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1. Resumen:

La Parvovirosis Canina es una de las virosis mas importantes en el Uruguay vy el
mundo. Afecta a los cachorros produciendo signos clasicos de una gastroenteritis,
muchas veces hemorragica, la cual también pude producir miocarditis y puede llevar
a la muerte del animal. Es producida por el Parvovirus Canino tipo 2 (CPV-2), virus
de la familia Parvoviridae. EI CPV-2 emergio en el afio 1978, teniendo rapida
distribucion mundial y causando una severa enfermedad en perros. Se cree que se
origin6é de una variante del virus de la Panleucopenia felina (FPV) o de los FPV-like
provenientes de carnivoros salvajes. Después de su surgimiento, CPV-2 fue
sustituido rapidamente por 2 variantes CPV-2a y CPV-2b, las cuales se diseminaron
en las poblaciones de perros alrededor del mundo. En el afio 2000, en lItalia, fue
detectada otra nueva variante del CPV llamada CPV-2c. La distribucién de esta
Ultima variante del virus ha alcanzado muchos paises del mundo de forma muy
rapida, incluyendo Uruguay y paises de la region como Brasil y Argentina. Los
animales infectados con esta variante 2c presentan algunas particularidades con
respecto a la afeccion clinica y el rango de mortalidad, no existiendo aun suficientes
investigaciones sobre las diferencias patolégicas y epidemiolégicas de esta nueva
variante. La emergencia y la difusion de las variantes de CPV con diferentes
propiedades antigénicas y epidemioldgicas plantea una considerable amenaza
sanitaria a nivel mundial. En consecuencia, el monitoreo de CPV aislados a campo
ha sido fundamental para entender la evolucion del virus y para desarrollar medidas
preventivas destinadas a controlar la propagacion de las nuevas y viejas variantes.
En términos de proteccidn, aun existe discusion entre la proteccion contra cepas
homologas o heter6logas de Parvovirus canino. Existen controversias sobre la
eficacia de las vacunas basadas en la cepa original (CPV-2) y su proteccion contra
las nuevas variantes. Algunos autores han demostrado la eficacia de las vacunas en
la proteccion cruzada, mientras que otros demuestran lo contrario. Se han
encontrado ademas, animales infectados naturalmente con CPV-2c, que habian sido
vacunados previamente. Estos y otros trabajos dejan abierta la discusion sobre la
utilizacion de las cepas actualmente circulantes en la region para la fabricacién de
vacunas que protejan contra esta enfermedad. Por todo lo expresado, es necesaria
una recopilacién de los trabajos existentes a modo de actualizacion del tema y
discusion de los puntos controversiales para la practica y los desafios diarios a los
que se enfrenta el médico veterinario en Uruguay Y la region.



2. Summary:

The Canine Parvovirus is one of the most important viruses in Uruguay and the
world. It affects puppies producing classic signs of gastroenteritis, often hemorrhagic,
which could also cause myocarditis and can lead to the death of the animal. It is
produced by the Canine Parvovirus type 2 (CPV-2), virus of the Parvoviridae's family.
The CPV-2 emerged in 1978, taking rapid global distribution and causing a severe
disease in dogs. It is believed to have originated from a variant of feline
panleukopenia virus (FPV) or FPV-like from wild carnivores. After its emergence,
CPV-2 was quickly replaced by two variants CPV-2a and CPV-2b, which is spread in
populations of dogs around the world. In 2000, in Italy, it was detected a new variant
called CPV CPV-2c. The distribution of this latest variant of the virus has reached
many countries very quickly, including Uruguay and other countries in the region such
as Brazil and Argentina. Animals infected with this variant 2c have special
characteristics with respect to the clinical condition and the range of mortality, there
isn’t enough research on pathological and epidemiological differences of this new
variant. The emergence and spread of CPV variants with different antigenic and
epidemiological properties poses a significant health threat worldwide. Consequently,
monitoring of field CPV isolated has been fundamental to understanding the evolution
of the virus and to develop preventive measures to control the spread of the new and
old variants. In terms of protection, there is still debate between the protection
against homologous or heterologous canine Parvovirus strains. There are
controversies about the effectiveness of vaccines based on the original strain (CPV-
2) and the protection against new variants. Some authors have demonstrated the
efficacy of vaccines in cross-protection, while others show the opposite. They have
further found, animals naturally infected with CPV-2c, which had been previously
vaccinated. These and other studies leave open the discussion on the use of
currently circulating strains in the region for the production of vaccines that protect
against this disease. For all the above expressed, it is necessary a compilation of
existing studies as an update of the topic and discussion of controversial issues for
the practice and the daily challenges faced by veterinarians in Uruguay and the
region.



3. Objetivo general:

Realizar una revision bibliogréfica sobre la situaciéon actual a nivel mundial y regional
de la Parvovirosis canina y la importancia de las nuevas variantes virales circulantes.

3.1. Objetivos especificos:

3.1.1. Describir las caracteristicas principales del virus y su evolucion; y
determinar las variantes presentes en Uruguay y la region.

3.1.2. Describir como afecta la evolucién viral al cuadro clinico y la patogenicidad
del virus.

3.1.3. Revisar los métodos de diagndstico de la enfermedad y describir cudl es el
mas efectivo para la deteccion de la nueva variante del CPV-2.

3.1.4. Evaluar la eficacia de los planes de vacunacion actuales contra las nuevas
variantes del CPV-2 y la respuesta inmune protectora.



4. Caracteristicas del virus:

Parvovirus Canino Tipo 2 (CPV-2) pertenece a la familia Parvoviridae, es una familia
de virus pequefios, desnudos, con una capside de forma icosaédrica y un tamafio
aproximado de 18 a 26 nm (Fig.1). Dentro de esta familia, el CPV-2, pertenece a los
virus del tipo autonomo, es decir, que son capaces de replicarse por si mismos
dentro del nucleo celular. Esta incapacidad de inducir la replicacion de la célula, hace
gue la multiplicacion ocurra solamente en aquellas en fase S del ciclo celular, lo que
determina en parte, el tropismo del virus. También presentan caracteristicas
hemaglutinantes gracias al antigeno VP2, efecto citopatico a nivel del nacleo celular,
y formacién de cuerpos de inclusion intracelulares (Flint y col., 2003).

Fig. 1. Imagen de la particula viral de Parvovirus Canino extraida del International
Committee on Taxonomy of Viruses (http://www.ictvonline.org/) donde se observa la
estructura icosaédrica del virus.

Dentro de la familia Parvoviridae existen dos subfamilias, la Densovirinae y la
Parvovirinae, dentro de esta ultima, el CPV-2 pertenece al género Parvovirus (Flint y
col., 2003). Los miembros de este género infectan una gran variedad de mamiferos
incluyendo cerdos, varios miembros dentro del orden Carnivora y varios roedores, y
estan caracterizados por poseer hospederos mas o menos especificos (Cotmore y
col.,, 1987; Murphy y col.,, 1995). Es asi que existe Parvovirus Bovino (BPV),
Parvovirus del Pollo (ChPV), Parvovirus Porcino (PPV), entre otros. En este género,
los carnivoros son infectados por tres parvovirus muy relacionados a los que se les
llama “Parvovirus de Carnivoros”, Parvovirus Canino (CPV), Virus de Ila
Panleucopenia Felina (FPV) y Virus de la Enteritis del Vison (MEV). Caninos y
visones son ademas hospederos de otros virus relacionados de la misma subfamilia,
el Virus Diminuto Canino (CPV tipo-1 o MVC) y el Virus de la Enfermedad de los
Visones Aleutianos (AMDV). De todos modos no aparecen interacciones
inmunoldgicas, epidemioldgicas o patoldgicas entre CPV-1 o AMDV y CPV-2, FPV o
MEYV respectivamente entre sus hospederos (Hoelzer y col., 2010).

