Ciencias

Rev. Ciencias Veterinarias, Vol. 42, N° 2, [1-17], E-ISSN: 2215-4507, julio-diciembre, 2024 . .

DO https://doi.org/10.15359/rcv.42-2.1 Veterinarias
: : .revi . .ac.cr/i . i ia/i o

URL: http://www.revistas.una.ac.cr/index.php/veterinaria/index L W dTTA W of O Y

Identificacién de genogrupos de protoparvovirus y sus variantes en
leucocitos de gatos domésticos del Valle Central de Costa Rica

Identification of protoparvovirus genogroups and their variants in leukocytes of
domestic cats from the Central Valley of Costa Rica

Identificagio de genogrupos de protoparvovirus e suas variantes em leucécitos de gatos
domésticos do Vale Central da Costa Rica

Andrea Obando Corella's, Antony Solérzano Morales?, Mauricio Jiménez-Soto®, Gaby Dolz*

1 Estudiante de la Escuela de Medicina Veterinaria, Universidad Nacional, Lagunilla, Heredia, Costa Rica.
aobandocorella@gmail.com, https://orcid.org/0000-0002-5794-338X

2 Programa de Investigacién en Medicina Poblacional, Escuela de Medicina Veterinaria, Universidad Nacional,
Lagunilla, Heredia, Costa Rica. antony.solorzano.morales@una.ac.cr, https://orcid.org/0000-0001-7774-8306,
gaby.dolz.wiedner@una.ac.cr, @https://orcid.org/0000-0002-9566-5130

3 Hospital de Especies Menores y Silvestres, Escuela de Medicina Veterinaria, Universidad Nacional, Lagunilla,
Heredia, Costa Rica. drmjimenezsoto@hotmail.com, @ https://orcid.org/0000-0003-3393-5710

Recibido: 31 de enero de 2023.  Corregido: 25 de abril de 2024. Aceptado: 15 de mayo de 2024
Resumen

El protoparvovirus carnivoro 1 (CPPV-1), incluye al parvovirus felino (o virus de la panleucopenia felina, FPV)
y al parvovirus canino 2 (CPV-2). En la actualidad CPV-2 no se encuentra en la naturaleza como tal, sino sus
variantes CPV-2a, CPV-2b y CPV-2¢, que pueden infectar también al gato. El objetivo de esta investigacién fue
identificar CPPV-1 y sus variantes, como anticuerpos contra CPPV-1 en sangre de felinos domésticos del Valle
Central de Costa Rica. Se recolectaron muestras de sangre de 155 gatos, y se recopilaron los siguientes datos: sexo,
edad, raza, informacién sobre vacunacién, ambiente en el que vive el animal (urbano o rural), si convive con otros
gatos, estado de salud, padecimiento de enfermedades crénicas, estilo de vida (gato de interior o exterior) y lugar
de procedencia. Las muestras de sangre se analizaron mediante inhibicién de la hemaglutinacién (IHA), técnicas
moleculares (reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) y secuenciacién). Mediante IHA se detectd anticuerpos
contra CPPV-1 en todos los gatos, 112 gatos (72,3%) presentaron titulos protectivos (>1:80). Mediante PCR en
tiempo real se detecté la presencia de CPPV-1 en sangre de 42 (27,1%) gatos, ninguno present$ anemia, leucopenia
o alguna enfermedad crénica, cinco (11,9%) se encontraban vacunados y tres (7,1%) presentaron una baja condicién
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corporal, pero con apetito, y sin ningtin otro sintoma o signo asociado al CPPV-1. El grupo de gatos qPCR positivo
no mostré diferencias significativas con el grupo qPCR negativo con respecto a edad, sexo, estilo de vida, convivencia
con otros gatos y titulo de anticuerpos. En diez gatos asintomdticos y saludables se logré detectar la presencia de
FPV (n=2) y CPV-2c (n=8) en sangre, con similitudes nucleotidicas de 100% (GenBank M38246) y 99,8%-100%
(GenBank AF401519), respectivamente.

Palabras clave: Parvovirus canino, Panleucopenia felina, leucocitos, IHA, PCR, gato.
Abstract

Carnivore protoparvovirus 1 (CPPV-1) includes feline parvovirus (or feline panleukopenia virus, FPV) and canine
parvovirus 2 (CPV-2). Currently, although CPV-2 is not found in nature, its variants CPV-2a, CPV-2b, and CPV-
2¢ are found and can infect cats as well. The objective of this research was to identify CPPV-1 and its variants as
antibodies against CPPV-1 in the blood of domestic cats from the Central Valley of Costa Rica. Blood samples were
collected from 155 cats, along with the following data: sex, age, breed, vaccination information, the environment
where the animal lives (urban or rural), coexistence with other cats, health status, any chronic diseases, lifestyle
(indoor or outdoor cat), and place of origin. Blood samples were analyzed by hemagglutination inhibition assay
(HIA) and molecular techniques (polymerase chain reaction (PCR) and sequencing). Antibodies against CPPV-
1 were detected using HIA in all cats; a total of 112 (72.3%) had protective titers (=1:80). Using real-time PCR,
CPPV-1 was detected in the blood of 42 (27.1%) cats, none of which presented anemia, leukopenia, or any chronic
disease; five (11.9%) were vaccinated, and three (7.1%) had low body condition but showed appetite and had
no other symptom or sign associated with CPPV-1. The group of qPCR-positive cats did not show significant
differences compared to the qPCR-negative group regarding age, sex, lifestyle, coexistence with other cats, and
antibody titers. Ten asymptomatic and healthy cats showed FPV (n=2) and CPV-2¢ (n=38) in blood with nucleotide
similarities of 100% (GenBank M38246) and 99.8%-100% (GenBank AF401519), respectively.

