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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, sino sus variantes CPV-2a, CPV-2b y CPV-2c, que
pueden infectar también al gato. El objetivo de esta investigacion fue identificar
genogrupos de CPPV-1y sus variantes en sangre de felinos domésticos del Valle Central
de Costa Rica. Se recolectaron muestras de sangre de 155 gatos, 20 presentados a
clinicas veterinarias (12,9%), 120 a camparfas de castracion (77,4%) y 15 en hogares
(9,7%), y se recopilaron los siguientes datos: fecha de recolecta, identificacion del animal,
sexo, edad, raza, informacion sobre vacunacion, 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 inhibicion de la hemaglutinacion (IHA) y
técnicas moleculares (reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) y secuenciacion).
Mediante IHA se detecté anticuerpos contra CPPV-1 en todos los gatos, 112 gatos
(72,3%) presentaron titulos protectivos (=1:80). Solamente 17 animales se reportaron
como vacunados. Mediante PCR en tiempo real se detectd6 la presencia de CPPV-1 en
sangre de 42 (27,1%) gatos, ninguno presenté anemia, leucopenia o alguna enfermedad
cronica, cinco (11,9%) se encontraban vacunados y tres (7,1%) presentaron una baja
condicion corporal, pero con apetito, y sin ningan otro sintoma o signo asociado al CPPV-
1. El grupo de gatos gPCR positivo no mostré diferencias significativas con el grupo
gPCR negativo con respecto a edad, sexo, estilo de vida, convivencia con otros gatos y

titulo de anticuerpos. En diez gatos asintoméaticos y saludables se logré detectar la
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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, Virus de la panleucopenia felina, leucocitos, PCR,

gato.
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ABSTRACT

Carnivore protoparvovirus 1 (CPPV-1) includes feline parvovirus (or feline panleukopenia
virus, FPV) and canine parvovirus 2 (CPV-2). Currently, CPV-2 is not found in nature
anymore, but its variants CPV-2a, CPV-2b, and CPV-2c can be found infecting cats. The
objective of this research was to identify genogroups of CPPV-1 and its variants in the
blood of domestic cats from the Central Valley of Costa Rica. Blood samples were
collected from 155 cats, 20 presented to veterinary clinics (12,9%), 120 to castration
campaigns (77,4%) and 15 in homes (9,7%), and the following data were collected: date
of collection, animal identification, sex, age, breed, vaccination information, the
environment in which the animal lives (urban or rural), if it lives with other cats, state of
health, suffering from chronic diseases, lifestyle (indoor or outdoor cat) and place of
origin. Blood samples were analyzed by hemagglutination inhibition (HI) and molecular
techniques (polymerase chain reaction (PCR) and sequencing). Antibodies against
CPPV-1 were detected by HI in all cats, 112 cats (72,3%) had protective titers (=1:80).
Only 17 animals were reported as vaccinated. Using real-time PCR, the presence of
CPPV-1 was detected in the blood of 42 (27,1%) cats, none of them presented anemia,
leukopenia, or any chronic disease, five (11,9%) were vaccinated and three (7,1%) had
low body condition, but with appetite, and without any other symptoms or signs associated
with CPPV-1. The qPCR-positive group of cats did not show significant differences with
the gPCR-negative group concerning age, sex, lifestyle, coexistence with other cats, and

antibody titers. In ten asymptomatic and healthy cats, the presence of FPV (n=2) and
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CPV-2c (n=8) in blood was detected, with nucleotide similarities of 100% (GenBank

M38246) and 99,8%-100% (GenBank AF401519) respectively.

Keywords: Canine parvovirus, feline panleukopenia virus, leukocytes, PCR, cat.



1. INTRODUCCION

1.1 Antecedentes

Los virus de la familia Parvoviridae se caracterizan por ser pequeiios (aprox. 25 nm),
desnudos y sumamente resistentes en el medio ambiente. Poseen un genoma de ADN
lineal de cadena sencillay de 4 a 6 Kpb de tamafo (Parrish 1999, Haynes y Holloway
2012). Se dividen en dos subfamilias, Parvovirinae y Densovirinae, que se diferencian
esencialmente por infectar vertebrados e invertebrados, respectivamente. Necesitan de
la divisidon activa de las células del huésped para poder replicarse ocasionando desde

enfermedades subclinicas hasta letales (Zell et al. 2017).

El protoparvovirus carnivoro 1 (CPPV-1) pertenece al orden Piccovirales, familia
Parvoviridae, subfamilia Parvovirinae, género Protoparvovirus, e incluye al parvovirus
felino (o virus de la panleucopenia felina, FPV) y al parvovirus canino 2 (CPV-2, junto a
sus variantes CPV-2a, CPV-2b y CPV-2c). EI CPV-2 emergido del FPV en 1978,
mostrando una homologia del 98 % con FPV y afectando a todos los perros (Battilani et
al. 2006; Hoelzer et al. 2008). Actualmente se consideran como una sola entidad
taxonomica (Tattersall 2006), y son patdégenos importantes de gatos y perros domeésticos,
pero también de carnivoros de vida silvestre. En este grupo también se encuentran el
virus de la enteritis del vison (MEV), el parvovirus del mapache (RPV), el parvovirus del

perro mapache (RDPV) y el parvovirus del zorro azul (BFPV) (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 pueden infectar también al gato; sin embargo, FPV parece ser la



principal especie de parvovirus infectando a los gatos domésticos (Decaro et al. 2008;
Battilani et al. 2011; Balboni et al. 2018). ElI FPV ocasiona panleucopenia (disminucion
de todos los linajes de leucocitos circulantes en sangre) y enteritis (por replicacion en
enterocitos en las criptas intestinales) (Steinel et al. 2001; Stuetzer y Hartmann 2014)
con los siguientes signos clinicos: anorexia, vomitos y diarrea. La infeccion en el tiempo
del periparto provoca hipoplasia cerebelar. Dependiendo de la gravedad de los signos
clinicos, la mortalidad puede variar entre 25y 100% (Stuetzer y Hartmann 2014). Aunque
el FPV afecta sistémicamente a los felinos, también puede infectar a los caninos, pero
en éstos solo se replica a un nivel bajo en tejidos linfoides, sin afectar el intestino y no se

elimina en heces ni induce ningun signo clinico (Truyen y Parrish 1992).

El diagnostico de FPV se realiza mediante técnicas indirectas (diagnostico de
anticuerpos) y técnicas directas (diagnéstico de antigeno o ADN). La prueba de
inhibicion de la hemaglutinacion (IHA) mide el titulo de anticuerpos contra CPPV-1,
proporcionando informacion sobre la proteccion de los animales con respecto al virus,
pero no distingue entre anticuerpos vacunales o anticuerpos debidos a infeccion. Un
titulo mayor o igual a 1:80 se considera protectivo (Truyen et al. 2009). Para el
diagnéstico de antigeno en heces se pueden utilizar pruebas rapidas para el diagnostico
de CPV-2 en perros, ya que detectan tanto el FPV como CPV-2 en gatos, siendo las mas
sensibles y especificas Witness Parvo, Snap Parvo y Speed Parvo (Neuerer et al. 2008).
Finalmente se han desarrollado técnicas moleculares (PCR punto final [PCR] y PCR en
tiempo real [JPCR]) que detectan ADN en sangre entera o heces, y con los que es posible

determinar el genogrupo infectante.



Los gatos infectados excretan el agente en grandes cantidades con las heces; sin
embargo, desarrollan también anticuerpos, capaces de neutralizar el virus en estas y en
sangre (Greene y Sykes 2011; Stuetzer y Hartmann 2014). Estudios han detectado la
presencia de parvovirus en heces hasta seis semanas después de la recuperacion
mediante el uso de técnicas moleculares (Decaro y Buonavoglia 2017; Balboni et al.
2018). En un estudio realizado en Australia, se determiné mediante PCR la presencia
de FPV y CPV-2 en médula 6sea de ocho gatos adultos saludables (uno con FPV y siete
con CPV-2) (Haynes y Holloway 2012). Asimismo, en el norte de Vietnam se determind
mediante cultivo celular la presencia de FPV en células mononucleares sanguineas
periféricas de 15 gatos, aun en presencia de anticuerpos neutralizantes (lkeda et al.
2000). Estos hallazgos hacen concluir, que FPV y CPV-2 son capaces de mantenerse
en los gatos después de la infeccion por periodos prolongados y de manera asintomatica

(Miyazawa et al. 1999; lkeda et al. 2000; Balboni et al. 2018).