CPV-2 es un virus ADN de hebra simple de aproximadamente 5200 nucleétidos de
polaridad negativa. Su genoma codifica para dos grupos de proteinas: las no
estructurales (NS1 y NS2) y las estructurales (VP1 y VP2) (Reed y col., 1988). La
proteina NS1 esta formada por 668 aminoacidos y actia en la produccion de la
progenie viral, desde la replicacion y empaquetamiento del ADN, hasta en la


http://www.ictvonline.org/

produccion del efecto citopatico (Caillet-Fauquet y col., 1990; Li y col., 1990;
Vanacker, y col., 1993; Op De Beeck y col., 1995). La proteina NS2 esta formada por
97 aminoéacidos, sus funciones y propiedades aun no son tan conocidas, sin
embargo se sabe que esta implicada en procesos de amplificacion del ADN,
transcripcion del ARN viral, formacién de la capside y empaquetamiento del ADN
dentro del viridn (Naeger y col., 1993; Cotmore y col., 1997).

Las proteinas estructurales forman la estructura morfolégica del virus, 10% la VP1 y
90% la VP2. La estructura consta de una capside icosaédrica de 26 nm de diametro
sin envoltura lipidica (virus desnudo) (McKenna y col., 1999). Estas proteinas son
reconocidas por el sistema inmune del huésped siendo el principal sitio antigénico
del virus con alta variacion. La capside también juega un gran rol determinando los
rangos de hospederos y el tropismo tisular del virus (Hueffer y Parrish, 2003a). El
analisis de las variaciones en estas proteinas estructurales, permiten estudiar la
evolucion del virus (Reed y col., 1988).
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5. Origen de CPV-2y sus variantes:

CPV-2 emergié como un nuevo patdgeno a finales de los afios 70, con una rapida
distribucion mundial y causando una severa enfermedad en perros. Se cree que se
originé de una variante del virus de la Panleucopenia felina (FPV) o de los FPV - like
provenientes de carnivoros salvajes. Para esto se han propuesto varias hipotesis;
estas incluyen una mutacion directa del FPV, una mutacién del FPV vaccinal, o una
adaptacion a nuevos hospederos en carnivoros salvajes como zorros o hurones
(Truyeny col., 1998a y b).

Pruebas seroldgicas realizadas en caninos de Europa o Eurasia, demostraron que
estos fueron infectados con CPV-2 antes del afio 1978 (entre 1974 y 1976), después
de lo cual el virus se distribuyd en perros de todo el mundo durante la primer mitad
de 1978 (Truyen y col., 1994; Parrish, 1999). La cepa especifica ancestral del virus
que dio origen al CPV aun no ha sido identificada, pero CPV deriva claramente de
un FPV o de un virus estrechamente relacionado de carnivoros salvajes como zorros
o visones (FPV-like). Este rol de reservorios salvajes en la emergencia del CPV es
una hipotesis propuesta, pero todavia no existe evidencia concluyente al respecto
(Truyen y col., 1998b; Steinel y col., 2001).

La cepa original del virus de 1978 fue designada como CPV-2 para diferenciarla del
CPV-1 o Virus diminuto de los caninos (MVC) descrito en 1970 y con quien no
comparte relacion antigénica pero si mucho de los signos clinicos de la enfermedad
(Macartney y col., 1988a; Binn y col., 2004). Es probable que el CPV-2 se haya
originado como una variante del virus de la Panleucopenia Felina (FPV), el cual
infecta gatos, mapaches y visones, pero no perros ni cultivos celulares provenientes
de éstos (Truyen y col., 1995). Estos dos virus difieren solamente en un 0,5% de sus
genomas, Yy las propiedades de infeccion caracteristicas de CPV-2 estan controladas
por un pequefio numero de cambios en aminoacidos de la superficie de la capside
(Hueffer y col., 2003b). Dos cambios observados en las posiciones 93 y 323 de la
proteina VP2 de CPV-2 con respecto a FPV, pueden haber sido los responsables de
la capacidad de infectar caninos (Hueffer y col., 2003b). A su vez los cambios en los
residuos 80, 564 y 568, que se encuentran en proximidad en la estructura de la
capside, le impiden, al menos en parte, replicar en gatos o en cultivos de tejidos de
estos (Truyen y Parrish, 1992; Truyen y col., 1996). Asi mismo, cambios ocurridos en
la posicion 300 de la VP2 también se vieron involucrados en el cambio de rango de
huésped (Hueffer y col., 2003b).

La rapida generacion de nuevas variantes del CPV son causa de una alta tasa de
mutaciones que han ocurrido desde el origen del virus y de la existencia de distintas
presiones de seleccion (Shackelton y col., 2005). Durante 1979 emergio la primer
variante del virus, denominada CPV-2a reconocida mediante el uso de anticuerpos
monoclonales. Durante 1979 y 1980, esta nueva cepa reemplazo al original CPV-2 y
se disemind a nivel mundial (Parrish 1994; Hoelzer y col., 2008). El Parvovirus
canino tipo - 2a, a diferencia de la cepa original, tiene una mayor capacidad de
infeccién y puede producir enfermedad tanto en gatos como en perros (Truyen y col.,
1996).

En 1984 surgio la siguiente variante del virus, designada como CPV-2b, la cual
circula actualmente junto con la CPV-2a en las poblaciones de perros alrededor del
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mundo. Este perdié su capacidad de union a células felinas, por lo que causa
enfermedad Unicamente en perros (Hueffer y col., 2003b).

Anteriormente CPV-2a y CPV-2b se diferenciaban de la cepa original en 6 cambios
aminoacidicos en la proteina VP2 de la capside. Cinco de estos cambios estan
presentes en ambas nuevas variantes (posicion 87, 101, 103, 300 y 305), el sexto
cambio es especifico para CPV-2a y CPV-2b (posicion 555 para 2a, y 426 para 2b)
(Parrish y col., 1991b). Actualmente una reversion de las nuevas variantes en la
posicion 555 de la VP2, desde el aminoacido “lle” hacia “Val” originalmente presente
en CPV-2, restringe las diferencias entre CPV-2a y CPV-2b a un solo cambio
aminoacidico en la posicion 426 (de “Asn” a “Asp”). Esto también disminuye a solo
cinco posiciones aminoacidicas compartidas en CPV-2a y CPV-2b, que difieren de la
cepa original CPV-2 (Martella y col., 2005b). La posicién 426 de la VP2 constituye el
mayor sitio antigénico (epitope A), reconocido por los receptores celulares y por los
anticuerpos neutralizantes (Parrish y col.,, 1991b). Estas variaciones en los
aminoacidos son las responsables de los cambios en las propiedades antigénicas y
en los rangos de hospederos (Parrish, 1991a; Truyen y col., 1995).

Una nueva sustituciébn en la misma posicion aminoacidica 426 de VP2, cambi6
desde “Asp” a “Glu”, produciendo una nueva variante del virus, la CPV-2c o también
llamada “mutante Glu-426”. Esta nueva variante surgi6 en ltalia en el afio 2000, y al
igual que las anteriores, present6 una rapida distribucion en las poblaciones caninas
(Buonavoglia y col., 2001) (Fig. 2). Se termin6é de reconocer como nueva variante en
el afio 2004, cuando se desarrollaron anticuerpos monoclonales especificos para su
reconocimiento en ensayos de inhibicion de la hemaglutinacion (Nakamura y col.,
2004).

cPv-2
(1978.1979)

K103N CPV-2a, b, ¢, etc
D3I2IN (1979 - present)
N5E4S
AS680
R, ——
<1900 - present

Fig. 2. Evoluciébn de Parvovirus canino (CPV). Relacion genética, rangos de
hospederos y afio de aparicion del virus de la Panleucopenia Felina (FPV), CPV y
parvovirus relacionados. El virus original causante de la Parvovirosis canina (CPV-2)

12



se extinguio, y fue reemplazado por las nuevas variantes CPV-2a, CPV-2b y CPV-2c.
Extraido de Hoelzer y Parrish (2010).

CPV-2c esta remplazando progresivamente los otros tipos de CPV presentes. En
Italia, en el afio 2005, esta nueva variante antigénica alcanz6 una frecuencia de
aparicion del 60 % sobre las anteriores. Esto fue detectado gracias a estudios
antigénicos y genéticos que mostraron un gran aumento de la presencia del virus
dentro de la poblacion canina (Decaro y col., 2005c; Martella y col., 2005b).