Keywords: Canine parvovirus, feline panleukopenia, leukocytes, HIA, PCR, cat.
Resumo

O protoparvovirus carnfvoro 1 (CPPV-1), inclui o parvovirus felino (ou virus da panleucopenia felina, FPV) e o
parvovirus canino 2 (CPV-2). Atualmente, o CPV-2 nio é encontrado na natureza como tal, mas sim suas variantes
CPV-2a, CPV-2b e CPV-2¢, que também podem infectar o gato. O objetivo desta pesquisa foi identificar CPPV-1
e suas variantes, bem como anticorpos contra CPPV-1 no sangue de felinos domésticos do Vale Central da Costa
Rica. Foram coletadas amostras de sangue de 155 gatos, ¢ os seguintes dados foram obtidos: sexo, idade, raga,
informag6es sobre vacinagio, ambiente em que o animal vive (urbano ou rural), se convive com outros gatos, estado
de satde, padecimento de doengas crénicas, estilo de vida (gato de interior ou exterior) e local de procedéncia.
As amostras de sangue foram analisadas por inibi¢io da hemaglutinagio (IHA), técnicas moleculares (reagio em
cadeia da polimerase (PCR) e sequenciamento). Através do IHA, foram detectados anticorpos contra CPPV-1
em todos os gatos, 112 gatos (72,3%) apresentaram titulos protetores (21:80). Através do PCR em tempo real, foi
detectada a presenga de CPPV-1 no sangue de 42 (27,1%) gatos, nenhum apresentou anemia, leucopenia ou alguma
doenga crénica, cinco (11,9%) estavam vacinados e trés (7,1%) apresentaram uma baixa condigio corporal, mas
com apetite, e sem nenhum outro sintoma ou sinal associado ao CPPV-1. O grupo de gatos qPCR positivo nio
mostrou diferengas significativas com o grupo qPCR negativo em relagio a idade, sexo, estilo de vida, convivéncia
com outros gatos e titulo de anticorpos. Em dez gatos assintomdticos e sauddveis, foi possivel detectar a presenga de
FPV (n=2) e CPV-2c (n=8) no sangue, com similaridades nucleotidicas de 100% (GenBank M38246) ¢ 99,8%-100%
(GenBank AF401519), respectivamente.

Palavras-chave: Parvovirus canino, Panleucopenia felina, leucécitos, IHA, PCR, gato.
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Introduccién

El protoparvovirus carnivoro 1 (CPPV-1) pertenece al orden Piccovirales, familia Parvoviridae, subfamilia
Parvovirinae, género Protoparvovirus, e incluye el parvovirus felino (o virus de la panleucopenia felina, FPV)
y el parvovirus canino 2 (CPV-2, con las variantes CPV-2a, CPV-2b y CPV-2c). El CPV-2 emergi6 del FPV
en 1978, mostrando una homologfa del 98% con FPV y afectando a todos los perros (Battilani et al., 2006;
Hoelzer et al., 2008). Hoy en dia se consideran como una sola entidad taxonémica (Tattersall, 2006), y se
consideran patdgenos importantes de gatos y perros domésticos, pero también de carnivoros de vida silvestre
(Steinel et al., 2000).

Actualmente el CPV-2 no se encuentra en la naturaleza, sino las variantes CPV-2a, CPV-2b y CPV-2c, que
poseen la capacidad de infectar tanto a caninos como a felinos; mientras que FPV afecta solamente a los gatos
domésticos (Balboni et al., 2018; Battilani et al., 2011; Decaro et al., 2008). El FPV ocasiona panleucopenia
(disminucién de todos los linajes de leucocitos circulantes en sangre) y enteritis (por replicacién en enterocitos
de las criptas intestinales) (Steinel et al., 2001; Stuetzer and Hartmann, 2014) que se manifiestan con los
siguientes signos clinicos: anorexia, vémitos y diarrea. La infeccién del feto en el tiempo del periparto provoca
hipoplasia cerebelar. Las tasas de mortalidad se reportan entre 25 y 100%, y dependen de la gravedad de los
signos clinicos (Stuetzer and Hartmann, 2014).