Otros estudios de seropositividad de FPV conducidos en poblaciones felinas en Estados
Unidos, determinaron en Colorado un 68,5% (n=276) de gatos positivos, utilizando IHA
(Lappin et al. 2002), y un 39,8% (n=347) en un refugio de Florida utilizando IHA y
seroneutralizacion (SN) (DiGangi et al. 2012). En el sur de Alemania se establecié una
seropositividad de 71% (n=350) usando una técnica inmunoenzimatica (ELISA de
bloqueo especifico) (Mende et al. 2014), mientras que en el noroeste de Francia se
establecio una positividad de 25% (n=469) utilizando IHA (Hellard et al. 2011).
Finalmente, Vietham y Taiwan reportan sobre todo la presencia de CPV-2 en gatos sin
vacunar, tanto silvestres como domeésticos (n=18, CPV-2a: 35,3%, CPV-2b: 29,4%, CPV-

2c: 17,6%) determinado mediante IHA y secuenciacion de ADN (lkeda et al. 2000).



En un estudio realizado hace aproximadamente 13 afios en Costa Rica, se determiné
una seropositividad para FPV de 92,8 % (n= 96) en los gatos del Valle Central y un 100%
(n=93) en gatos silvestres, usando IHA, concluyendo, que el alto nimero de seropositivos
se debia probablemente a una alta contaminacion ambiental debido a las altas tasas de
infeccién o vacunacién de perros (Blanco et al. 2009); sin embargo, no se determiné el o

los protoparvovirus presentes en la poblacion felina costarricense.

1.2 Justificacion

Aunque ya se cuenta con un estudio de seropositividad de FPV en el pais, hasta la fecha,
no se han determinado las variantes de protoparvovirus presentes en gatos domésticos
de Costa Rica. En el estudio de Blanco y colaboradores (2009) los resultados sugirieron
una exposicién natural y a temprana edad de los gatos al FPV, lo que podria deberse a
la relativa estabilidad y resistencia del virus en el medio ambiente y a una alta presencia
del agente en la poblacion de gatos (92,8%), especialmente tomando en cuenta, que
solo el 17,8% de los gatos seropositivos habian sido reportados como previamente
vacunados. Otra posible razén que se discutié en ese trabajo fue la posibilidad, de que
los gatos podrian estar teniendo contacto y exposicién natural a CPV-2, una infeccion
muy comuln en ese entonces en Costa Rica, y como este agente comparte varios
antigenos con FPV, podrian estar ocurriendo reacciones cruzadas en las pruebas
seroldgicas. Basados en las conclusiones de esa investigacion es que el presente trabajo
propuso actualizar los datos de CPPV-1 en felinos domésticos del Valle Central,
establecer la presencia de protoparvovirus en células mononucleares de gatos
seropositivos y caracterizar las variantes presentes en la sangre de los gatos, lo cual

ayudaria a establecer el papel epidemioldgico de los gatos en las infecciones con CPPV-



1. Ademas, aportaria a determinar si CPV-2 y sus variantes afectan de la misma manera
gue el FPV a los gatos, o si todas o algunas de sus variantes se presentan de manera

asintomatica en los gatos.
1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo general
Identificar genogrupos de CPPV-1 y sus variantes en sangre de gatos domeésticos del

Valle Central de Costa Rica.

1.3.2 Objetivos especificos
1.3.2.1 Detectar la presencia de CPPV-1 en sangre de gatos domésticos del Valle Central

de Costa Rica mediante IHA y PCR.

1.3.2.2 Identificar cuales genogrupos y variantes se encuentran en los leucocitos de

gatos seropositivos en el Valle Central de Costa Rica mediante técnicas moleculares.



2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Tipo de estudio

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 cont6 con la autorizacion de la
Comisién de Bienestar Animal y Bioética de la Escuela de Medicina Veterinaria de la
Universidad Nacional de Costa Rica (Anexo 1). A los propietarios de los gatos que
participaron en el proyecto se les inform6 sobre la investigacion y se les solicité su

consentimiento (Anexo 2).

2.2. Poblacion estudiada

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 numero se determin6é con WinEpi
para detectar la presencia de CPPV-1 en muestras de sangre, con un 95 % de confianza
y una prevalencia minima esperada del 2%, y se baso en la suposicion, de que el nUmero
total de gatos en la gran area metropolitana de Costa Rica es proporcional al 5% de la

poblacién humana de esa zona.

2.3. Toma de muestras de sangre y recopilacion de informacién

De cada gato se tom6 una muestra sanguinea de la vena yugular, femoral o cefélica,
2mL se depositaron en un tubo con acido etilendiaminotetraacético (EDTA) y 1mL en un
tubo sin anticoagulante. Las muestras se mantuvieron a 4°C hasta su transporte al

laboratorio de Medicina Poblacional y Zoonosis de la Escuela de Medicina Veterinaria



Universidad Nacional, donde se separoé la capa leucocitaria de la muestra de sangre con
EDTA y el suero de las muestras de sangre sin anticoagulante mediante centrifugaciéon
(30009 por diez minutos), seguidamente se congelaron a -20°C hasta ser sometidas a

analisis molecular o seroldgico, respectivamente.

Durante la toma de la muestra sanguinea se recopilaron los siguientes datos de los
animales mediante un cuestionario: fecha de recolecta de la muestra, identificacion del
animal, sexo, edad, raza, informacion sobre vacunacion, ambiente en el que vive el
animal (urbano o rural), si convive con otros gatos, estado de salud, padecimiento de
enfermedades croénicas, estilo de vida (gato de interior o exterior) y lugar de procedencia

(Anexo 3).

2.4. Inhibicion de la hemaglutinacién

El titulo de anticuerpos contra parvovirus se determind en los sueros felinos utilizando la
prueba de inhibicion de la hemaglutinacion (IHA) descrita por Blanco y colaboradores
(2009). Se utiliz6 como antigeno viral la vacuna contra parvovirus canino Vanguard®,
luego de su inactivacién a 56°C por 30 minutos. Los sueros igualmente se inactivaron a
56°C por 30 minutos en bafio maria, se realizaron diluciones 1/10 de los mismos con
PBS (500uL en total), y se absorbieron por cuatro horas a temperatura ambiente con
50uL eritrocitos de cerdo, (1% en PBS y suero fetal bovino). Seguidamente, con la ayuda
de una micropipeta multicanal se colocaron 50uL de diluyente (PBS) en todos los pozos
de una placa de microtitulo con fondo en V, menos en los pozos Al-F1. Se colocaron
100uL de cada suero (iniciando con la dilucién 1:10) en los pocillos A1-F1. Con la pipeta

multicanal se diluyeron los sueros en base de dos, pasando 50 uL al pocillo siguiente,



mezclando al menos en diez ocasiones y repitiendo el proceso sucesivamente hasta
llegar a la posicién 12 (dilucion 1:20512). Luego se colocaron 50uL del antigeno viral (8
UHA) a todos los pozos con los sueros a analizar, y se incubaron a temperatura ambiente
por una hora. Seguidamente se tomd una suspension de eritrocitos en PBS al 1% y se
colocaron 50 uL en cada uno de los pocillos. En cada placa se incluyé un control de
eritrocitos y un control de virus. Se procedid a agitar suavemente la placa para mezclar
bien, se tapo6 e incubé nuevamente por 40-50 minutos a 4°C. Por ultimo, se procedi6 a
leer los resultados colocando la placa en un angulo de inclinacion de 45 grados,
observando la formacién de las “lengletas” para las muestras con IHA y registrando los
titulos de los sueros. El titulo se determind hasta la dilucién en la que se observaron las

‘lengletas”.