La nueva variante del virus también fue encontrada en Vietnam (Nakamura y col.,
2004), Espaia (Decaro y col.,2006b), Alemania (Shackelton y col., 2005), Reino
Unido (Decaro y col., 2007a) y posteriormente en Uruguay (Pérez y col., 2007),
siendo esta ultima el primer registro fuera de Eurasia. Luego de esta primer aparicion
en América se ha detectado en muestras provenientes de diferentes zonas de
Estados Unidos (Hong y col., 2007), Argentina (Calderon y col., 2009) y Brasil
(Pereira y col., 2008; Castro y col., 2010).

La emergencia y la difusion de las variantes de CPV con diferentes propiedades
antigénicas y epidemiolégicas no solo tienen relevancia evolutiva, sino también
plantea una considerable amenaza sanitaria a nivel mundial. En consecuencia, el
monitoreo de CPV aislados a campo ha sido fundamental para entender la evolucién
del virus y para desarrollar medidas preventivas destinadas a controlar la
propagacion de las nuevas y viejas variantes (Pérez y col., 2007).
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6. Variantes de CPV-2 presentes en Uruguay y laregion:

Segun la anamnesis y los signos clinicos de la enfermedad, la misma estaria
presente en Uruguay desde hace ya varias décadas (1980). En un trabajo realizado
durante el 2006 donde se analizaron 30 muestras provenientes de caninos de
diferentes departamentos de Uruguay (Montevideo, Canelones, San José vy
Lavalleja), 25 de las 30 muestras analizadas resultaron positivas a la presencia de
CPV-2. De las cuales, la principal variante detectada fue CPV-2c en 24 de las
muestras y una sola de las muestra resulté ser CPV-2a (Pérez y col., 2007). En otro
trabajo realizado entre el 2007 y el 2009 todas las muestras colectadas (n=98)
fueron de la variante CPV-2c. Pero en 2010 emergi6 una cepa divergente CPV-2a en
la poblacion homogénea de CPV-2c y alcanz6 una frecuencia de 38% para finales de
ese afio (Pérez y col., 2012).

Un andlisis filogenético comparativo con las cepas de todo el mundo condujo a
entender el origen geografico del CPV-2c uruguayo. La cercana relacion entre la
cepa CPV-2c europea y sudamericana indica que estas tienen el mismo origen. Un
origen comun podria explicar por qué la cepa CPV-2c mas representativa en
Uruguay es 100% idéntica en la regién antigénica de la VP2 con cepas de CPV-2c
colectadas de varios paises europeos. Esto lleva a pensar que cepas europeas y
sudamericanas de CPV-2c se originaron en Europa y luego invadieron Sudamérica
(Maya y col., 2013).

En Argentina se realiz6 un trabajo con 38 hisopados rectales de animales que
mostraban sintomatologia de Parvovirosis. Por la técnica de PCR, se identificd la
presencia del virus y las variantes actuantes. De los 38 animales testeados, 27
revelaron resultados positivos a CPV. De estos 27, 9 fueron identificados como CPV-
2a, 4 como CPV-2b y 14 como CPV-2c. Esto demuestra la presencia de las tres
nuevas variantes del virus que circulan en la poblacién canina de Argentina y la alta
prevalencia de la mas reciente variante CPV-2c (Calderén y col., 2009). Estudios
mas recientes en el mismo pais, muestra que CPV-2c se convirtié en la variante
predominante desde el aflo 2008, con un 91% de incidencia en las muestras
positivas analizadas, mientras CPV-2a y CPV-2b representaron solo un 3,6% y 5,4%
respectivamente (Calderén y col., 2011)

Andlisis de la secuencia en variantes de CPV-2 presentes en Argentina muestran la
aparicion de una nueva mutacion en la proteina VP2, “T440A”, restringido a la
variante local de CPV-2c, la cual presenta una reciente aparicion en la region ya que
se demostré en muestras colectadas durante los afios 2009 y 2010 y no en afios
anteriores (Calderén y col.,, 2011). También se ha observado con estudios
filogenéticos que la variante CPV-2c circulante en Argentina muestra alta identidad
con la variante 2b europea (99,3 — 99,8%), sugiriendo que esta proviene de cepas de
CPV-2b europeas y no Argentinas. Lo contrario a lo sucedido con la variante CPV-
2b, la cual muestra gran identidad con la 2a Argentina (99,8%), indicando que
posiblemente evolucionara de esta (Calderon y col., 2012).

Por otro lado, analisis de la secuencia genética de VP1/VP2 de 29 muestras
obtenidas de perros con sintomatologia de CPV-2, provenientes de diferentes
regiones de Brasil entre los afios 1980 y 2005, revelaron que la variante antigénica
predominante fue CPV-2a (Pereira y col., 2008). Otro estudio realizado en el Sur de
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Brasil, con 32 muestras provenientes de cachorros no vacunados, entre los afos
1995 y 2009, indican la presencia de la nueva variante CPV-2c la cual muestra alta
identidad (100%) con las cepas CPV-2c de América del Sur. Todas las muestras
colectadas entre 1995 y 2003 fueron caracterizadas como CPV-2a, entre 2004 y
2006 se detectaron las variantes CPV-2a (50%) y CPV-2b (50%), y luego del 2006 la
mayoria fueron positivas para CPV-2b. Una sola muestra revel6 la presencia de
CPV-2c. También fue observado luego del 2004 la mutacién en el residuo 440 de la
VP2 (insercion de “A”) en todas las variantes CPV-2a detectadas. Este trabajo
muestra un patron de evolucién del virus similar al ocurrido en el resto de los paises
de la region y del mundo (Castro y col., 2010).

Estos estudios sefialan una rapida distribucion de la variante CPV-2c desde su
emergencia y una fuerte sustitucion de esta sobre los tipos anteriores. También
demuestran la no presencia del virus original (CPV-2) a no ser las utilizadas en la
formulaciébn de vacunas. Lo que estd sucediendo en la region es similar a lo
sucedido en Italia, donde luego de la emergencia del CPV-2c, la proporcion con las
otras variantes era de un 17% en el afio 2000, siendo en el 2004 un 60% (Martella y
col., 2005b). Demostrando asi una fuerte habilidad de la variante CPV-2c para
reemplazar y eliminar otras viejas variantes del virus.

La alta prevalencia de CPV-2c detectada en Uruguay durante los afios 2006 — 2009
sugiere que, luego de su emergencia, CPV-2c se expandio y reemplazo la poblacion
viral existente. Aunque no hay registros del tipo antigénico que circulaba en Uruguay
antes del 2006, puede hacerse una inferencia observando la dinamica de CPV en
los paises vecinos (Maya y col., 2013). Como ya fue mencionado, en Argentina CPV-
2c¢ fue detectado por primera vez en el 2003 y reemplazd completamente a las cepas
anteriores entre 2008 y 2010 (Calderon y col., 2009 y 2011). En Brasil, la primer
deteccién de CPV-2c fue en el 2008 y alcanzé una frecuencia cercana al 80%
durante el 2008 y 2010(Castro y col. 2011; Streck y col. 2009; Pinto y col. 2012).
Antes de la emergencia del CPV-2c, CPV-2a y 2b eran las variantes circulantes en
ambos paises (Calderon y col., 2009; Pereira y col., 2007). Uruguay debe haber
tenido una poblacion similar de CPV-2a y 2b, y en este contexto, la cepa CPV-2a
colectada en el 2006 debe considerarse una reliquia de estas viejas cepas de CPV-2
que circulaban en las poblaciones uruguayas de perros antes de la emergencia de
CPV-2c en el pais. Estas hipétesis se basan en las relaciones filogenéticas entre las
cepas CPV-2a uruguaya con CPV-2ay 2b de Brasil y Argentina (Maya y col., 2013).