Los gatos infectados excretan el agente en grandes cantidades con las heces; sin embargo, desarrollan también
anticuerpos, capaces de neutralizar el virus en las heces y en la sangre (Greene and Sykes, 2011; Stuetzer and
Hartmann, 2014). En gatos infectados experimentalmente se ha detectado el virus en orina y heces hasta 41 dias
post infeccidn, y en pulmones y rifiones durante mds de SO semanas (Balboni et al., 2018). La deteccién de FPV 'y
CPV-2 en células mononucleares de sangre periférica, en presencia de anticuerpos neutralizantes sugiere, que estos
patdgenos son capaces de mantenerse en los gatos después de la infeccién por periodos prolongados y de manera
asintomdtica (Balboni et al., 2018; Decaro and Buonavoglia, 2017; Ikeda et al., 2000; Miyazawa et al., 1999).

En un estudio realizado entre 1998 y 2001 en Costa Rica, se determiné una seropositividad para FPV de 92,8%
(n= 96) en gatos domésticos del Valle Central y un 100% (n=93) en gatos silvestres, usando Inhibicién de la
Hemaglutinacién (IHA). En estos estudios se concluyd, que el alto niimero de seropositivos se debfa probablemente
auna alta contaminacién ambiental debido a las altas tasas de infeccidn y vacunacién de perros (Blanco et al., 2009;
2011). Hasta la fecha, no se han determinado las variantes de protoparvovirus presentes en gatos domésticos de
Costa Rica, por lo que la presente investigacién propuso detectar y caracterizar las variantes de protoparvovirus
presentes en células mononucleares de gatos seropositivos, para establecer el papel epidemioldgico de estos agentes
en los gatos y el riesgo potencial de transmisién de CPPV-1 en transfusiones de sangre entre gatos.

Materiales y métodos

Tipo de estudio y poblacién a estudiar

Se realiz6 un estudio transversal, descriptivo y por conveniencia, con la finalidad de determinar la presencia e
identificar el CPPV-1 (FPV, CPV-2 y sus variantes) en leucocitos de gatos del Valle Central de Costa Rica. Se
contd con la autorizacién de la Comisién de Bienestar Animal y Bioética de la Escuela de Medicina Veterinaria
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de la Universidad Nacional de Costa Rica (UNA-EMV-CBBA-ACUE-002-2021). A los propietarios de los

gatos se les informé de la investigacion y se les solicitd su consentimiento.

Toma de muestras de sangre e informacién general

Entre mayo y agosto de 2021 se recolectaron muestras de sangre de un total de 155 gatos domésticos del Valle
Central de Costa Rica. Este nimero se determiné con WinEpi (95% de confianza y prevalencia minima
esperada del 2%), basindose en la suposicién, de que el nimero total de gatos en la gran drea metropolitana
de Costa Rica es proporcional al 5% de la poblacién humana de esa zona. Se recopilaron los siguientes
datos de cada animal mediante una ficha clinica: fecha de recolecta de la muestra, identificacién del animal,
sexo, edad, raza, informacién sobre vacunacién, ambiente en el que vive el animal (urbano o rural), si
convive con otros gatos, estado de salud, padecimiento de enfermedades crénicas, estilo de vida (gato de
interior o exterior) y lugar de procedencia. Posteriormente se procedié a tomar la muestra sanguinea, bajo
la supervisién de un médico veterinario. Las muestras se mantuvieron a 4°C y en el laboratorio se separd
100ul para someterlas al analizador hematolégico Abaxis VetScan HMS de Zoetis. El resto de las muestras
de sangre con EDTA se congelaron a -20°C hasta ser sometidas a andlisis molecular. Las muestras de sangre
recolectadas sin anticoagulante se centrifugaron a 10000 g por 19 minutos y el suero se guardé a -20°C
hasta ser sometido a anilisis serolégico.

Inhibicién de la hemaglutinacién

El titulo de anticuerpos contra parvovirus se determiné en los sueros felinos utilizando la prueba de
inhibicién de la hemaglutinacién (IHA) descrita por Blanco y colaboradores (2009). Se utilizé como
antigeno viral la vacuna contra parvovirus canino Vanguard® (Zoetis, USA), luego de su inactivacién a
56°C por 30 minutos. Los sueros igualmente se inactivaron a 56°C por 30 minutos, se realizaron diluciones
1/10 de los mismos con PBS, y se absorbieron por cuatro horas a temperatura ambiente con eritrocitos de
cerdo (al 1% en PBS y 1% suero fetal bovino). Posteriormente se realizaron diluciones en base de dos (1:20
hasta 1:2520) y afadi6 el antigeno viral (§ UHA), incubdndose por 1 hora a temperatura ambiente, para
luego agregar una suspension de eritrocitos en PBS al 1% e incubar nuevamente por 40-50 minutos a 4°C. El
titulo se determind hasta la dilucién en la que se observé la inhibicién de la aglutinacién (lengtietas). Gatos
con titulos >1:80 se consideraron protegidos.