2.5. Andlisis molecular

2.5.1. Extraccién de ADNy PCR

La extraccion de ADN de la capa leucocitaria de las muestras de sangre completa se
realizd con el kit DNeasy® Blood and Tissue (QIAGEN, Hilden, Alemania), como
recomienda el fabricante. Luego se analizaron las muestras mediante la técnica de
reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (QPCR) 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 a
amplificar un fragmento de 99 pb del gen VP2. El volumen de la reaccion (20 yL) incluyo
10 pL de EvaGreen Super Mix 2X (Bio-Rad Laboratories), cada iniciador a una
concentracion final de 400 nM, 5 pL del extracto de ADN y 4 uL de agua grado molecular

(Thermo Scientific). Las condiciones del termociclador fueron una desnaturalizacién



inicial de tres minutos a una temperatura de 95°C, seguido de 40 ciclos de
desnaturalizacion de 15 segundos a 95°C y un minuto a 60°C, y finalmente un ciclo de
fusion, dénde la temperatura se incrementé por 1°C de 65°C a 95°C. Como control
positivo se utilizé el extracto de las vacunas Felocell® y Vanguard®, y como control
negativo agua grado molecular. Todas las muestras amplificando el segmento esperado
y con una curva de crecimiento superando el umbral (calculado automaticamente) entre

los primeros 35 ciclos se consideraron positivas.

Las muestras que resultaron positivas en la gqPCR se sometieron a una PCR anidada,
segun el protocolo descrito por Balboni et al. (2018) dirigido al gen de la proteina VP2
para diferenciar entre las variantes del CVVP-1, mediante los residuos de aminoacidos
criticos 297, 300, 305, 323 y 426. En la primera ronda se utilizaron los iniciadores C-for
(5-CCATTTCTAAATTCTTTG-3’), D-rev (5-TTTCTAGGTGCTAGTTG AG-3’) y en la
segunda ronda C-for (5-CCATTTCTAAATTCTTTG-3), E-rev (5-AAG
TCAGTATCAAATTCTT-3'), los cuales amplifican segmentos de 881 pb y 569 pb,
respectivamente. Para ambas rondas el volumen de la reaccion (12,5 uL) incluyé 2,5 pL
de extracto de ADN, 6,25 yL DreamTagTM PCR Master Mix 2X (ThermoScientific, USA),
0,5 uL (10 yM) de cada iniciador y 2,75 pL de agua libre de nucleasas (ThermoScientific,
USA). El protocolo del ciclo de temperatura de la primera amplificacion consistio en
desnaturalizacion inicial a 95°C durante cinco minutos, 40 ciclos de desnaturalizacion
(95°C por 30 segundos), alineacién (48°C por 45 segundos) y extension (72°C por un
minuto), seguido de una extension final (72°C por cinco minutos). En la segunda
amplificacion, la desnaturalizacion inicial radicé en 95°C por cinco minutos, 40 ciclos de

desnaturalizacion (95°C por 30 segundos), alineacion (49°C por 45 segundos), y
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extension (72°C por 45 segundos), seguido de una extension final (72°C por cinco

minutos).

2.5.2 Electroforesis

Se realiz6 la electroforesis de todos los productos de la PCR anidada, segunda ronda,
en geles de agarosa al 1%, utilizando GelRed (Biotium®) para tefiir 3 yL del producto de
PCR y 1 uL del marcador de peso molecular Thermo Scientific GeneRuler 100pb Plus
DNA Ladder (Sm0321). Se corrié en una camara de electroforesis a 100 voltios durante
40 minutos. Las muestras que presentaron bandas con el peso molecular esperado de

569 pb fueron consideradas positivas.

2.5.3 Secuenciacion y analisis filogenéticos

Todas las muestras que resultaron positivas en la segunda ronda de la PCR anidada y
con el peso molecular esperado se enviaron para ser purificadas y secuenciadas por la
empresa Macrogen en Seoul, Corea del Sur. Las secuencias parciales obtenidas, se
editaron y alinearon con el programa BioEdit Sequence Aligment Editor® (Hall 1999), y
se compararon mediante el algoritmo BLAST (Basic Local Aligment Search Tool) con las
secuencias disponibles en la base de datos de GenBank. Posteriormente se importaron
en MEGA 10 (Kumar et al. 2018), utilizando el algoritmo de Jukes y Cantor (1969) y el
método Neighbor-Joining (Saitou y Nei 1987) para el disefio del cladograma filogenético
sobre el calculo de diez mil réplicas (Felsenstein 1985). Las secuencias de cepas de

referencia fueron incluidas en el andlisis de filogenia.
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2.6. Andlisis estadistico

De la informacion recopilada de cada felino en el cuestionario se elabor6 una base de
datos, incluyendo los resultados de la IHA, el g°PCR y PCR convencional. Se aplico
estadistica descriptiva para caracterizar las muestras positivas, y prueba del chi
cuadrado para establecer diferencias significativas entre grupo de gatos positivos y
negativos en qPCR con respecto a las variables recopiladas (sexo, edad, raza,
vacunacion, ambiente en el que vive el animal, si convive con otros gatos, estado de

salud, padecimiento de enfermedades crénicas, estilo de vida y lugar de procedencia).
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3. RESULTADOS
Del total de 155 muestras analizadas, 130 (84%) provenian de San José, 19 (12%) de

Cartago, tres (2%) de Alajuela y tres (2%) de Heredia (Figura 1).

Muestras colectadas

130

Con tecnologia de Bing
© Microsoft, TomTom

Figura 1.

Distribucion geografica del origen de las muestras colectadas entre mayo y agosto 2021

de 155 gatos pertenecientes al valle central para el estudio.

Las muestras provinieron de gatos presentados en clinicas veterinarias (20), en
campafas de castraciones (120) y de gatos viviendo en hogares (15), cuyos duefios
desearon participar voluntariamente con la investigacion. La mayoria de gatos analizados
tenian 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).



Cuadro 1.
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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
>5a 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
. Castrado 151 97
Castracion No Castrado 4 3
Enfermedades Presente 7 S)
Crbnicas 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 5
. . Solo 49 32
Convivencia Con otros gatos 106 68
i Presente 3 2
Anemia No presente 152 98
i Presente 3 2
Leucopenia No presente 152 98
San José 130 84

) Alajuela 3 2
Procedencia Cartago 19 12
Heredia 3 2

En el Anexo 4 se muestran todas las caracteristicas individuales de los gatos analizados.
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Mediante IHA se detectaron anticuerpos contra CPPV-1 en todos los gatos, 112 gatos

(72,3%) presentaron titulos 21:80 (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 a agosto de 2021.

Titulo Gatos (n=155) %
<1:80 43 28
21:80 -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 tenian acceso al exterior, pero 13 de estos
(30,2%) convivian con otros gatos. Tres gatas (2,0%) presentaron altos titulos con
respecto a los demas, una de ellas con 1:2560 y dos con 1:1280, mientras que en los
gatos vacunados se determind que 16/17 (94,1%) mostraron titulos 21:80 (12 animales
con titulos entre 1:80-1:320, dos con titulos >1:320-1:640 y otros dos animales con titulos

entre >1:640-1:2560). Solamente un animal mostro titulo menor de 1:80 (Anexo 4).

Mediante gPCR se detectd la presencia de CPPV-1 en sangre de 42 (27,1%) gatos, 34
(81%) presentaron titulos de anticuerpos igual o mayores a 1:80, la mayoria viviendo en
areas 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 anos (64,3%).
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Ninguno de los gatos positivos presenté enfermedad cronica, anemia o leucopenia, cinco
(11,9%) se encontraban vacunados y tres (7,1%) presentaron una baja condicion
corporal, pero con apetito, y sin ningun otro sintoma o signo asociado al CPPV-1 (Cuadro

3).
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Cuadro 3.

Caracteristicas generales de los 42 gatos del Valle Central de Costa Rica que resultaron

positivos en la gPCR entre mayo y agosto de 2021.