Recientemente, la gradual diversificacion de la poblacion de CPV-2c uruguayo fue
alterada por la emergencia de una nueva cepa CPV-2a. Esta variante fue detectada
por primera vez en abril del 2010 con una frecuencia de 38% durante ese afio (Pérez
y col., 2012). Durante el 2011, CPV-2a continu6 en aumento, alcanzando una
frecuencia de 85%, siendo este el primer reporte mundial donde en una poblacion de
perros con prevalencia de la cepa CPV-2c, es reemplazada por una nueva variante,
en este caso, CPV-2a (Maya y col., 2013). Esta emergencia fue consecuencia de la
invasion de una cepa extranjera. La cepa CPV-2a uruguaya no esta relacionada
filogenéticamente con las cepas del Sur o Norteamérica, incluida la cepa CPV-2a
uruguaya del 2006, sin embargo esta muy relacionada o es casi completamente
idéntica con una cepa asiatica recientemente aislada (Nakamura y col.,, 2004,
Phrmnoi y col., 2010; Zhang y col., 2010).
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Estos hallazgos sugieren que en la uUltima década, Uruguay ha experimentado dos
sucesivos eventos de invasiones por cepas de CPV-2c y CPV-2a con origenes
europeo Yy asiatico respectivamente. Esto refuerza la hipétesis de que los eventos
migratorios de CPV no son raros en ciertas regiones geograficas e indican que las
cepas circulantes pueden ser tan invasivas como se muestra en las tempranas fases
de epidemia de CPV (Maya y col., 2013).
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7. Patogénesis y signos clinicos:

Los caninos son infectados por el CPV-2 a través de la ruta oronasal y luego de su
replicacion inicial en el tejido linfoide, alcanza el epitelio germinal de las criptas del
intestino delgado mediante linfocitos infectados, causando diarrea. La infeccion de
los leucocitos circulantes y de los tejidos linfoides induce una aguda linfopenia,
asociada muchas veces con neutropenia (Pollock, 1982a; Appel y Parrish, 1987).

Luego de 3 — 10 dias se desarrollan los signos clinicos, caracterizados
principalmente por enteritis hemorragica aguda. Los signos consisten en disminucion
del apetito, depresidén, vomitos, deshidratacion, fiebre y diarrea (desde mucoide
hasta hemorragica). La leucopenia es un hallazgo constante, con conteos de
glébulos blancos por debajo de 2000-3000 células/pl de sangre. Esta marcada
leucopenia puede llevar a infecciones secundarias por bacterias oportunistas,
principalmente en el tracto respiratorio. La viremia puede alcanzar titulos muy altos
de ADN viral y persistir por varias semanas, incluso luego de que el virus haya
desaparecido del contenido intestinal. El rango de mortalidad es muy alto en
cachorros (por encima de 70%), pero en adultos generalmente no supera el 1%
(Decaro y col., 2005b; Decaro y col., 2007b).

En cachorros seronegativos de 2 a 3 semanas de edad, el CPV-2 puede replicarse
en células cardiacas induciendo una miocarditis fatal, sin embargo esta forma de
manifestacion no es muy comun ya que los cachorros tan pequefios se encuentran
protegidos por anticuerpos maternales (Greene y Decaro, 2011).

Los parvovirus solo infectan células del huésped que estan en activa fase de
division, por esto, las manifestaciones clinicas de la enfermedad son fuertemente
dependientes de la edad del huésped, y los signos son similares tanto en animales
silvestres como domésticos (Parrish, 1995).

Estudios sobre la distribucion del virus en el cuerpo del animal revelan que existe
una gran distribucién del virus por el organismo (cerebro, cerebelo, médula oblonga,
tonsilas, linfonddulos retrofaringeos y mesentéricos, timo, miocardio, pulmones,
higado, bazo, rifiones, vejiga, medula 6sea, yeyuno, colon y recto) con mayor
preferencia en tejido linfoide y menor por el tracto urinario. En las heces se observan
titulos menores en comparacién con los de los 6rganos internos (Decaro y col.,
2007Db).

Enteritis hemorragica del intestino delgado y aumento de ndédulos linfaticos
mesentéricos y placas de Peyer son las lesiones mas encontradas en perros tras la
muerte a consecuencia de una infeccion con CPV. Histopatolégicamente, el intestino
delgado es afectado por necrosis multifocal de las criptas y cuerpos de inclusion
intranuclear. Ademas de una marcada disminucién de linfocitos en las placas de
Peyer, nédulos linfaticos, bazo y timo (Greene y Decaro, 2011).
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8. Diferencias clinico-patolégicas segun las diferentes variantes del virus:

La distribucion del virus en el organismo del perro tiene un similar comportamiento
entre las variantes, con mayor o menor preferencia por los diferentes tejidos segun
la cepa actuante. En el caso de CPV-2c existe mas preferencia por tejido tonsilar, en
CPV-2b por el bazo y CPV-2a por la médula ésea (Decaro y col., 2007b).

Con respecto a la patogenicidad de las diferentes variantes, se ha comprobado que
las cepas CPV-2a y CPV-2b producen una enfermedad mas severa que la producida
por la cepa original (CPV-2) (Decaro y col., 2005b). También estd demostrado que
estas dos nuevas variantes son eliminadas en mayor cantidad en materia fecal en
comparacion con la cepa original (CPV-2) (Carmichael, 1994).

Otro estudio realizando infecciones experimentales, ha demostrado que la variante
CPV-2a es mas patogénica comparada con la CPV-2b. Existiendo diferencias en el
porcentaje de mortalidad (80-60% en CPV-2a y 20% en CPV-2b), mayor
presentacion de signos clinicos en CPV-2a y menor tiempo de exhibicién de los
mismos. Ademas de mostrar lesiones histopatologicas mas severas en CPV-2a. Sin
embargo la produccién de anticuerpos es mayor en la cepa CPV-2b, comparado con
CPV-2a (Moon y col., 2008).

En un estudio realizado con 6 cachorros infectados con la variante CPV-2c, se
caracterizé a la enfermedad con un curso de mediana prolongacién (5 a 7 dias) y
rapida recuperacion. No se evidenciaron vomitos ni diarrea hemorrégica, pero si
diarrea mucoide a los 3,5 dias, fiebre, depresién y disminucion del apetito. Todos los
cachorros mostraron una relativa leucopenia y linfopenia entre los dias 9 a 13
(Decaro y col., 2005b).

Con respecto a la patogenicidad de las cepas virales in vitro, en cultivos celulares
infectados con CPV-2 y CPV-2c, se encontré que la variante CPV-2c produce menor
efecto citopatico en cultivos de la linea CRFK (origen felino) que en cultivos
primarios obtenidos a partir de corazén fetal canino (FCH). En cuanto la cepa original
(CPV-2) no mostré diferencias en el efecto citopatico producido entre estos dos
cultivos (Puentes y col., 2012b).
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9. Métodos de diagndstico de CPV:

Si bien es sabido que en la practica, la gran mayoria de las clinicas veterinarias del
pais utilizan la anamnesis y la sintomatologia como herramientas para realizar el
diagnéstico de parvovirosis, existen distintos patdgenos que pueden causar cuadros
clinicos similares de enteritis en caninos como Coronavirus, Adenovirus, Morbilivirus,
Rotavirus, Coccidias, entre otros (Pollock y Carmichael, 1982b). Es importante tener
un diagnastico rapido y certero de la enfermedad, para prevenir la propagacion de la
misma, por esto, para el diagnéstico definitivo es necesario utilizar técnicas de
laboratorio eficaces.

Se han desarrollado muchos métodos de laboratorio para el diagnostico de la
infeccion por CPV. Generalmente estos métodos se realizan en las heces de perros
afectados (0 en el contenido intestinal si el animal esta muerto). En estados
avanzados de infeccion, muestras de sangre con anticoagulante (EDTA) pueden ser
Utiles para el diagnéstico ya que la viremia en CPV es excepcionalmente duradera
(Decaro y col., 2005a, b).