Anilisis molecular (reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) y secuenciacién) y analisis
filogenéticos

La extraccién de ADN de la capa leucocitaria de las muestras de sangre se realizé con el kit DNeasy® Blood
and Tissue (QLTAGEN, Hilden, Alemania), como recomienda el fabricante. Luego se analizaron las muestras
mediante la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real (qQPCR) siguiendo el protocolo de
Balboni et al. (2018). Se utilizaron los iniciadores, A-for (5~AGCTACTATTATGAGACC AGCTGAG-3)
y B-rev (5-CCTGCTGCAATAGGTGTTTTAA-3’), direccionados para amplificar un fragmento de 99 pb
del gen VP2. Como control positivo se utilizo el extracto de las vacunas Felocell® y Vanguard® (Zoetis, USA)

4 Andrea Obando Corella, Antony Sol6rzano Morales, Mauricio Jiménez-Soto, Gaby Dolz Licencia Creative Commons ®©@
Atribucién-No-Comercial
BY NC ND

SinDerivadas 3.0 Costa Rica


http://www.revistas.una.ac.cr/index.php/veterinaria/index%20%20

Ciencias

Rev. Ciencias Veterinarias, Vol. 42, N° 2, [1-17], E-ISSN: 2215-4507, julio-diciembre, 2024 . .

DO https://doi.org/10.15359/rcv.42-2.1 Veterinarias
: : .revi . .ac.cr/i . i ia/i o

URL: http://www.revistas.una.ac.cr/index.php/veterinaria/index L W dTTA W of O Y

y como control negativo agua grado molecular. Todas las muestras amplificando el segmento esperado y con
una curva de crecimiento superando el umbral (calculado automdticamente) entre los primeros 35 ciclos se
consideraron positivas.

Las muestras que resultaron positivas en la gPCR se sometieron a una PCR anidada, segtn el protocolo descrito
por Balboni et al. (2018) dirigido al gen de la proteina VP2 para diferenciar entre las variantes del CPPV-1,
mediante los residuos de aminodcidos criticos 297, 300, 305, 323 y 426. En la primera ronda se utilizaron los
iniciadores C-for (5-CCATTTCTAAATTCTTTG-3), D-rev (S-TTTCTAGGTGCTAGTTG AG-3’) y en
la segunda ronda C-for (S-CCATTTCTAAATTCTTTG-3’), E-rev (5-AAG TCAGTATCAAATTCTT-3),
los cuales amplifican segmentos de 881 pb y 569 pb, respectivamente.

Los productos amplificados se visualizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% en Tris-Borato-
EDTA (TBE), tefidos con fluorocromo GelRed DNA Stain (Biotium®). Las muestras que presentaron bandas
con el peso molecular esperado de 569 pb fueron consideradas positivas. Las mismas fueron amplificadas y
purificadas para ser enviadas a secuenciar por la empresa Macrogen en Seoul, Corea del Sur. Las secuencias
obtenidas fueron editadas con el programa BioEdit Sequence Aligment Editor® (Hall, 1999) y alineadas con
el programa Clustar Omega, ademds fueron comparadas con las secuencias disponibles en la base de datos de
GenBank mediante la utilizacién del programa BLAST (Basic Local Aligment Search Tool).

Anailisis estadistico

Se aplic6 un andlisis estadistico descriptivo para caracterizar las muestras positivas de la poblacién muestreada.

Resultados

Del total de 155 muestras analizadas, 130 (84%) provenfan de San José, 19 (12%) de Cartago, tres (2%) de
Alajuela y tres (2%) de Heredia. Las muestras fueron recolectadas en clinicas veterinarias (20), en campanas de
castraciones (120) y en hogares (15). La mayoria de los gatos analizados tenfan edades entre uno a cinco afios
(68%), eran sin raza definida (97%), hembras (70%), no vacunados (89%), conviviendo con otros gatos (68%) de
zonas urbanas (98%), y con posibilidad de salir de la casa (66%) (Cuadro 1).
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Cuadro 1.

Caracteristicas de los 155 gatos del Valle Central de Costa Rica que participaron en el estudio entre mayo y agosto de
2021.

Variable Categoria Gatos (n=155) %

<6m 12 8

6-11m 29 18
Edad

1-5a 105 68

>Sa 9 6

Sin Raza Definida 151 97
Raza

De Raza 4 3

Macho 46 30
Sexo

Hembra 109 70

Vacunado 17 11
Vacunas

No Vacunado 138 89

Presente 7 5
Enfermedades Crénicas

No Presente 148 95

Interior 52 34
Estilo de Vida

Exterior 103 66

Saludable 129 83
Estado

No Saludable 26 17

Urbano 152 98
Ambiente

Rural 3 2

Solo 49 32
Convivencia

Con Otros Gatos 106 68

Presente 3 2
Anemia

No Presente 152 98

Presente 3 2
Leucopenia

No Presente 152 928

San José 130 84

Alajuela 3 2
Procedencia

Cartago 19 12

Heredia 3 2
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Mediante IHA se detectaron anticuerpos contra CPPV-1 en todos los gatos, 112 gatos (72,3%) presentaron
titulos >1:80 (Cuadro 2).
Cuadro 2.