Variable Categoria N° Gatos positivos (n=42) %
<6m 4 9,5
6-11m 10 23,8
Edad 1-5a 27 64,3
>5a 1 2,4
Raza Sin Raza Definida 41 97,6
De Raza 1 2,4
Sexo Macho 12 28,6
Hembra 30 71,4
Vacunas Vacunado 5 11,9
No Vacunado 37 88,1
Castracion Castrado 42 100
No Castrado 0 0
Enfermedades Presente 0 0
Cronicas No presente 42 100
. . Interior 17 40,5
Estilo de Vida Exterior 25 59,5
Estado Saludable 39 92,9
No Saludable 3 7,1
. Urbano 41 97,6
Ambiente Rural 1 2.4
Convivencia Solo 13 31
Con otros gatos 29 69
Anemia Presente 0 0
No presente 42 100
Leucopenia Presente 0 0
No presente 42 100
<1:80 8 19
Titulos de =>1:80 -1:320 20 47,7
anticuerpos >1:320 -1:640 11 26,2
>1:640 - 1: 2560 3 7,1

En la Figura 2 se muestran los resultados de la prueba de chi cuadrado entre el grupo

de gatos gPCR positivos y negativos.



Prueba Chi Cuadrado

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

Titulos

Edad

Convivencia

Figura 2.

qPCR
Positivos Negativos Total
menor 80 8 35 43
mayor o igual 80 34 78 112
Total 42 113 155

Estadistico Chi-cuadrado (X?): 2.172
Significacion (p) : 0.1405

gPCR
Positivos Negativos Total
Adultos 28 86 114
Cachorros 14 27 41
Total 42 113 155

Estadistico Chi-cuadrado (X?): 1.402
Significacion (p) : 0.2363

gPCR
Positivos Negativos Total
Solos 13 36 49
Con otros gatos 29 77 106
Total 42 113 155

Estadistico Chi-cuadrado (X?): 0.012
Significacion (p) : 0.9141

Estilo de
vida

Sexo

17

qPCR
Positivos Negativos Total
Interior 17 35 52
Exterior 25 78 103
Total 42 113 155

Estadistico Chi-cuadrado (X): 1.240
Significacion (p) : 0.2654

gPCR
Positivos Negativos Total
Hembra 30 79 109
Macho 12 34 46
Total 42 113 155

Estadistico Chi-cuadrado (X?): 0.034
Significacion (p) : 0.8542

Prueba del chi cuadrado para las variables titulos de anticuerpos contra CPPV-1, edad,

convivencia, estilo de vida y sexo, comparando los gatos positivos contra los negativos

en la técnica de qPCR.

No se encontré diferencias significativas entre gatos gPCR positivos y gatos gPCR

negativos con respecto a titulos de anticuerpos contra CPPV-1, edad, convivencia, estilo

de vida y sexo.
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Solamente diez (23,8%) del total de 42 muestras positivas en gPCR se lograron
amplificar en 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
sintomatologia en Estados Unidos y CPV-2, variante 2c 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 sintomatologia 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.

Cuadro 4. Caracteristicas de los 10 gatos en los que se logré determinar la presencia

del genogrupo de CPPV-1.

Acceso | Acceso Similitud
al aotros | Vacu | Titulo | Genogru | nucleoti | Saluda

ID Edad | Sexo | exterior | gatos nado IHA po dica (%) ble
M8 1-5a M Si Si No 1:320 | CPV-2c 100 Si
M20 1-5a M Si Si No 1:640 | CPV-2c 100 Si
M21 1-5a M Si Si No 1:320 | CPV-2c 100 Si
M46 | 1-5a H Si Si No | 1:640 | CPV-2c 99.8 Si
M60 <6m H No No No 1:640 FPV 100 Si
M79 1-5a H Si Si No 1:160 CPV-2c 100 Si
M85 1-5a H Si Si No 1:640 | CPV-2c 100 Si
M88 | 6-11m H Si Si No 1:160 | CPV-2c 100 Si
M91 | 6-11m H Si Si No 1:640 | CPV-2c 99.8 Si
M153 | <6m H No No No 1:640 FPV 100 Si

NOTA H= Hembra, M= Macho
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En el Cuadro 5 se muestran las posiciones mas importantes en la identificacién de
genotipos del CPPV-1, comparando los aminoacidos que corresponden a las secuencias

de referencia con los obtenidos de las muestras secuenciadas en esta investigacion.

Cuadro 5.

Comparacion de aminoacidos relevantes de la proteina parcial VP2 encontrada en la
capside de CPPV-1 en las muestras secuenciadas e identificacion de genogrupos y sus

variantes.

Muestra 297 300 305 323 375 426 Tipo

FPV2 Ser Ala Asp Asp Asp Asn

CPV-2P ° ° ° Asn  Asn °

CPV-2a° ° Gly Tyr Asn ) °

CPV-2bd ) Gly Tyr Asn ° Asp

CPV-2a® Ala Gly Tyr Asn ° °

CPV-2bf ) Gly Tyr Asn ° Asp

CPV-2c9 Ala Gly Tyr Asn ° Glu

M8 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
M60 ° ° ° ° ° ° FPV
M79 Ala Gly Tyr Asn ° Glu CPV-2c
M85 Ala Gly Tyr Asn ) Glu CPV-2c
M88 Ala Gly Tyr Asn ) Glu CPV-2c
M9l Ala Gly Tyr Asn ) Glu CPV-2c
M153 ° ° ° ° ° e FPV

NOTA Los aminoéacidos especificos del huésped que diferencian FPV y CPV estan
resaltados con gris. Las secuencias de aminoacidos deducidas del gen VP2 se
obtuvieron de GenBank, especificamente: 2Prototipo FPV: cepa FPV-b (M38246),
bPrototipo CPV tipo 2: cepa CPV-b (M38245), ‘Prototipo CPV tipo 2a: cepa CPV-15
(M24003), 9Prototipo 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), 9Cepa
de referencia CPV tipo 2c: CPV-695 (AF401519).
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En el Anexo 5 se muestran los mapas de nucleétidos y aminoacidos tanto de FPV como
de CPV-2c y en el Anexo 6 se presenta el alineamiento completo de los aminoacidos

correspondientes a las diez diferentes muestras secuenciadas en este estudio.

El analisis filogenético de las secuencias obtenidas de los diez gatos se muestra en la

Figura 3.
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Figura 3.

Cladograma de analisis 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
méaxima verosimilitud, se eliminaron todas las posiciones que contenian lagunas y datos

faltantes, finalmente se trabajé con 532 posiciones.
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4. DISCUSION
Todos los animales analizados presentaron anticuerpos contra CPPV-1, lo que
concuerda con el estudio de Blanco y colaboradores (2009) que encontré una
seroprevalencia de FPV de 92,8% en la poblacion de gatos de la Gran Area Metropolitana
del pais, pero no con los resultados obtenidos en Colorado, Estados Unidos (68,5%)
(Lappin et al. 2002) y el sur de Alemania (71%) (Mende et al. 2014). La alta presencia de
CPPV-1 determinada en la poblacién de gatos muestreada se puede deber 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 algin momento de su vida
(Poole 1972; Neuerer et al. 2008; Mauro 2015), asi como también, que la mayoria de las
muestras pertenecian a una poblacién de recursos limitados, lo cual ya se ha

correlacionado con la presencia del virus (Orozco et al. 2021).

La mayoria de los gatos analizados en el presente trabajo fueron animales adultos (74%)
y mostraron un estilo de vida de exterior (66%), que se consideran factores de riesgo
para la transmision de enfermedades infecciosas en gatos (Blanco et al. 2009; Gleich et
al. 2009; Murray et al. 2009; Hellard et al. 2011), asi como Balboniy colaboradores (2018)
detectaron CPPV-1 en el 67% de gatos que tenian acceso al exterior. Sin embargo, en
el presente trabajo no se pudo encontrar una asociacion significativa entre gatos

positivos a qPCR y acceso al exterior.