La prueba de Inmunocromatografia (IC) es el método de diagndstico a campo mas
rapido y comdn 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 (Esfandiari y Klingeborn, 2000). 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
(Desario y col., 2005). En un trabajo realizado por Puentes y col. (2010), se comparo
el diagnéstico clinico realizado por veterinarios y el test de IC comercialmente
disponible en Uruguay, determinando que aproximadamente el 50% de los
resultados clinicos presuntivos de CPV, arrojaban resultados negativos por IC. En
este mismo sentido, Desario y col. (2005) compararon las pruebas de
Inmunocromatografia (IC) con las técnicas moleculares para el diagnostico viral,
observando que la sensibilidad de la IC no excede el 50% con respecto a los
métodos basados en la deteccion del acido nucleico; sin embargo la especificidad
fue de 100%. La pobre sensibilidad de la técnica de IC fue asociada con la baja
carga del virus en las heces durante estadios avanzados de infeccion y/o la alta
presencia de titulos de anticuerpos contra CPV en la luz intestinal que pudieron
secuestrar gran cantidad de particulas virales. Marulappa y Kapil (2009)
desarrollaron un test de inmunocromatografia para detectar antigenos de CPV en las
heces y para cuantificar anticuerpos contra CPV en el suero (Slide agglutination test
—SAT- para el antigeno y Slide inhibition test —SIT- para los anticuerpos). Estos
ensayos rapidos son muy Uutiles por su aplicacion a campo y para el manejo de
criaderos. La técnica SIT puede ser utilizada para refinar el tiempo de vacunacion
contra CPV en cachorros. Por ejemplo, si el cachorro tiene altos niveles de
anticuerpos maternos, este puede ser vacunado mas tarde. Pero el cachorro puede
ser vacunado luego de un resultado negativo o bajo de anticuerpos contra CPV. De
esta forma se hace mas efectiva la vacunacion contra CPV. La técnica SAT también
puede ser utilizada para la deteccion rapida de contaminacion ambiental con CPV,
para verificar la eficacia de descontaminacion en un area. Ambos test son practicos
para su uso en criaderos debido a que los reactivos son faciles de conseguir, su
costo es bajo y puede ser utilizado en todos los animales del criadero para chequear
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su nivel de anticuerpos contra CPV, y la técnica es rapida de implementar
(Marulappa y Kapil, 2009).

Otros métodos que se han utilizados para el diagndéstico a partir de materia fecal de
animales enfermos, han sido el aislamiento viral, Hemoaglutinacion y ELISA. Estos
métodos tienen la desventaja que exigen equipamientos de laboratorio, muchas
veces no disponibles en clinicas veterinarias (Puentes y col., 2010, 2012a;
Marulappa y Kapil, 2009; Desario y col., 2005). La hemoaglutinacion (HA) y el
aislamiento viral (VI) son técnicas que deben ser realizadas en laboratorios
especializados y su mayor desventaja es su menor sensibilidad, probablemente
causada por los anticuerpos presentes en la luz intestinal de los perros infectados,
los cuales pueden unirse a viriones y prevenir tanto la HA como también la union del
virus a los receptores celulares (Desario y col., 2005). Esto ha sido demostrado en
infecciones naturales y experimentales, donde CPV es detectable por estas técnicas
solamente unos pocos dias luego de la infeccion, pudiendo dar ademas resultados
falso-negativos a pesar de haberse encontrado alta carga de ADN viral (Decaro y
col., 2005a, b).

En los ultimos afios se han desarrollado técnicas moleculares con alta sensibilidad
para la deteccién de CPV-2 como ser la Reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR)
y la Real Time PCR (gPCR), siendo esta Ultima capaz de detectar y cuantificar ADN
viral en materia fecal de animales infectados, con alta sensibilidad y especificidad y
menor tiempo que la PCR convencional. La qPCR posee también un mayor
rendimiento que la PCR convencional ya que permite el procesado de varias
muestras simultdneamente (Decaro y col.,, 2005c; Streck y col., 2013). La alta
sensibilidad y reproducibilidad de la técnica gPCR permite la identificacion de bajos
titulos de CPV eliminados en las heces de perros, ayudando a adoptar adecuadas
medidas de profilaxis para prevenir la infeccion por CPV, especialmente en criaderos
y refugios, donde este virus es responsable generalmente de dramaticas epizootias
(Kumar y Nandi, 2010). Esta técnica fue utilizada con éxito en estudios de la
patogénesis del virus tanto en infecciones naturales (Decaro y col., 2005b) como en
experimentales (Decaro y col., 2005a) y fue también utilizada para evaluar la
distribucion del virus en diferentes tejidos (Decaro y col., 2007b). En conclusion,
estas técnicas moleculares han demostrado ser mucho mas sensibles a las que se
han utilizado mas cominmente para detectar CPV (Tabla 1).

Tabla 1: Imagen extraida de Desario y col., 2005, donde se comparan las técnicas de

Inmunocromatografia (IC), Hemaglutinacion (HA), aislamiento viral (VI), PCR
convencional y Real time PCR para la deteccion de CPV en materia fecal.
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Results of the five laboratory tests used for the detection of CPV-2 in the
faeces of diarrhoeic dogs

Samples IC HA VI PCR* Real-time"
Positive 41 50 54 68 73
Negative 48 39 35 21 16

IC, immunochromatographic test; HA, haemagglutination assay; VI, virus
isolation on cell cultures.

* Buonavoglia et al. (2001).

b Decaro et al. (2005).

Finalmente, la caracterizacion del virus es particularmente interesante desde el
punto de vista epidemiolégico o para diferenciar cepas vacinales de cepas de
campo. Una técnica utilizada histéricamente con este fin, fue la Inhibicion de la
hemaglutinacién (IHA), donde se desarrollaron métodos que lograron diferenciar la
variante 2c de la 2b del CPV (Nakamura y col., 2004). Sin embargo estas técnicas
solo pudieron ser aplicadas en muestras de heces con Optima actividad
hemaglutinante o con aislamientos de virus obtenidos de cultivos celulares. Solo
especimenes obtenidos con titulos mayores o iguales a 1:64 pudieron ser
caracterizados, pero sin embargo, muchas muestras con altos titulos de ADN viral
resultaron negativos o pobremente positivos para la hemaglutinacién (Decaro y col.,
2005c; Desario y col., 2005). Actualmente, la secuenciacion genética de fragmentos
amplificados del genoma viral, es el método mas adecuado para la caracterizacion
de CPV, el cual esté siendo utilizado para conocer la distribucion de las variantes del
virus en distintas regiones geograficas y comprender asi su evolucion (Maya y col.,
2013; Kaelber y col., 2012).
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10. Respuesta inmune protectora contra Parvovirus:

La respuesta inmune protectora contra Parvovirus Canino es predominantemente
humoral, siendo los anticuerpos capaces de neutralizar la mayoria de las particulas
virales. La importancia de los anticuerpos en la proteccién contra la infeccion, ha
sido demostrada por la efectividad de la inmunidad materna mediada por
anticuerpos, que confiere eficientemente proteccion contra Parvovirus. Se ha visto
claramente que la inmunidad mediada por células, juega un rol importante y tiene
que ver fundamentalmente con la recuperacion de la enfermedad (Hoelzer y Parrish,
2010).

En cachorros, los anticuerpos derivados de la madre (MDA), representan la mayor
proteccion contra la infeccion por CPV, pero al mismo tiempo estos anticuerpos
interfieren con la vacunaciéon contra el virus (Gooding y Robinson, 1982; Chappuis,
1998). Los anticuerpos son transferidos de la madre a su descendencia
principalmente a través de la placenta y el calostro. Aunque también titulos
considerables de anticuerpos contra CPV han sido observados en la leche, estos
probablemente proporcionan alguna proteccién en la mucosa intestinal frente a la
infeccion por CPV (Decaro y col., 2004). La inmunidad derivada de la madre protege
fuertemente a los animales jovenes contra la infeccion por CPV secuestrando el
virus antes de la aparicion de la viremia, previniendo asi la colonizacion del epitelio
intestinal (Macartney y col., 1988b). En un trabajo realizado en perros con diferentes
titulos de anticuerpos hemoaglutinantes, se demostré que los grupos con titulos de
320 y 160 no desarrollaron signos clinicos considerables luego de la infeccion por
CPV. En los perros con titulos de 80 ocurrieron sintomas leves de diarrea, depresion
y anorexia en los dias 4 a 9 post infeccién. Sintomas mas severos, que incluyeron
vomitos, fiebre y diarrea al dia 4 a 9 post infeccion, ocurrieron en los perros con
titulos de 40 y en los del grupo con titulos menores a 10. En este ultimo grupo
ademas fue registrada una transitoria leucopenia con 40 — 45% de reduccion del
recuento de globulos blancos. El grupo con titulos de anticuerpos de 320 fue el Gnico
donde no se encontrd el virus en las heces en ningan momento (Fig. 3). Por lo tanto,
con esto se puede observar que la severidad de los signos clinicos es inversamente
proporcional a los titulos de anticuerpos presentes al momento del desafio (Decaro y
col., 2005a).