Titulo de anticuerpos detectados contra CPPV-1 mediante IHA en sueros de 155 gatos del Valle Central de Costa Rica entre mayo
aagosto de 2021.

Titulo Gatos (n=155) %
<1:80 43 28
>1:80-1:320 93 60
>1:320-1:640 16 10
>1:640 - 1: 2560 3 2
TOTAL 155 100

Del total de 43 gatos que presentaron titulos menores a 1:80, la mayoria no se encontraban vacunados (97,7%),
contaban con buena salud (83,7%), y convivian con otros gatos (65,1%). De éstos, 20 (46,5%) no tenfan acceso
al exterior, pero 13 de estos (30,2%) convivian con otros gatos. Tres gatas (2,0%) presentaron altos titulos con
respecto a los demds, una de ellas con 1:2560 y dos con 1:1280, mientras que en los gatos vacunados se determiné
que 16/17 (94,1%) mostraron titulos >1:80, solamente uno de estos animales mostré titulo menor de 1:80.

Mediante la qPCR se detecté la presencia de CPPV-1 en sangre de 42 (27,1%) gatos (Ct 27-35). Un total de 34
(81%) gatos qPCR positivos presentaron titulos de anticuerpos igual o mayores a 1:80, la mayoria viviendo en
dreas urbanas (97,6%), conviviendo con otros gatos en su vida diaria (69,0%), con acceso al exterior de su casa
(59,5%), y en el rango etario de uno a cinco afios (64,3%). Ninguno de los gatos positivos presentd enfermedad
crénica, anemia o leucopenia, tres (7,1%) presentaron una baja condicién corporal, pero con apetito, y sin
ningun otro sintoma o signo asociado al CPPV-1, y cinco (11,9%) se encontraban vacunados (Cuadro 3).
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Cuadro 3.

Caracteristicas de los 42 gatos del Valle Central de Costa Rica que resultaron positivos en la gPCR entre mayo y agosto
i q p q yoyag
de 2021.
Variable Categoria N° Gatos positivos (n=42) %
<6m 4 9,5
6-11m 10 23,8
Edad
1-5a 27 64,3
>S5a 1 2,4
Sin Raza Definida 41 97,6
Raza
De Raza 1 2,4
Macho 12 28,6
Sexo
Hembra 30 71,4
Vacunado 5 11,9
Vacunas
No Vacunado 37 88,1
Castrado 42 100
Castracién
No Castrado 0 0
Presente 0 0
Enfermedades Crénicas
No presente 42 100
Interior 17 40,5
Estilo de Vida
Exterior 25 59,5
Saludable 39 92,9
Estado
No Saludable 3 7,1
Urbano 41 97,6
Ambiente
Rural 1 2,4
Solo 13 31
Convivencia
Con otros gatos 29 69
Presente 0 0
Anemia
No presente 42 100
Presente 0 0
Leucopenia
No presente 42 100
<1:80 8 19
>1:80-1:320 20 477
Titulos de anticuerpos
>1:320-1:640 11 26,2
>1:640 - 1: 2560 3 7,1
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No se encontré diferencias signiﬁcativas entre gatos JPCR positivos y gatos qPCR negativos con respecto a
titulos de anticuerpos contra CPPV-1, edad, convivencia, estilo de vida y sexo (Figura 1).

Prueba Chi Cuadrado

Nivel de confianza % : 95%
Grados de libertad (gl) : 1

qPCR qPCR
Positivos Negativos Total Positivos Negativos Total
menor 80 8 35 43 Estilo de Interior 17 35 52
Titulos mayor o igual 80 34 78 112 vida Exterior 25 78 103
Total 42 113 155 Total 42 113 155
Estadistico Chi-cuadrado (X2): 2172 Estadistico Chi-cuadrado (Xz): 1.240
Significacion (p) : 0.1405 Significacion (p) : 0.2654
gqPCR gqPCR
Positivos Negativos Total Positivos Negativos Total
Adultos 28 86 114 Hembra 30 79 109
Edad Cachorros 14 27 41 Sexo Macho 12 34 46
Total 42 113 155 Total 42 113 155
Estadistico Chi-cuadrado (X?): 1.402 Estadistico Chi-cuadrado (X?): 0.034
Significacion (p) : 0.2363 Significacion (p) : 0.8542
gqPCR
Positivos Negativos Total
Solos 13 36 49
Convivencia Con otros gatos 29 77 106
Total 42 113 155
Estadistico Chi-cuadrado (X2): 0.012
Significacion (p) : 0.9141
Figura 1.

Resultados de la prueba del chi cuadrado entre el grupo de gatos gqPCR positivos y negativos para las variables titulos de anticuer-
pos contra CPPV-1, edad, convivencia, estilo de vida y sexo.