La mayoria de los animales analizados fueron hembras (70%), esto puede haberse
debido a que la mayoria de muestras se tomaron durante campafias de castracion
(77,4%) y posiblemente los propietarios suelen castrar mas a la hembras que a los

machos, simplemente por el hecho de ser las que se deben responsabilizar de las crias
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o por la lamentable cultura que todavia reside en nuestro pais de no afectar “la virilidad”
de los animales machos. Con respecto a esto, es de suma importancia educar a los
propietarios de gatos de castrar tanto a hembras como a machos, ya que es una medida
eficaz y ética para controlar las poblaciones de gatos en las diferentes zonas y no
fomentar el abandono de los animales una vez que nacen y no se cuenta con los recursos

para darles calidad de vida (Navarro y Oliva 2010).

Solamente en un 72,3% de los animales se encontraron titulos protectivos, mientras que
en el estudio de Blanco y colaboradores (2009) todos los gatos seropositivos mostraron
titulos protectivos. Esto podria deberse al cambio y educacion del propietario actual, que,
aunque todavia refleja mucho que mejorar, ha ido entendiendo la importancia de
mantener a los gatos dentro de sus propiedades y es mas consciente, poco a poco la
tenencia de mascotas va mejorando en nuestro pais, en términos de responsabilidad,

alimentacion, cuidados veterinarios y buen ambiente (World Animal Protection 2016).

Del total de los 155 gatos analizados solamente 17 animales se encontraban vacunados,
de los cuales 16 mostraron titulos protectivos (1:80-1:1280). Sin embargo, la gran
mayoria de gatos en edad adulta (94,3%) no se encontraban vacunados, lo que es
sumamente preocupante, sobre todo, porque la vacuna contra FPV se ofrece en el
mercado como vacuna triple, incluyendo otros agentes de importancia para los felinos
como Calicivirus felino y Herpesvirus felino, los cuales son agentes muy comunes y
extremadamente contagiosos (Dawson et al. 2001). Tampoco estarian vacunando contra
el virus de la leucemia felina, que llega a causar neoplasias, siendo considerada una de
las infecciones de mayor impacto en la salud de los gatos domésticos (Restrepo et al.

2013) y finalmente el virus de la Rabia, una zoonosis de importancia que afecta el sistema
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nervioso de manera invariablemente fatal (Castro et al. 2016). Solamente en un caso se
determind un titulo bajo en un gato vacunado de un afio, esto podria haberse debido a

una interferencia de los anticuerpos maternales con la vacuna (Truyen et al. 2009).

La deteccién de ADN de CPPV-1 en sangre de un 27% de gatos, confirma lo reportado
por Balboni et al. (2018) e Ikeda et al. (2000), que también encontraron el agente en

16,7% y 66,7% de sus gatos muestreados de Italia y Vietham-Taiwan respectivamente.

Se conoce que felinos infectados experimentalmente con FPV eliminan el virus en orina
y heces hasta el dia 41 0 42 después de la infeccion, el cual persiste en los pulmones y
los riflones durante mas de 50 semanas en los gatos que se han recuperado (Balboni et
al. 2018). En el caso de las variantes de CVP-2, por los resultados obtenidos por
Miyazawa et al. (1999), Ikeda et al. (2000), Balboni et al. (2018), donde se logré detectar
la presencia de CPPV-1 en células mononucleares de gatos recuperados y sanos, aun
en presencia de anticuerpos neutralizantes, sugiere que CPPV-1 podria ocasionar
infecciones persistentes en los animales (lkeda et al. 2002; Balboni et al. 2018). 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 persistentemente 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 requeriran 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 infectara y enfermar4, lo que aun debe de investigarse.
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El grupo de gatos gPCR positivo no mostro diferencias significativas con el grupo gPCR
negativo con respecto a edad, sexo, estilo de vida, convivencia con otros gatos y titulo
de anticuerpos, por lo que no podemos afirmar que estas variables cualitativas y su
resultado en la gPCR estén significativamente asociados, concordando con estudios
anteriores (lkeda et al. 2002; Balboni et al. 2018); sin embargo, se requiere de mas

estudios con una poblacion mas amplia para poder establecer si existe 0 no asociacion.

En ocho (19%) de los gatos que resultaron positivos en gPCR, se establecieron titulos
de anticuerpos menores a 1:80, lo cual podria deberse a que los gatos se encontraban
en una fase inicial (aguda) de la infeccion. Se ha determinado, que los anticuerpos
generalmente aparecen ente la primera a segunda semana de la infeccién, sin embargo,
se ha reportado la aparicion de anticuerpos tan temprano como tres a cinco dias post
infeccion, (Haynes y Holloway 2012; Moredo et al. 2018). De los animales gPCR
positivos, cinco (11,9%) tenian historial de vacunacion; sin embargo, es imposible
establecer, si el ADN encontrado en los gatos era de la vacuna, de una infeccion previa
o después de la vacunacion. 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 dias
en sus heces, sufriendo una infeccion leve o asintoméatica (Bergmann 2019), pero se
desconoce hasta la fecha, si las vacunas producen persistencia o pueden evitar una

infeccidn persistente en los animales.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo 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
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factores que pueden ocasionar la persistencia del virus en los gatos (Ikeda et al. 2002;

Balboni et al. 2018).

Los resultados de nuestra revision bibliografica nos indican que esta podria ser la primera
vez que se determina por secuenciacion de ADN la presencia de FPV y CPV-2c en gatos
domésticos en el pais y en Centroamérica. Los dos gatos con FPV fueron hembras, con
menos de seis meses de edad, saludables, y con un estilo de vida de interior, sin convivir
con otros gatos, y presentaron titulos de anticuerpos protectivos. La infeccion de estos
dos animales parece haber ocurrido a muy temprana edad, por transmision de sus
madres, antes de llegar a vivir con sus propietarios, o0 por contaminacion de fomites que
ingresaron al hogar (Truyen et al. 2009, Hellard et al. 2011), mientras que los ocho gatos
CPV-2c positivos, en contraste, fueron adultos (entre seis meses a cinco afios), con un
estilo de vida de exterior, y que convivian con otros gatos. Se recomienda investigar con
una poblacion mas amplia y representativa, factores que aumentan el riesgo de infeccion
y propagacion del virus (Blanco et al. 2009, Gleich et al. 2009, Murray et al. 2009, Hellard

et al. 2011).

El CVP-2c, fue la variante predominante en el presente trabajo, sin embargo, por ser este
un estudio no sistematico no se puede descartar la presencia de las otras variantes en
la poblacion de gatos de nuestro pais. Los resultados, sin embargo, coinciden con los
presentados por Orozco et al. (2021), en donde se reportd la CPV-2c como la cepa mas

prevalente en perros de Latinoamérica, seguidas por CPV2-ay CPV-2b.

No se pudo determinar en la presente investigacion, si CVP-2c y FPV ocasionan
enfermedad clinica en los gatos, debido a que los animales no mostraron signos clinicos,

pero reafirma que CPPV-1 es capaz de mantenerse en los gatos de manera asintomatica
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(Miyazawa et al. 1999; Ikeda et al. 2000; Haynes y Holloway 2012; Balboni et al. 2018),
apuntando a que éstos puedan jugar un papel como reservorios del virus para el

mantenimiento de la infeccion, tanto en gatos como en perros (Clegg et al. 2012).

Las variaciones nucleotidicas encontradas en dos de las secuencias de CPV-2c, aunque
se trataron de mutaciones sinénimas (que producen el mismo aminoacido), demuestran
la gran capacidad de cambio del virus. Ademas, 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 (Battilani et al. 2006; Battilani et al. 2011;
Balboni et al 2018), ocasionando oportunidades de recombinaciones y una
heterogenicidad genética alta (Battilani et al. 2011). Es importante investigar esto para

determinar el papel del gato en la propagacion y patogenicidad de CPPV-1.



28

5. CONCLUSIONES

Se detectd la presencia de CPPV-1 en un 27,1% de los gatos muestreados del
Valle Central de Costa Rica, mientras que el 100% presenté anticuerpos contra el
virus, solo un 72% de los gatos presento titulos protectivos (mayor o igual a 1:80).
Se identificd los genogrupos FPV y CVP-2c en leucocitos de gatos seropositivos
del Valle Central de Costa Rica, el genogrupo FPV en dos gatos menores de seis
meses y el genogrupo CPV-2c en ocho gatos adultos.