—+— Group A (320)
—a— Group B (160)
—a— Group C (80)
—a— Group O (40)
- < - Group E {<10)

1] P

Clinical scores

o 1 2 3 4 5 6 7 8B 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Days postinfection
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Fig 3: Imagen extraida de Decaro y col., 2005a, donde se observan la relacién entre
la sintomatologia clinica de Parvovirosis canina en funcion de los titulos de
anticuerpos maternos medidos por Inhibicién de la Hemaglutinacion. A mayor titulo
de anticuerpos, menor sintomatologia evidente luego de la infeccion

Como consecuencia de la proteccion que brinda los anticuerpos maternos al
momento de la infeccidon de un cachorro, también se observa una declinacién de los
anticuerpos maternos circulantes, que podria explicarse por la formacion de
complejos inmunes tanto a nivel sanguineo como en la mucosa intestinal,
secuestrando el virus desafiante en activa replicacion, limitando y retrasando la
replicacion viral y su eliminacion fecal (Macartney y col., 1988b).

Se ha reportado que las variantes 2a y 2b del parvovirus son eliminadas en heces en
titulos mucho mas altos que la variante original (CPV-2), probablemente como
consecuencia de la adaptaciéon de las variantes al hospedero. Para esto, las
variantes 2a y 2b del CPV debieron haber generado la habilidad de replicarse en
cachorros con altos titulos de MDA los cuales previenen la replicacion de la variante
original de CPV (Carmichael, 1994; Decaro y col., 2005a).

Del punto de vista de la respuesta inmune generada por caninos expuestos al virus
de forma natural, en un estudio realizado en Uruguay con 142 animales adultos sin
antecedentes de vacunacion, se encontré que un 89,4% y 91% fueron seropositivos
a CPV-2 y CPV-2c respectivamente, con titulos hemaglutinantes promedios de 1/930
y 1/1370 (Eliopulos y col., 2010). Esto demuestra el alto porcentaje de inmunizacion
natural que ocurre con CPV en estos animales y si bien ya no se detecta la variante
CPV-2 en la naturaleza, existen reacciones cruzadas entre esta y las nuevas
variantes, lo que explica el alto porcentaje encontrado en este trabajo. Por otro lado,
si consideramos como titulos protectores por hemaglutinacion aquellos mayores o
iguales a 1/80, la poblacién estudiada estaria, en promedio, ampliamente protegida
de forma natural contra la enfermedad (Eliopulos y col., 2010).
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11. Eficacia de las vacunas actuales contra las nuevas variantes de virus:

A finales de 1970 y principio de 1980 ambas vacunas vivas e inactivadas de FPL
fueron usadas para proteger a perros contra la enfermedad causada por CPV,
debido a que los antigenos compartidos estimulaban una suficiente proteccién
cruzada entre ambos virus (Chalmers y col.,, 1999). Sin embargo, los niveles de
proteccion que ofrecian eran pobres y con corta duracién de inmunidad. Estas
vacunas fueron reemplazadas con vacunas conteniendo CPV vivas atenuadas, las
cuales proporcionaron una excelente proteccibn y una larga duracion de la
inmunidad. Actualmente las vacunas vivas atenuadas en su mayoria son producidas
con las cepas CPV-2 y algunas son fabricadas con la variante 2b. Desde que el virus
tipo 2 fue enteramente reemplazado a campo por los virus 2a, 2b y ahora 2c, existe
actualmente una preocupacion mundial sobre el nivel de proteccion que ofrece las
vacunas atenuadas del tipo 2 original (Pratelli y col., 2001; Truyen, 1999).

Sin embargo, estas diferencias antigénicas, no serian la Unica causa de una falla en
la proteccion de animales vacunados contra CPV. Otros factores que también juegan
un rol clave en la correcta inmunizacion de los cachorros estan relacionados con la
interferencia de la inmunidad pasiva, el estado de salud de los animales (sobre todo
la parasitosis y la nutricion), la cantidad de dosis de vacunas administradas y el
tiempo entre la Ultima inmunizacion y la exposicion al virus (Puentes, 2012b).

En relacion a la interferencia de la inmunidad pasiva y la vacunacion, si bien desde
hace muchos afios se conoce que existe una clara interferencia de la inmunidad
materna frente a la vacunacion y que se han establecidos que titulos de IHA
mayores 0 iguales a 20 pueden causar fallas en la inmunizacion mediante
vacunaciéon contra CPV (Pollock y Carmichael, 1982b), algunos trabajos recientes
han demostrado que a pesar de que exista interferencia, la mayoria de los animales
seroconvierten adecuadamente. De Cramer y col. (2011) realizaron un experimento
con 121 cachorros de 3 razas (Rottweilers, Ovejeros Alemanes y Mastiff
Sudafricano) los cuales fueron divididos en grupos y vacunados unos a las 4
semanas de vida con una vacuna monovalente conteniendo la cepa 2 (Primodog —
Merial — Francia) y otros a las 6 semanas con una vacuna polivalente (Eurican
DA2PPi2 — Merial — Francia). A pesar de los altos titulos de anticuerpos maternos, el
80% de los animales vacunados a las 4 semanas seroconvirtieron con valores
mayores o iguales al minimo valor de anticuerpos establecido para proteger contra
CPV. El 20% restante de este grupo seroconvirtieron en la segunda dosis de
vacunacion. Este trabajo demuestra claramente que esa interferencia puede ser
relativa y los cachorros con titulos de anticuerpos maternos, podrian responder
adecuadamente a la vacunacion contra CPV, generando titulos capaces de
protegerlo frente a la exposicion al patégeno. En este sentido, se ha establecido que
los titulos de anticuerpos maternos en los cachorros descienden aproximadamente
entre los dias 40 y 69, segun la exposicion que tenga el animal a virus de calle (lida
y col., 1990). Por lo tanto, es por eso que se sugiere que la primera inmunizacién
contra CPV sea a partir del dia 30, teniendo en cuenta que aun persistiendo los
anticuerpos maternos, los cachorros podrian responder adecuadamente a la
vacunacion. La misma realizada mas tarde, podria suponer una infeccién de los
animales, por una baja de la inmunidad materna que podria ser fatal.
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La interferencia de los anticuerpos maternos con la inmunizacién activa contra CPV
ha sido parcialmente superada utilizando ya sea vacunas con alto titulo (Burtonboy y
col.,, 1991; Hoare y col., 1997) o con vacunacién intranasal (Buonavoglia y col.,
1994; Martella y col., 2005a). La vacunacion intranasal, si bien no es utilizada en la
practica veterinaria, es capaz de provocar una respuesta inmune en animales con
titulos de MDA de IHA de 160 (Martella y col., 2005a). Esto sugiere que existe una
replicacion activa de la cepa vaccinal en el epitelio de la orofaringe de estos
cachorros, a pesar de la presencia de altos titulos de MDA.

En otro sentido, en cuanto a la proteccion de las vacunas y las nuevas variantes del
virus, varios autores han demostrado marcadas diferencias en los titulos de
anticuerpos por seroneutralizacion in vitro, entre cepas homodlogas y cepas
heter6logas, encontrandose mayores diferencias entre cepas 2 y las variantes 2a y
2b, que entre las mismas variantes (2a y 2b) (Pratelli y col., 2001, Ohshima y col.,
2008, Cavalli y col., 2008) (Fig. 4). Ademas, estudios con anticuerpos monoclonales,
han demostrado que cada nueva variante antigénica ha perdido al menos un epitope
neutralizante comparado con la ex variante, lo que podria significar de alguna
manera diferencias del punto de vista inmunolégico (Strassheim y col., 1994; Pereira
y col., 2007).
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Fig 4: Imagen realizada por Puentes (2012c) con datos extraidos de Cavalli y col.,
2008, donde se muestran la reaccion cruzada in vitro utilizando Seroneutralizacién
(SN) e Inhibicién de la Hemaglutinacion (IHA) entre cepas homoldgas y heterdlogas
de CPV.