Diez (23,8%) del total de 42 muestras positivas en la qPCR se lograron amplificar en la PCR convencional,
purificar y secuenciar. Los genogrupos determinados fueron FPV en dos casos, con una similitud nucleotidica
de 100% (532pb/532pb) con la secuencia M38246 depositada en GenBank, y que fue aislada de un gato con
sintomatologfa en Estados Unidos y CPV-2, variante 2¢ en ocho casos. Seis muestras mostraron similitud
nucleotidica del 100% (532pb/532pb) con la secuencia AF401519 de CPV-2c, aislada de heces de un perro
con sintomatologfa en Estados Unidos, mientras que dos muestras presentaron una similitud del 99,8%,
mostrando un cambio de nucledtido, una guanina en la posicién 393 en lugar de una adenina (muestra M46)
y una adenina en vez de una guanina en la posicién 408 (muestra M91). En el Cuadro 4 se presentan las
caracteristicas de estos animales, ninguno contaba con vacunas, la mayoria (80%) tenian acceso al exterior y
convivian con otros gatos.
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Cuadro 4.

Caracteristicas de los 10 gatos en los que se logré determinar la presencia del genogrupo de CPPV-1.

Acceso
Acceso al a otros Titulo Similitud nu-

ID Edad Sexo exterior gatos Vacunado  THA Genogrupo  cleotidica (%)  Saludable
M8 1-5a M Si St No 1:320 CPV-2¢ 100 St
M20 1-5a M Si St No 1:640 CPV-2¢ 100 Si
M21 1-5a M Si St No 1:320 CPV-2¢ 100 Si
Mie6 1-5a H St St No 1:640 CPV-2¢ 99.8 Si
Ma0 <6m H No No No 1:640 FPV 100 Si
M79 1-5a H St St No 1:160 CPV-2¢ 100 St
M35 1-5a H Si St No 1:640 CPV-2¢ 100 St
MS88 6-11m H St St No 1:160 CPV-2¢ 100 St
M9o1 6-11m H St St No 1:640 CPV-2c 99.8 St
M153 <6m H No No No 1:640 PV 100 St

NOTA H= Hembra, M= Macho

En el Cuadro S se muestran las posiciones mds importantes en la identificacién de genotipos del CPPV-1,
comparando los aminodcidos que corresponden a las secuencias de referencia con los obtenidos de las muestras

secuenciadas en esta investigacién.
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Cuadro 5.

Comparacién de aminodcidos relevantes de la proteina parcial VP2 encontrada en la cdpside de CPPV-1 en las muestras secuencia-
das e identificacién de genogrupos y sus variantes.

Muestra 297 300 305 323 375 426 Tipo
FPV Ser Ala Asp Asp Asp Asn

CPV-2° ° ° ° Asn Asn °

CPV-2a° ° Gly Tyr Asn ° °

CPV-2b¢ ° Gly Tyr Asn ° Asp

CPV-2a° Ala Gly Tyr Asn ° °

CPV-2bf o Gly Tyr Asn ° Asp

CPV-2ct Ala Gly Tyr Asn ° Glu

M3 Ala Gly Tyr Asn ° Glu CPV-2c
M20 Ala Gly Tyr Asn ° Glu CPV-2c
M21 Ala Gly Tyr Asn ° Glu CPV-2c
M46 Ala Gly Tyr Asn ° Glu CPV-2c
Me60 ° o ° ° ° o FPV
M79 Ala Gly Tyr Asn ° Glu CPV-2c
MS85 Ala Gly Tyr Asn ° Glu CPV-2c
M88 Ala Gly Tyr Asn ° Glu CPV-2c
MoI1 Ala Gly Tyr Asn ° Glu CPV-2c
M153 o ° ° ° ° ° PV

NOTA Los aminodcidos especificos del huésped que diferencian FPV y CPV estdn resaltados con gris. Las secuencias de ami-
nodcidos deducidas del gen VP2 se obtuvieron de GenBank, especificamente: ‘Prototipo FPV: cepa FPV-b (M38246), "Prototipo
CPV tipo 2: cepa CPV-b (M38245), ‘Prototipo CPV tipo 2a: cepa CPV-15 (M24003), “Prototipo CPV tipo 2b: cepa CPV-39
(M74849), “Cepa de referencia CPV tipo 2a: CPV-677 (AF306445), ‘Cepa de referencia CPV tipo 2b: CPV-637 (AF306450),
¢Cepa de referencia CPV tipo 2c: CPV-695 (AF401519).

El andlisis filogenético de las secuencias obtenidas de los diez gatos se muestra en la Figura 2.
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M8
M20
M21
61— M46
M79
M85
81
M88
43 —————— M91
CPV-2c AF401519

CPV-2a AF306445

CPV-2b M74849
53L—— CPV-2b AF306450

CPV-2a M24003

CPV-b M38245

89

| Mé0
M153
FPV-b M38246

96|

0.0010

Figura 2.

Cladograma del andlisis filogenético de 10 secuencias de CPPV-1 aisladas de gatos de Costa Rica (M8, M20, M21,
M46, M60, M79, M85, M88, M91, M153), y 7 secuencias de referencia (FPV-b (M38246), CPV-b (M38245),
CPV-15 (M24003), CPV-39 (M74849), CPV-677 (AF306445), CPV-637 (AF306450), CPV-695 (AF401519))
por método de mdxima verosimilitud, se eliminaron todas las posiciones que contenian lagunas y datos faltantes,
finalmente se trabaj6 con 532 posiciones.