Se reporta por primera vez la presencia de FPV y CPV-2c por secuenciacion

genética en gatos domeésticos de Costa Rica y Centroamérica.
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6. RECOMENDACIONES

Incentivar a los investigadores y estudiantes a realizar estudios con una muestra
mas amplia de felinos para determinar factores que aumentan el riesgo de
infeccion y propagacion del virus.

Incentivar a los investigadores y estudiantes a realizar estudios experimentales
para determinar si la vacuna previene persistencia de CPPV-1 en gatos.
Proponer a los investigadores y estudiantes, a realizar estudios con mayor
cantidad de animales para determinar la presencia de otros genogrupos de CPPV-
1 en gatos, perros y carnivoros silvestres de Costa Rica.

Incentivar a los propietarios a vacunar a sus gatos, para protegerlos del virus de
la Leucemia felina y virus de la Rabia, ademas de Herpesvirus felino, Calicivirus
felinoy CPPV-1, y educar sobre las repercusiones de no vacunar a sus mascotas.
Informar a veterinarios y estudiantes sobre la persistencia de CPPV-1 para evitar

la transferencia del virus a gatos receptores de transfusiones de sangre.
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8. ANEXOS

Anexo 1. Autorizacion de la Comision de Bienestar Animal y Bioética de la
Escuela de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional de Costa Rica
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Facultad de Ciencias de la Salud
Escuela de Medicina Veterinaria
Comision de Bioética y Bienestar Animal
Tel. 2562-4565 f 2562-4565
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25 de marzo de 2021
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Dr. Enrique Cappella Maolina
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Ezcuela de Medicina Veterinana

Estimado sefior:

i s s, Potian Para su informacidn v efectos consiguisntes, me permito transcribir el scuerdo tomado por
Kl e Iz Comizién de Bioética y Bienestar Animal, en |z Sesién Ordinaria M001-2021, celebrads

gl 25 de marzo de 2021, gue dice:

Considerando

1.

Clue una vez revisado y analizado el proyecto titulado *Seroprevalencia y presencia
de protoparvovirus en leucocitos de gatos domesticos del Valle Central de Costa
Rica™.

Qe el mismo estd a cargo de la Dra. Gaby Dolz Wisedner.

Clue, en el proyecto arriba enumerado, fodos los participantes s comprometen &
guardar el bienestar animal de todes los animales objeto del estudic.

Asimismo, el proyecto cumple los reguisitos gue se emanan de s Ley 7451 "Bienestar
de los Animales”.

POR LO TANTO, SE ACUERDA:

1. AVALAR EL PROYECTO TITULADA: “SERCPREVALENCIA ¥ PRESENCIA DE
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Anexo 2. Consentimiento informado para responsables o propietarios de los
felinos muestreados

UNIVERSIDAD NACIONAL
ESCUELA DE MEDICINA VETERINARIA
LABORATORIO DE MEDICINA POBLACIONAL Y ZOONOSIS

PROGRAMA DE MEDICINA POBLACIONAL Y ECOSISTEMICA
Teléfonos: (506) 2562-4508 / 2562- 4553

FORMULA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Seroprevalencia y presencia de protoparvovirus en leucocitos de gatos domésticos del Valle
Central de Costa Rica

Nombre del Investigador Principal: Andrea Obando Corella
Correo electronico: aocbandocorella@gmail.com

Nombre del propietario/encargado del gato(s):

NUmero de muestras/gatos:

A. PROPOSITO DEL PROYECTO:

Este trabajo final de graduacion en modalidad tesis de grado para licenciatura es realizado
por la estudiante de la Escuela de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional Andrea
Obando Corella, bajo tutoria de la Dra. Gaby Dolz, profesora e investigadora de la Escuela
de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional. Participan como lectores de esta tesis:
Dra. Carolina Villalobos Zufiga y el Lic. Antony Solérzano Morales.

El objetivo general de este estudio es Determinar la seroprevalencia de CPP-1y su presencia
en sangre de gatos domésticos del Valle Central de Costa Rica.

Los objetivos especificos son: Determinar la seroprevalencia de CPP-1 en gatos domésticos
del Valle Central de Costa Rica mediante IHA y detectar, asi como también confirmar la
presencia de FPV y variantes de CPV-2 presentes en leucocitos de gatos seropositivos en
Costa Rica mediante técnicas moleculares.

B. (QUE SE HARA?:

1. Primeramente, se obtendra informacion general de los animales: identificacion,
sexo, edad, raza, informacion sobre vacunacion, fecha de recolecta de muestra,
ambiente en el que vive (urbano o rural), si convive con otros gatos, estado de salud,
enfermedades cronicas padecidas, estilo de vida (gato de interior o exterior).

2. Seguidamente, se realizara una sujecion fisica adecuada a los animales (se seguiran
los procedimientos de sujecion y toma de la muestra aprobadas por la Comision de



C.

D.
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Bienestar Animal) y se procedera a tomar la muestra de sangre, previa desinfeccion,
y con la supervision de un médico veterinario, mediante puncién ya sea de la vena
yugular, safena o ceféalica, se recolectaran 2ml en tubos con é&cido
etilendiaminotetraacético (EDTA) y 1 ml en tubos sin anticoagulante, con una aguja
calibre 22 a 25 pulgadas acoplada a una jeringa, ambos instrumentos estériles y
desechables.

Los tubos se identificaran con el cddigo de identificacion de cada a animal y se
transportaran a 4°C en una hielera, hasta el Laboratorio de Zoonosis de la Escuela
de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional en donde se congelaran a -
20°C hasta su procesamiento.

Se utilizardn las muestras sanguineas para realizar los respectivos analisis
laboratoriales: extraccion de ADN mediante el kit Dneasy® Blood and Tissue
(QIAGEN), posteriormente se sometera el ADN extraido a diferentes protocolos
moleculares (PCR convencionalesy PCR en tiempo real) y a la prueba de inhibicion
de la hemaglutinacion (IHA) para la deteccion de protoparvovirus.

Una vez concluida la investigacion, las fichas clinicas, los resultados de laboratorio
y los consentimientos informados se digitalizardn con el fin de contar con un
expediente para cada felino muestreado

RIESGOS DEL PROCEDIMIENTO DE TOMA DE MUESTRAS SANGUINEAS:

El animal puede experimentar leve dolor o ardor en el sitio de insercion de la aguja,
que ceden cuando esta se retira.

Molestia general de la puncion para obtener la muestra de sangre

Es posible que el animal se mueva, y la aguja salga de la vena, ocasionando un
hematoma pequefio en el lugar de la punciéon que mejoraran espontaneamente y/o
con medidas locales como hielo.

Algun grado de incomodidad por la sujecion fisica de sujecion fisica.

En algunos animales luego del retiro de la aguja se podria dar sangrado mas
prolongado de lo esperado, para controlarlo se debe de hacer suave presion en el sitio
de la puncion con algodén por unos 2 minutos.

En casos particulares los cuales son infrecuentes se podrian trombosis de la vena, que
es un coagulo de sangre adherido a la pared de la vena que obstruye el flujo de sangre,
ocurre porque el endotelio vascular resulta dafiado por repetidas venopunciones. Otra
complicacion menos frecuente es infeccion en el sitio de la puncién generando
trombosis séptica.

Se usara equipo estéril y desechable para evitar infecciones y no poner en riesgo la
salud de los gatos. Si durante el procedimiento usted considera que algin gato esta
siendo sujeto de algiin modo que suponga algun grado de sufrimiento mas alla de lo
que usted considera permisible, puede detener el procedimiento.

BENEFICIOS:
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Como resultado de la participacion de su gato en este estudio se determinara si se encuentra
infectado con protoparvovirus.

Ademas, recibira informacion sobre el mismo, lo que implica, asi como contribuir a conocer
mas sobre su comportamiento en nuestra poblacién felina doméstica nacional.

