo: CPV-1018
Fecha de toma de muestra: 27/06/2021
Fecha de reporte: 30/06/2021 Resultado: Positivo
Propietario: -
Institucion: Hospital Veterinario “Planeta Vida”.
Paciente: Jeyko.
Edad: 9 meses.
Raza: Pug Carlino
Muestra: Hisopado rectal.

Centrol Positive
Control Positivo

Control interno

Control negativo

Contral interno

Fluoresosnos (R (1))

Control negativo

B0 12 W 18 18 XN 2 M ® 8 N B MU B W &
Cycles

MVZ. Gabriel Molina Cuasapaz MSc. Biol. David Ortega Paredes MSc. PhD. Dr. Galo Leoro Monroy
Coordinador de Diagndstico Veterinario Coordinador de Diagnéstico Molecular Veterinario Médico-Director
+593 998587787 +593 995836635 022239379
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Diagnodstico Distemper Canino (CDV-qPCR)

63

Codigo: CDV-1019

Fecha de toma de muestra: 27/06/2021

Fecha de reporte: 29/06/2021 Resultado: Positivo

Propietario: -

Institucion: Clinica Veterinaria “Mi Mascota”.

Paciente: Zeus.

Edad: 3 meses.

Raza: Mestizo.

Muestra: Plasma sanguineo.

MVZ. Gabriel Molina Cuasapaz MSc. Biol. David Ortega Paredes MSc. PhD. Dr. Galo Leoro Monroy

Fluorescence (-R' (T))

Control negativo £ : : i : |

2m
T T R TR R R R R
b
-] ] ™ ™ 8 80 B2 ] e B3
Tempersturs.

Coordinador de Diagndstico Veterinario Coordinador de Diagnéstico Molecular Veterinario Médico-Director
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Diagnostico de Parvovirus Canino (CPV-qPCR)

Cédigo: CPV-1020
Fecha de toma de muestra: 27/06/2021

Fecha de reporte: 30/06/2021 Resultado: Positivo
Propietario: -

Institucion: Clinica Veterinaria “"Mi Mascota”.

Paciente: Sara.

Edad: 4 meses.

Raza: Mestizo.

Muestra: Hisopado rectal.

Control positive
Control positivo
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Control
negativo
Control
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MVZ. Gabriel Molina Cuasapaz MSc. Biol. David Ortega Paredes MSc. PhD. Dr. Galo Leoro Monroy
Coordinador de Diagndstico Veterinario Coordinador de Diagnéstico Molecular Veterinario Médico-Director
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Diagnostico de Parvovirus Canino (CPV-qPCR)

Cédigo: CPV-1021
Fecha de toma de muestra: 27/06/2021

Fecha de reporte: 30/06/2021 Resultado: Negativo

Propietario: -

Institucion: Clinica Veterinaria “"Mi Mascota”.

Paciente: Zered.

Edad: 2 meses.

Raza: Mestizo.

Muestra: Hisopado rectal.

Observaciones: El contenido de la muestra llegd al laboratorio derramado en la funda, se

utilizd el sobrante del tubo para realizar la amplificacion, se recomienda repetir el muestreo

adecuadamente para confirmar el resultado.

Flucresasnce (-R* (1))

: B
- | control
—| negativo

Fluoresoence (dR)
H

Control
| negativo

MVZ. Gabriel Molina Cuasapaz MSc. Biol. David Ortega Paredes MSc. PhD. Dr. Galo Leoro Monroy
Coordinador de Diagnostico Veterinario Coordinador de Diagnostico Molecular Veterinario Médico-Director
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Diagnostico de Parvovirus Canino (CPV-qPCR)

Cédigo: CPV-1022
Fecha de toma de muestra: 28/06/2021
Fecha de reporte: 30/06/2021 Resultado: Positivo
Propietario: -
Institucion: DOCTORVET.
Paciente: Morcilla.
Edad: 2 meses.
Raza: French toy.

Muestra: Hisopado rectal.
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Coordinador de Diagnéstico Veterinario Coordinador de Diagnéstico Molecular Veterinario Médico-Director
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Diagnostico de Parvovirus Canino (CPV-qPCR)

Cédigo: CPV-1023
Fecha de toma de muestra: 05/07/2021

Fecha de reporte: 07/07/2021 Resultado: Positivo
Propietario: -

Institucion: Clinica Veterinaria “"Mi Mascota”.

Paciente: Peluchin.

Edad: 6 meses.

Raza: French Toy.

Muestra: Hisopado rectal.
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Diagnostico de Parvovirus Canino (CPV-qPCR)

Fecha de toma de muestra: 05/07/2021
Fecha de reporte: 07/07/2021
Propietario: -

Institucion: Clinica Veterinaria “"Mi Mascota”.
Paciente: Max.

Edad: 6 meses.

Raza: French Toy.

Muestra: Hisopado rectal.

Cadigo: CPV-1024

Resultado: Positivo
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Diagnostico de Parvovirus Canino (CPV-qPCR)

Cdédigo: CPV-1025
Fecha de toma de muestra: 08/07/2021

Fecha de reporte: 09/07/2021 Resultado: Positivo
Propietario: -

Institucion: Hospital Veterinario “Planeta Vida".

Paciente: Lucas.

Edad: 4 meses.

Raza: French Toy.

Muestra: Hisopado rectal.

Control positivo
Control positive

Fluorescence (-R (T))

Control interng

Control negativo

Control negativo
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