Discusion

Todos los animales analizados presentaron anticuerpos contra CPPV-1, lo que concuerda con el estudio de
Blanco y colaboradores (2009) que encontraron una seroprevalencia de FPV de 92,8% en la poblacién de
gatos de la Gran Area Metropolitana del pafs. Del total de los 155 gatos analizados un 72,3% de los animales
mostraron titulos protectivos, mientras que en el estudio de Blanco et al. (2009) todos los gatos seropositivos
mostraron titulos protectivos. Esta diferencia podria deberse a un cambio en el comportamiento de los

12 Andrea Obando Corella, Antony Sol6rzano Morales, Mauricio Jiménez-Soto, Gaby Dolz Licencia Creative Commons ®©@
Atribucién-No-Comercial
BY NC ND

SinDerivadas 3.0 Costa Rica


http://www.revistas.una.ac.cr/index.php/veterinaria/index%20%20

Ciencias

Rev. Ciencias Veterinarias, Vol. 42, N° 2, [1-17], E-ISSN: 2215-4507, julio-diciembre, 2024 . .

DO https://doi.org/10.15359/rcv.42-2.1 Veterinarias
: : .revi . .ac.cr/i . i ia/i o

URL: http://www.revistas.una.ac.cr/index.php/veterinaria/index L W dTTA W of O Y

propietarios de gatos, que han ido entendiendo la importancia de mantener a sus mascotas dentro de la
casa (World Animal Protection, 2016). Solamente 17 animales se encontraban vacunados, de los cuales 16
mostraron titulos protectivos (1:80-1:1280). Solamente en un caso se determind un titulo bajo, en un gato de
un afo, esto podria haberse debido a una interferencia de los anticuerpos maternales con la vacuna (Truyen
etal,, 2009). Sin embargo, la gran mayorfa de gatos en edad adulta (94,3%) no se encontraban vacunados. La
alta presencia de anticuerpos contra CPPV-1 determinada en la poblacién de gatos se puede deber por un lado
a la alta resistencia del agente en el medio ambiente (hasta dos afios) y en superficies, lo que ocasiona, que los
animales se infecten en forma indirecta en varios momentos de su vida (Mauro, 2015; Neuerer et al., 2008;
Poole, 1972), por el otro lado, al estilo de vida de los gatos, ya que un 66% tenfan acceso al exterior, lo que se
considera un factor de riesgo (Blanco et al., 2009), asi Balboni y colaboradores (2018) detectaron CPPV-1 en
el 67% de gatos que tenfan acceso al exterior. En el estudio de Blanco et al. (2008) se sugirié una exposicion
natural de los gatos de Costa Rica al FPV, y en etapas tempranas de la vida, debido por un lado a la estabilidad
y resistencia del agente en el medio ambiente como también a una alta presencia del agente en la poblacién
felina. Otra posible razén que se discuti6 fue el contacto y la exposicién natural de gatos domésticos con
CPV, una infeccién muy comdn en perros de Costa Rica, y que al compartir antigenos con FPV, podria estar
reaccionando en forma cruzada e induciendo infeccién natural y seroconversién en los gatos.

La deteccién de ADN de CPPV-1 en sangre de un 27% de gatos, confirma lo reportado por Balboni et al. (2018)
¢ Ikeda et al. (2000), que también encontraron el agente en 16,7% y 66,7% de gatos sanos, como recuperados
de Italia y Vietnam-Taiwdn, respectivamente, sugiriendo infecciones latentes (Balboni et al., 2018; Ikeda et
al., 2002). Los mecanismos que utiliza el agente para ocasionar estas infecciones persistentes se desconocen;
sin embargo, se cree que las células mononucleares de la sangre periférica de gatos infectados funcionan
como reservorio del virus (Ikeda et al., 2002). Esto es importante tomar en cuenta, al momento de realizar
transfusiones sanguineas entre gatos, ya que los pacientes que requerirdn la sangre podrian encontrarse con
la salud y el sistema inmune comprometido (Pennisi et al., 2015). Sin embargo, se desconoce a la fecha, si el
animal que recibird células mononucleares infectadas se infectard y enfermard, lo que aiin debe de investigarse.

El grupo de gatos qPCR positivo no mostré diferencias significativas con el grupo qPCR negativo con
respecto a edad, sexo, estilo de vida, convivencia con otros gatos y titulo de anticuerpos, por lo que no se
pudo establecer que estas variables cualitativas y su resultado en la qPCR estén significativamente asociados,
concordando con estudios anteriores (Balboni et al., 2018; Ikeda et al., 2002); sin embargo, se requiere de mds
estudios con una poblacién mds amplia para poder establecer si existe o no asociacion.