E. Antes de dar su autorizacion para este estudio usted debe haber hablado con alguno de los
investigadores de este estudio y deben haber contestado satisfactoriamente todas sus
preguntas.

F.  Si requiere mas informacion o en caso de alguna emergencia se podra comunicar con la
doctora Gaby Dolz al teléfono 8860-7865.

G. En caso de presentarse alguna complicacion en la salud de los animales debido a la toma de
las muestras sanguineas, los investigadores se hardn cargo de atender a los animales de
manera gratuita.

H. Recibira una copia de esta formula firmada para su uso personal.

I.  Su participacion en este estudio es voluntaria. Tiene el derecho de negarse a participar o a
discontinuar su participacion en cualquier momento, sin que esta decision afecte la calidad
de la atencidn que requiere.

J.  Los datos y resultados obtenidos en este estudio se manejaran en forma confidencial por los
investigadores. Se guardaran en una base de datos en el Laboratorio de Zoonosis bajo la
responsabilidad de la Dra. Dolz. Los resultados de los exdmenes se reportaran al propietario
de los animales. Los investigadores analizaran los datos y los resultados, los cuales podrian
ser publicados, con permiso escrito del propietario de los animales.

K.  No perdera ningun derecho legal por firmar este documento.

CONSENTIMIENTO He leido o se me ha leido, toda la informacion descrita en esta formula,
antes de firmarla. Se me ha brindado la oportunidad de hacer preguntas y éstas han sido contestadas
en forma adecuada. Por lo tanto, accedo a que mi gato participe como sujeto de investigacion en
este estudio.

Nombre, cédula y firma del propietario
Fecha

Nombre, cédula y firma del testigo
Fecha

Nombre, cédula y firma del Investigador que solicita el consentimiento
Fecha
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Anexo 3. Ficha pararecoleccion de datos de gatos muestreados de la gran area
metropolitana.
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Anexo 4. Datos y caracteristicas presentadas de la totalidad de los gatos muestreados en este estudio, priorizando
muestras positivas para CVVP-1.

foenigadie '(j:astra Vacunas (E:?(t)iri;:as E;tgo &k Ambiente E:Itfgo &k Convivencia Anemia Provincia
muestra
8 21/5/2021 Macho Si SRD 1-5a No No Exterior Urbano Saludable Con otros gatos No No San José San José 320 Positivo Positivo
12 21/5/2021 Hembra Si SRD 1-5a No No Exterior Urbano Saludable Con otros gatos No No San José Alajuelita 320 Positivo
20 21/5/2021 Macho Si SRD 1-5a No No Exterior Urbano Saludable Con otros gatos No No San José Alajuelita 640 Positivo Positivo
21 21/5/2021 Macho Si SRD 1-5a No No Exterior Urbano Saludable Con otros gatos No No San José Alajuelita 320 Positivo Positivo
25 22/5/2021 Hembra Si SRD 1-5a No No Exterior Urbano Saludable Con otros gatos No No San José San José 80 Positivo
31 22/5/2021 Hembra Si SRD 6-11m No No Exterior Urbano Saludable Con otros gatos No No San José Aserri 40 Positivo
41 21/5/2021 Hembra Si SRD <6m No No Exterior Urbano Saludable Con otros gatos No No San José San José 160 Positivo
44 22/5/2021 Hembra Si Siamés 1-5a No No Exterior Urbano Saludable Con otros gatos No No San José Aserri 160 Positivo
46 25/5/2021 Hembra Si SRD 1-5a No No Exterior Urbano Saludable Con otros gatos No No San José Desamparados 640 Positivo Positivo
52 22/5/2021 Hembra Si SRD 1-5a No No Exterior Urbano Saludable Con otros gatos No No San José Desamparados 20 Positivo
54 25/5/2021 Hembra Si SRD 1-5a No No Exterior Urbano Saludable Con otros gatos No No San José Desamparados 160 Positivo
56 25/5/2021 Hembra Si SRD 1-5a No No Exterior Urbano Saludable Con otros gatos No No San José Curridabat 80 Positivo
58 25/5/2021 Macho Si SRD 1-5a No No Exterior Urbano Saludable Con otros gatos No No San José Curridabat 160 Positivo
60 28/5/2021 Hembra Si SRD <6m No No Interior Urbano Saludable Solo No No San José San José 640 Positivo Positivo
61 28/5/2021 Macho Si SRD 1-5a No No Exterior Urbano Saludable Solo No No San José Desamparados 320 Positivo
63 28/5/2021 Hembra Si SRD 6-11m No No Interior Urbano Saludable Con otros gatos No No San José Desamparados 2560  Positivo
64 28/5/2021 Hembra Si SRD 1-5a No No Exterior Urbano Saludable Solo No No San José Aserri 40  Positivo
67 28/5/2021 Macho Si SRD 6-11m No No Exterior Urbano Saludable Solo No No San José Desamparados 80  Positivo
71 28/5/2021 Hembra Si SRD 1-5a No No Interior Urbano Saludable Solo No No San José Curridabat 80  Positivo
79 10/6/2021 Hembra Si SRD 1-5a No No Exterior Urbano Saludable Con otros gatos No No San José Alajuelita 160  Positivo Positivo
83 10/6/2021 Hembra Si SRD 1-5a No No Interior Urbano Saludable Con otros gatos No No San José San José 40  Positivo
84 10/6/2021 Hembra Si SRD 1-5a No No Interior Urbano Saludable Con otros gatos No No San José San José 160  Positivo
85 10/6/2021 Hembra Si SRD 1-5a No No Exterior Urbano Saludable Con otros gatos No No San José Montes de Oca 640  Positivo Positivo
86 10/6/2021 Hembra Si SRD 1-5a No No Interior Urbano Saludable Con otros gatos No No San José San José 80  Positivo
88 11/6/2021 Hembra Si SRD 6-11m No No Exterior Urbano Saludable Con otros gatos No No San José Desamparados 160  Positivo Positivo
90 11/6/2021 Macho Si SRD 1-5a No No Interior Urbano Saludable Con otros gatos No No San José Montes de Oca 80  Positivo

91 28/5/2021 Hembra Si SRD 6-11m No No Exterior Urbano Saludable Con otros gatos No No San José San José 640  Positivo Positivo
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Hembra

Macho

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

SRD

SRD

SRD

SRD

SRD

SRD

SRD

SRD

SRD

SRD

SRD

SRD

SRD

SRD

SRD

SRD

SRD

SRD

SRD

SRD

SRD

SRD

SRD

SRD

SRD

SRD

SRD

SRD

SRD

SRD

SRD

SRD

1-5a

1-5a

1-5a

6-11m

6-11m

6-11m

6-11m

<6m

1-5a

1-5a

1-5a

1-5a

1-5a

1-5a

1-5a

1-5a

1-5a

6-11m

<6m

<6m

1-5a

1-5a

1-5a

1-5a

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

Exterior

Exterior

Exterior

Exterior

Interior

Interior

Exterior

Interior

Interior

Exterior

Exterior

Interior

Interior

Interior

Interior

Exterior

Exterior

Interior

Exterior

Interior

Exterior

Interior

Interior

Exterior

Exterior

Interior

Exterior

Exterior

Exterior

Interior

Interior

Interior

Urbano

Urbano

Urbano

Urbano

Urbano

Urbano

Urbano

Urbano

Urbano

Urbano

Urbano

Urbano

Urbano

Urbano

Urbano

Urbano

Urbano

Urbano

Urbano

Urbano

Urbano

Urbano

Urbano

Rural

Urbano

Urbano

Urbano

Urbano

Urbano

Urbano

Urbano

Urbano

Saludable
Saludable
Saludable
No

saludable
Saludable
Saludable
Saludable
Saludable
Saludable
Saludable
Saludable
No

saludable
Saludable
Saludable
No

saludable
Saludable
Saludable
Saludable
No

saludable
No

saludable
Saludable
Saludable
No

saludable
Saludable
Saludable
No

saludable
No

saludable
Saludable
No

saludable
Saludable
Saludable

Saludable

Solo
Solo
Con otros gatos
Con otros gatos
Solo
Con otros gatos
Solo
Solo
Solo
Solo
Con otros gatos
Con otros gatos
Con otros gatos
Con otros gatos
Con otros gatos
Con otros gatos
Con otros gatos
Con otros gatos
Con otros gatos
Con otros gatos
Solo
Con otros gatos
Con otros gatos
Con otros gatos
Con otros gatos
Solo
Solo
Solo
Con otros gatos
Con otros gatos
Con otros gatos