Sumado a estas significativas diferencias en cuanto a la reaccién cruzada in vitro
entre cepas de CPV (lo que podria suponer una efectividad limitada de la
vacunacion), también se han encontrado animales infectados naturalmente con el
virus, que tenian historia de vacunacion previa (Pérez y col., 2007; Calderén y col.,
2009; Puentes y col., 2012b) (Tabla 2). En un trabajo realizado por Castro y col.
(2011), fueron analizadas un total de 37 muestras fecales de cachorros con historial
de vacunacién contra CPV, los cuales presentaban signos clinicos de gastroenteritis
y confirmacién de infeccién por CPV en pruebas de laboratorio. La mayoria de las
muestras eran de cachorros mayores a 4 meses, 20 de estos vacunados con
vacunas multivalente de CPV-2, otros 3 vacunados con CPV-2b, para los 14
restantes no se conocia el tipo de vacuna administrada. En los 3 cachorros
vacunados con la cepa CPV-2b, se encontrd la variante CPV-2a y CPV-2b, en los
cuales no se encontrd6 la mutacion en el nucledtido 4494 (A — G), que es
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caracteristica de la cepa vaccinal, confirmando que la infeccién fue por cepas de
campo y no causada por los virus de la vacuna.

Tabla 2: Imagen extraida de Calderon y col., 2009 donde se observar el alto
porcentaje de perros con CPV que habian sido vacunados previamente (81%). De
estos, el 50% tenian la cepa CPV-2c en muestras de materia fecal.

Age, gender, vaccination records and clinical signs of dogs infected with CPV.

Strain Year Age (month) sex Breed Vaccination status Clinical signs CPV strain Procedence
Arg1 2002 NA NA R NA NA CPV2a NA

Arg2 2003 4 F D V(C) + CPVZ2a Buenos Aires
Arg3 2003 6 M R NV + CPV2b Buenos Aires
Arg4 2003 4 M LR VI + CPV2a Buenos Aires
Args 2003 135 M NA ViC) + CPVZh Buenos Aires
Arg 6 2003 5 M MB Vi(C) i CPV2a Buenos Aires
Arg7 2003 MA F MB VIMNA) i CPV2a Buenos Aires
ArgB 2003 6 F C ViC) + CPV2c Buenos Aires
Arg 9 2003 5 M MB NV s CPV2a Buenos Aires
Arg 10 2003 4 F R Vi(C) i CPV2b Buenos Aires
Arg 11 2003 4 F MB ViC) i CPV2a Buenos Aires
Arg 12 2005 NA M AD NA NA CPV2c Buenos Aires
Arg 13 2005 NA MNA NA NV NA CPV2c Buenos Aires
Arg 14 2007 1 M ST Vi(C) i CPV2c Bahia Blanca
Arg 15 2007 MNA M SFT VI(NA) i CPV2c Bahia Blanca
Arg 16 2007 3 M YT ViC) NA CPV2b Mar del Plata
Arg 17 2007 3 F P ViC) NA CPV2a Mar del Plata
Arg 18 2007 2 M MP Vi(C) i CPV2a Mar del Plata
Arg 19 2008 2 M R VIiC) + CPV2c Buenos Aires
Arg 20 2008 & MNA AD Vi(C) i CPV2c Bahia Blanca
Arg 21 2008 2 NA AD ViC) i CPVZc Bahia Blanca
Arg 22 2008 2 NA AD Vi(C) i CPV2c Bahia Blanca
Arg23 2008 2 NA AD ViC) i CPV2c Bahia Blanca
Arg 24 2008 5 M MB viC) + CPV2c Buenos Aires
Arg 25 2008 2 F MS V(C) s CPV2c Tandil

Arg 26 2008 2 M GS Vi(C) + CPV2c Rio Negro
Arg 27 2008 2 M GS ViC) + CPV2c Rio Negro

F: female: M: male: MB: mixed breed; LR: Labrador Retriever; GS: German Shepherd; R: Rottweiler; D: Doberman; AD: Argentine Dogo: MS: Miniature Schnauzer; ST: Skye
Terrier: YT: Yorkshire Terrier; SFT: Smooth Fox Terrier: C: Cocker; P: Poodle: MP: Miniature Poodle; V: vaccinated; NV: non-vaccinated: C: complete vaccination according to
its age; I: incomplete vaccination; NA: no information available; ¥z yes.

Sin embargo, por otro lado y contradiciendo estos hallazgos, varios autores
demuestran que existe suficiente proteccion cruzada entre las cepas 2 y las nuevas
variantes virales frente a la infeccion con CPV, lo que supone pensar que las
vacunas siguen siendo vigentes y protegen contra las nuevas variantes que han
aparecido de CPV. Greenwood y col. (1995) demostraron que vacunas atenuadas
con CPV-2, son capaces de proteger a perros contra desafios de campo de cepas 2a
y 2b. Spibey y col. (2008) también demostraron en un ensayo a campo que, perros
vacunados con una sola dosis de una vacuna comercial con CPV-2 (Nobivac —
Intervet) estuvieron protegidos contra los desafios con el tipo 2c salvaje; asimismo,
esta cepa aislada fue capaz de causar una severa enteritis y una marcada
leucopenia en perros no vacunados. También se demostré que la vacuna, ademas
de proteger a los perros contra la enfermedad, previene la eliminacion del virus por
las heces. Con respecto a la proteccion, los titulos de anticuerpos en los perros
vacunados fueron tan altos como aquellos en los perros no vacunados Yy
recuperados. Este trabajo demuestra que a pesar de las diferencias entre la cepa
original tipo 2 y las variantes 2a, 2b y 2c, los perros vacunados con una vacuna del
tipo 2, llegan a generar una fuerte respuesta inmune contra CPV y estan
plenamente protegidos contra los desafios de campo (Spibey y col., 2008).

Otro trabajo experimental realizado recientemente por Wilson y col. (2013)
demuestra que la vacunacion con la cepa CPV-2b de una vacuna comercial
(Duramune DAPPIi+LC, Zoetis), brinda proteccion efectiva contra la enfermedad, la
leucopenia y la eliminacion del virus, luego de haber desafiado a cachorros de entre
8 y 9 semanas de edad con una cepa fuertemente virulenta de CPV-2c. Este trabajo

26



aplicé 2 dosis de dicha vacuna con una separacion de 3 semanas, todos los
animales vacunados mostraron fuerte proteccion y no manifestaron signos clinicos ni
leucopenia luego del desafio con el virus. Sin embargo, el grupo de cachorros
control manifesto la enfermedad luego del desafio.

Al margen de todas estas controversias en las investigaciones realizadas en todo el
mundo en relacién a la proteccién producida por las vacunas entre las cepas de
Parvovirus canino existentes y las nuevas tecnologias aplicadas en vacunas contra
CPV, todavia se observa muchos casos de Parvovirosis clinica en caninos. Sin
embargo, esto ocurre casi exclusivamente en animales jovenes que son infectados
en las primeras semanas de vida, cuando los anticuerpos maternos adquiridos
pasivamente estan disminuyendo y todavia no tienen un plan de vacunacion
apropiado. Igualmente como se menciond, la deteccion de casos de parvovirus en
animales vacunados, demuestran que existirian fallas en la vacunacioén que deberian
ser estudiadas con mayor profundidad (Puentes, 2012b). Los factores inherentes a
la vacuna que pueden afectar la respuesta inmune posvacunacion contra CPV son el
titulo del virus vaccinal, el grado de atenuacion del virus, las propiedades antigénicas
de la cepa vaccinal y la via de administracion (Martella y col., 2005a). En este
sentido, varios autores sugieren que las vacunas actuales deberian ser disefiadas
con las nuevas variantes virales de CPV, con el fin de obtener mayor proteccion de
los animales inmunizados (Truyen, 2006). Sin embargo, como se menciond
anteriormente, estas diferencias antigénicas parecen ser mas notorias en ensayos in
vitro y no tanto en la proteccién real a campo de animales inmunizados y desafiados
posteriormente.