De los animales qPCR positivos, cinco (11,9%) tenfan historial de vacunacién; sin embargo, es imposible
establecer, si el ADN encontrado en los gatos era de la vacuna, de una infeccién previa o una infeccién después
de la vacunacién. Estudios han demostrado que el virus vacunal (CPPV-1) se replica en sangre y mucosa
intestinal, y que los animales liberan el virus por algunos dfas en sus heces, sufriendo una infeccién leve
o asintomdtica (Bergmann, 2019), pero se desconoce hasta la fecha, si las vacunas producen persistencia o
pueden evitar una infeccién persistente en los animales

Los resultados obtenidos también parecen indicar, que el titulo de anticuerpos del animal no se relaciona con
la persistencia del virus en la sangre, ya que se determinaron gatos con titulos de anticuerpos tanto altos como
bajos, infectados persistentemente con CPV y FPV, por lo que se recomienda analizar en futuros estudios
factores que pueden ocasionar la persistencia del virus en los gatos (Balboni et al., 2018; Ikeda et al., 2002).
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Esta es la primera vez que se determina la presencia de FPV y CPV-2c en gatos domésticos en el pafs y en
Centroamérica. Los dos gatos en los que se detectéd FPV fueron hembras, con menos de seis meses de edad,
saludables, sin vacunacién, y con un estilo de vida de interior, sin convivir con otros gatos, y presentaron
titulos de anticuerpos protectivos. La infeccién de estos dos animales parece haber ocurrido a muy temprana
edad, por transmisién de sus madres, antes de llegar a vivir con sus propietarios, o por contaminacién de
fémites que ingresaron al hogar (Hellard et al., 2011; Truyen et al., 2009), mientras que los ocho gatos CPV-2c
positivos, en contraste, fueron adultos (entre seis meses a cinco afios), sin vacunacion, con un estilo de vida de
exterior, y que convivian con otros gatos.

Se recomienda seguir investigando el riesgo de infeccién y propagacién de CPPV-1 en gatos de Costa Rica,
sobre todo, si la vacunacién con FPV induce persistencia, si la vacuna puede prevenir infecciones con FPV
0 PVC-2 en los gatos, establecer el momento en que los gatos seroconvierten por primera vez, y si es debido a
FPV o PVC, si desarrollan enfermedad, si se generan animales portadores sanos, y si estos gatos eliminan el
FPV 0 PVC-2 en las heces. Esto ayudarfa a comprender el papel de los gatos en el ciclo de infecciéon de CPPV-1
(Blanco et al., 2009; Byrne et al., 2018; Gleich et al., 2009; Hellard et al., 2011; Murray et al., 2009).

La razén por la cual solamente se lograron amplificar y secuenciar diez de un total de 27 muestras en la PCR
anidada se debe probablemente a la mayor sensibilidad de la PCR en tiempo real (Desario et al., 2005).

El CVP-2c fue la variante predominante en esta investigacién, sin embargo, por ser este un estudio no
sistemdtico no se puede descartar la presencia de las otras variantes en la poblacién de gatos de nuestro pais.
Los resultados, sin embargo, coinciden con los presentados por Orozco et al. (2021), en donde se reporté la
CPV-2c como la cepa mis prevalente en perros de Latinoamérica, seguidas por CPV2a y CPV-2b.

No se pudo determinar si CPV-2¢ y FPV ocasionan enfermedad clinica en los gatos, debido a que se analizaron
animales sanos, pero reafirma que CPPV-1 es capaz de mantenerse en los gatos de manera asintomdtica
(Balboni et al., 2018; Haynes & Holloway, 2012; Tkeda et al., 2000; Miyazawa et al., 1999), apuntando a que
éstos puedan jugar un papel como reservorios del virus (Clegg et al., 2012).

Las variaciones nucleotidicas encontradas en dos de las secuencias de CPV-2¢, aunque se trataron de
mutaciones sinénimas (que producen el mismo aminodcido), demuestran la gran capacidad de cambio del
virus. Ademds, los felinos podrian infectarse tanto con FPV como con las tres variantes de CPV-2, y podrian
ocurrir superinfecciones y coinfecciones con diversas cepas de parvovirus (Balboni et al., 2018; Battilani
et al., 2006; Battilani et al., 2011), ocasionando oportunidades de recombinaciones y ocasionando una
heterogenicidad genética alta (Battilani et al., 2011). Es importante investigar esto también para determinar
el papel del gato en la propagacién y patogenicidad de CPPV-1.
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Conclusiones

En un 27,1% (n=42) de los gatos analizados del Valle Central de Costa Rica se detect la presencia de CPPV1
en sangre, identificindose el genogrupo FPV en dos gatos menores de seis meses y el genogrupo CPV-2¢ en
leucocitos de ocho gatos adultos. Todos los gatos presentaron anticuerpos contra el virus, pero solo un 72%
(n=112) mostré titulos protectivos (mayor o igual a 1:80). Se recomienda realizar estudios con una muestra
mds amplia de felinos, para determinar si existen mds genogrupos presentes en gatos, si alguna de las variantes
ocasiona enfermedad en los gatos, ademds investigar el riesgo de infeccién y propagacién de CPPV-1y
establecer si la vacuna previene la persistencia de FPV en estos.
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