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INTRODUCCION

El parvovirus canino (CPV) es el agente causal de |la enfermedad Parvovirosis, una de las principales enfermedades virales caninas. Produce un cuadro de enteritis hemorragica y miocarditis aguda en
cachorros con alta tasa de mortalidad?.

El CPV pertenece al género Protoparvovirus, miembro de la familia Parvoviridae?. Las comparaciones antigénicas y genéticas

m indican que el CPV es una variante de hospedadores de una especie de parvovirus que infecta carnivoros (gatos, visones,
CPV2 15
1978 mapaches, zorros, etc.)3.
: 5-6 amino acid changes at .
MS87L, MI0IT, A300G, '
D305Y, N375D, V555I CPV2a
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El CPV-2 surgid por un salto de hospedero de carnivoros silvestres a domésticos produciendo una pandemia®. La variante
original continud evolucionando y actualmente se describen tres variantes genéticas y antigénicas (CPV-2a, CPV-2b y CPV-
2¢)>.

6-7 amino acid changes
at K80R, K93N, V103A,
D323N, D37SN,
N564S,A568G

El genoma de CPV presenta 5.2 kb y codifica para dos proteinas no estructurales (NS1 y NS2) y dos proteinas estructurales
VP1 y VP28, Las variantes de CPV pueden diferenciarse por un cambio en el coddn 426 de la proteina VP2 que representa el
e ‘ mayor componente de la capside viral’.
cPvab Los parvovirus son relativamente estables en el medio ambiente y la transmision indirecta influye en su dispersion
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poblacional, particularmente en poblaciones de carnivoros salvajes®.
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El grupo de investigacion de Genética de Microorganismos desarrollo un sistema basado en multiplex-PCR-NGS para obtener
»u o el genoma completo de CPV de forma precisa y rdpida directamente de la muestra bioldgicas. Este sistema garantiza una
Figura 1. Primeros reportes de identificacion de las variantes de CPV [(CPV-2a, CPV-2b entre  vigilancia epidemiologica efectiva y contribuye a una mejor comprension de la biologia del virus, optimizando las medidas de

1982y 1985) y (CPV-2c durante 1995-2009)] segun la sustitucion del aminoacido en 426.  preyencién y control. En el marco de mi tesis de Maestria, estamos aplicando este sistema en canes domésticos y animales
Tomado de Tuteja et al., 2022.° silvestres®

OB.' ETIVO Investigar la epidemiologia molecular de variantes circulantes del parvovirus canino (CPV) en Uruguay mediante la
secuenciacion completa de sus genomas
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Las muestras se diagnhostican utilizando un ensayo de - el - e
gPCR. Las muestras positivas se secuencias mediante \ ) \ | | , | | | |
secuenciacion masiva previo enriguecimiento del virus gl e i | R a8 o | R VN | e e
utilizando un panel de cebadores que cubren todo el La prueba se realiza por duplicado y Primera ronda de PCR: amplificacion Segunda ronda de PCR: indexado Programacion del Miseq Ensamblado del genoma completo
. . utilizando un control positivo, un y adicién de adaptadores (SP) y mediante Geneious Prime
genoma en fragmentos solapantes (Flg 2). Las secuencias control interno del huésped (region corrida electroforética Normalizacién y pool de bibliotecas
. del gen ribosomal 18S) y un control Purificacion posterior a PCRy Deteccidn de variantes antigénicas
obtenidas son ensambladas sobre un genoma de negativo. Purificacién posterior a PCRy cuantificacion por Qubit Preparacion del cartucho y flow cell
referencia (F|g 4) cuantificacién por Qubit
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Figura 2. Flujo de trabajo para el procesamiento de muestras del Parvovirus Canino (CPV) mediante el disefio multiplex-PCR-NGS para la obtencion de genoma
completo del virus.
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Figura 4. Mapeo de referencia de las lecturas obtenidas a partir del multiplex-PCR-NGS de la muestra 1A de gato montés.
- s:;;;;;;‘tes pate 12::225222:?‘ (+) 1’;::22:’222:' Se procesaron 9 muestras biologicas extraidas de 3 canes (Canis lupus familiaris) con diagnostico clinico
iE'ﬁAZ‘iZESESZZF“ge" _— e s presuntivo y 2 gatos montés (Leopardus geoffroyi), todos provenientes de Uruguay. Siete muestras fueron
positivas para CPV (gPCR), obteniéndose el genoma de todas ellas. La profundidad de cobertura promedio fue
2 AHsopoana (+) At o se eciizala entre 7692x y 19816x .
2 B Hisopo nasal secuenciacion
Canes (Canis lupus 663 Uru Negativo o ) o ) . _ .
familiaris) 22‘5‘ 3:3 Materia fecal b 22: Ld:z El analisis del codon.426 (rrTarcao.Ior antigénico), revel6 que todas las variantes eran del tipo 2a, en concordancia
( ) con los datos poblaciones disponibles para Uruguay*®.
Figura 3. Muestras y matrices procesadas en cada etapa de laboratorio y analisis bioinformatico del Esta es la primera vez que se diagnhostica y se obtiene el genoma completo de CPV en animales silvestre en
Parvovirus Canino (CPV). Uruguay. Las muestras de gato montés provienen de animales muertos, resaltando el potencial de la

metodologia desarrollada en el laboratorio?. La identificacion de las mismas variantes en perros y gatos monteses
BI B LI OG R a FI’ a indica flujo génico entre las poblaciones domésticas y silvestres de carnivoros.
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