Y por ultimo, otras de las causas que deben ser tenidas en cuenta al hablar de
eficacia de vacunas, es la calidad y el titulo de los antigenos presentes y la
inocuidad de las mismas (Decaro y col.,, 2006a). En Uruguay todas las vacunas
comercializadas son de marcas reconocidas (nacionales y extranjeras), lo que
podria suponer que son de buena calidad. En este sentido, en cuanto a la posibilidad
de que las vacunas contra CPV causen enfermedad, cabe sefialar que la reversion
de la virulencia del virus vivo modificado (MLV) en vacunas contra CPV ha sido
postulado muchas veces, pero nunca fue demostrado. Sin embargo, la atenuacién
de la virulencia ha sido probada ser muy estable (Bass y col., 1982). En un trabajo
realizado por Decaro y col. (2007) donde se analizaron muestras fecales de
animales que desarrollaron gastroenteritis poco después de la vacunacién contra
CPV, se demostro que la diarrea observada se relacionaba a la infeccién por cepas
de campo de CPV-2. Fueron detectadas cepas vaccinales en algunos animales, pero
generalmente estaban asociados a cepas de campo de CPV-2 o con otros
patdgenos asociados comunmente a enteritis en perros (Decaro y col., 2007a) (Tabla
3). Y en cuanto a la calidad de los antigenos presentes en las vacunas,
investigaciones hechas en Uruguay han evaluado la capacidad infectante in vitro de
las vacunas a virus atenuado que se comercializan en el Uruguay (obtenidas de
refrigeradores de clinicas veterinarias), encontrando que 8 de 10 vacunas analizadas
tenian al menos el virus viable capaz de replicarse en cultivos celulares. Esto no
quiere decir que las vacunas en Uruguay funcionen, pero significa que en un
principio el virus se encuentra en condiciones de replicarse en células y
potencialmente inducir una respuesta inmune cuando inoculadas en los animales
(Franco y Puentes, 2011).

27



Tabla 3: Imagen extraida de Decaro y col., 2007a donde se puede observar los
patdgenos detectados en caninos con diarrea que tenian historia reciente de
vacunacion contra CPV. En la mayoria de los casos que se detectaron virus vaccinal
como posible causante del cuadro clinico, también se detectaron otros patégenos.

Results of the diagnostic tests carried out on faecal samples of dogs displaying diarrhoea after CPV vaccination

Protocol no. Origin Vaccine Company D.p.v. CPV vaccine CFV field Other pathogens
strain strain
120004 Hungary Vanguard 72 Pfizer 3 ND 2a ND
30604 Italy, Apulia Vanguard 72 Pfizer 2 ND 2a ND
326/04 Italy. Apulia ? ? 4 2 2a ND
11405 Italy, Marche Duramune DAPPI+ LC? Fort Dodge 3 2b SAH ND CCoV 11T
49/05-C Italy. Piemonte Nobivac PUPPY CP* Intervet 5 ND 2a ND
112405 Italy. Lazio Tetradog-CHPL® Merial 7 ND 2c ND
121/05-A Poland Duramune DAZLP+ Pv* Fort Dodge 2 ND 2a CCoV 11T
121/05-B Poland Duramune DA2LP + Pv® Fort Dodge 2 ND 2a CCoV 11
121/05-C Poland Duramune DAZLP+ Pv* Fort Dodge 2 ND 2a CCoV 11T
128/05 Hungary Nobivac PUPPY CP* Intervet 2 ND 2a MRV
159/05-C Italy. E. Romagna Nobivac PUPPY CP* Intervet 7 ND 2a ND
160/05 Italy., Apulia Canigen CEPFi/L* Virbac 4 2 ND CCoV 1.0
176/05-A Italy. Piemonte Nobivac PUPPY CP* Intervet 4 2 ND CCoV 1
202405 Italy. Lombardia Primodog® Merial 3 2 2a ND
20605 Italy, Apulia ? ? 3 ND 2a CDV, MEV
220/05 Italy, Veneto Nobivac CEPPi* Intervet 3 2 ND CCoV 11T
280405 Italy, Apulia Duramune DAPPI+ LC" Fort Dodge 3 ND 2a CCoV 11
327105 Italy. Campania Vanguard 72 Pfizer 2 ND 2c ND
33R/05-2 Italy. Lombardia Duramune DAPPL+LCP Fort Dodge 6 2b SAH ND ND
338/05-4 Italy. Lombardia Duramune DAPPI+ LC? Fort Dodge 7 2b SAH ND ND
343/05-1 Italy. Piemonte Nobivac PARVO-c* Intervet 4 ND 2a ND
Italy. Piemonte Nobivac PARVO-c* Intervet 7 2 ND ND
Italy. Piemonte Nobivac PARVO-c? Intervet 4 ND 2a ND
United Kingdom ? ? ? 2 ND CCoV I
Hungary Nobivac® PUPPY CP* Intervet 6 2 ND CCoV 11
Italy, Apulia Primodog® Merial 7 2 ND Isospora canis
Italy, Apulia Primodog® Merial 7 2 ND Isospora canis
Italy, Apulia Tetradog-CHPL® Merial 3 ND 2c CCoV 11
Italy. Piemonte Nobivac PUPPY CP* Intervet 3 2 2a ND

D.p.v.. days after vaccination in which the onset of diarrhoea was observed: ND. not detectad

& Type 2-based vaccines.

" Type 2b-based vaccines.

: 7, unknown.
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12. Conclusiones

e El origen del CPV aun es incierto, se cree que deriva de una variante del virus de la
Panleucopenia felina (FPV) o de los FPV — like de carnivoros salvajes.

e La rapida generacion de nuevas variantes del CPV son causa de una alta tasa de
mutaciones en las proteinas de la capside, que han ocurrido desde su origen.

e Estas nuevas variantes han sustituido por completo al CPV-2 original y alcanzaron una
rapida distribucion a nivel mundial.

e En Uruguay y la region el virus esta presente hace ya varias décadas, siendo la
variante CPV-2c predominante sobre las otras.

e Desde el afio 2010, en Uruguay, la cepa CPV-2a esta reemplazando la CPV-2c, como
consecuencia de la invasion de una cepa extranjera.

e CPV produce una severa enfermedad en perros con signos clinicos caracterizados
principalmente por una enteritis hemorragica aguda y marcada leucopenia. Se ha
comprobado que las nuevas variantes producen una enfermedad maés severa en
comparacion con la variante original CPV-2.

e Como método diagnostico, la Inmunocromatografia es lo mas utilizado en la practica
de las clinicas veterinarias, aunque posee una sensibilidad relativamente baja. Lo
mismo sucede con el aislamiento viral, hemoaglutinaciéon y ELISA, pero ademas,
estos ultimos necesitan laboratorios especializados para su implementacion.

e Actualmente las técnicas moleculares son de eleccién para la deteccién del virus,
como ser PCR y qPCR, ambas con altas sensibilidad y especificidad.

e En los ultimos afios se esta implementando la secuenciacion genética como método de
caracterizacion del virus, esto es muy util desde el punto de vista epidemiologico para
diferenciar entre variantes o para diferenciar cepas vacinales de cepas de campo.

e Sobre la respuesta inmune, en cachorros, los anticuerpos derivados de la madre,
representan la mayor proteccion contra la infeccién por CPV, pero al mismo tiempo
estos anticuerpos interfieren con la vacunacion contra el virus, dejando una ventana de
susceptibilidad a la infeccion entre la 4° y 12° semana de vida del cachorro.

e Aunque algunos autores afirman que a pesar de que exista interferencia, la mayoria de
los animales seroconvierten adecuadamente, generando titulos capaces de protegerlos
frente a la exposicién del patégeno.

e Las vacunas utilizadas actualmente para prevenir la infeccion, son elaboradas con
CPV vivo atenuado, la mayoria producidas con cepa CPV-2 original y algunas con la
cepa CPV-2b. Ambas proporcionan una excelente proteccion y una larga duracion de
la inmunidad.

e Con respecto a la inmunidad cruzada, en ensayos in vitro se han encontrado
diferencias significativas en los titulos de anticuerpos entre virus homdlogos y
heter6logos. Sin embargo, los titulos alcanzados por virus heter6logos serian
suficientes para proteger contra CPV. En ensayos in vivo se ha observado que la
vacunacion con cepas heterélogas brinda buena proteccion a los animales.

e Los factores que juegan un rol clave en la correcta inmunizaciéon de los cachorros
estan relacionados con la interferencia de la inmunidad pasiva, el estado de salud de
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los animales, la cantidad de dosis de vacunas administradas y el tiempo entre la
inmunizacioén y la exposicion al virus.
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