Con otros gatos

No

No

No

No

No

No

No

No

San José
San José
San José
San José
San José
San José
San José
San José
San José
Cartago

San José
San José
San José
San José
San José
San José
San José
San José
San José
San José
San José
San José
San José
San José
San José
San José
San José
San José
San José
San José
San José

San José

Aserri

Aserri
Curridabat
Aserri
Curridabat
Curridabat
Curridabat
Curridabat
Curridabat

La Unién
Montes de Oca
San José

San José
Montes de Oca
San José

San José
Montes de Oca
Montes de Oca
Desamparados
San José
Montes de Oca
Escazl

San José
Goicoechea
Véasquez de
Coronado
Goicoechea
Aserri

Aserri
Desamparados
Aserri

Aserri

Desamparados

40

160

40

80

40

40

40

20

80

20

160

40

40

40

40

320

40

80

320

80

80

160

320

160

320

160

160

160

20

80

640

40

48



119

120

121

122

123

124

125

126

127

128

129

130

131

132

133

136

137

140

141

142

143

144

145

146

147

148

149

150

151

152

154

26/6/2021

26/6/2021

26/6/2021

26/6/2021

26/6/2021

26/6/2021

26/6/2021

26/6/2021

26/6/2021

26/6/2021

29/6/2021

29/6/2021

29/6/2021

29/6/2021

29/6/2021

29/6/2021

29/6/2021

29/6/2021

29/6/2021

29/6/2021

29/6/2021

3/7/12021

3/7/2021

3/7/2021

3/7/12021

3/7/12021

3/7/12021

3/7/12021

3/7/12021

3/7/12021

3/7/12021

Macho

Macho

Macho

Hembra

Hembra

Hembra

Macho

Hembra

Hembra

Hembra

Hembra

Macho

Hembra

Hembra

Hembra

Macho

Hembra

Macho

Hembra

Hembra

Hembra

Hembra

Macho

Hembra

Hembra

Hembra

Hembra

Hembra

Hembra

Macho

Macho

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

SRD
SRD
SRD
SRD
SRD
SRD
SRD
SRD
SRD
SRD
SRD
SRD
SRD
SRD
SRD
SRD
SRD
SRD

SRD

SRD
SRD
SRD
SRD
SRD
SRD
SRD
Bengali
SRD
SRD
SRD

SRD

6-11m

6-11m

1-5a

1-5a

1-5a

>5a

>5a

>5a

>5a

6-11m

>5a

1-5a

1-5a

>5a

>5a

1-5a

6-11m

1-5a

6-11m

<6m

6-11m

1-5a

6-11m

<6m

1-5a

No

No

No

No

No

No

No

No

No

Si

Si

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No
S_gdimenta
cion
vejiga,
Obesidad
Obesidad
No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

Interior

Interior

Exterior

Exterior

Exterior

Exterior

Exterior

Exterior

Exterior

Exterior

Interior

Interior

Exterior

Exterior

Exterior

Interior

Exterior

Exterior

Exterior

Interior

Interior

Exterior

Exterior

Exterior

Exterior

Exterior

Interior

Exterior

Interior

Interior

Interior

Urbano

Urbano

Urbano

Urbano

Urbano

Urbano

Urbano

Urbano

Urbano

Urbano

Urbano

Urbano

Urbano

Urbano

Urbano

Urbano

Urbano

Urbano

Urbano

Urbano

Urbano

Urbano

Urbano

Urbano

Urbano

Urbano

Urbano

Urbano

Urbano

Urbano

Urbano

Saludable
Saludable
Saludable
Saludable
Saludable
Saludable
Saludable
Saludable
No

saludable
Saludable
Saludable
Saludable
Saludable
Saludable
Saludable
Saludable
Saludable
Saludable

No
saludable

Saludable
Saludable
Saludable
Saludable
No

saludable
Saludable
Saludable
Saludable
Saludable
Saludable
Saludable

Saludable

Con otros gatos
Con otros gatos
Solo

Con otros gatos
Solo

Solo

Solo

Con otros gatos
Con otros gatos
Con otros gatos
Con otros gatos
Con otros gatos
Con otros gatos
Con otros gatos
Con otros gatos
Solo

Con otros gatos
Con otros gatos

Solo

Con otros gatos
Con otros gatos
Con otros gatos
Con otros gatos
Solo
Solo
Solo
Con otros gatos
Solo
Solo
Solo

Solo

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

Si

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

San José
San José
San José
San José
San José
San José
San José
San José
San José
San José
Cartago
Cartago
Cartago
Cartago
Cartago
Cartago
Cartago
Cartago

Alajuela

Cartago
Cartago
Cartago
Cartago
San José
San José
San José
San José
San José
San José
San José

San José

Alajuelita
Aserri
Aserri
Desamparados
Aserri
Aserri
Aserri
Aserri
Santa Ana
Aserri

El Guarco
El Guarco
El Guarco
El Guarco
El Guarco
El Guarco
Cartago

El Guarco

Orotina

Cartago
Cartago

El Guarco
Cartago
Uruca
Coronado
San Pedro
Curridabat
Montes de Oca
San José
Escazl

Curridabat

40

640

80

320

160

160

160

80

160

160

320

640

320

160

40

80

640

160

640

320

160

640

640

160

320

320

320

640

40

40

20
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3/7/2021

Macho

Si

SRD

No

No

Exterior

Urbano

Saludable

Solo

No

No

San José

Curridabat

320

50



Anexo 5. Mapa nucleétidos y aminoacidos CPV-2c y FPV

CPV-2c aminoéacidos 295-471

295 296 297 298 299 300 301 302 303 304 305 306 307 308 309

1 CCT CAA GCT GAA GGA GGT ACT AAC TTT GGT TAT ATA GGA GTT CAA 45
1 Pro Gln Ala Glu Gly Gly Thr Asn Phe Gly Tyr Ile Gly Val Gln 15 (309)
46 CAA GAT AAA AGA CGT GGT GTA ACT CAA ATG GGA AAT ACA AAC TAT 90
16 Gln Asp Lys Arg Arg Gly Val Thr Gln Met Gly Asn Thr Asn Tyr 30 (324)
91 ATT ACT GAA GCT ACT ATT ATG AGA CCA GCT GAG GTT GGT TAT AGT 135
31 Ile Thr Glu Ala Thr Ile Met Arg Pro Ala Glu Val Gly Tyr Ser 45 (339)

136 GCA CCA TAT TAT TCT TTT GAG GCG TCT ACA CAA GGG CCA TTT AAA 180
46 Ala Pro Tyr Tyr Ser Phe Glu Ala Ser Thr Gln Gly Pro Phe Lys 60 (354)

181 ACA CCT ATT GCA GCA GGA CGG GGG GGA GCA CAA ACA GAT GAA AAT 225
61 Thr Pro Ile Ala Ala Gly Arg Gly Gly Ala Gln Thr Asp Glu Asn 75 (369)

226 CAA GCA GCA GAT GGT GAT CCA AGA TAT GCA TTT GGT AGA CAA CAT 270
76 Gln Ala Ala Asp Gly Asp Pro Arg Tyr Ala Phe Gly Arg Gln His 90 (384)

271 GGT CAA AAA ACT ACC ACA ACA GGA GAA ACA CCT GAG AGA TTT ACA 315
91 Gly Gln Lys Thr Thr Thr Thr Gly Glu Thr Pro Glu Arg Phe Thr 105(399)

316 TAT ATA GCA CAT CAA GAT ACA GGA AGA TAT CCA GAA GGA GAT TGG 360
106 Tyr Ile Ala His Gln Asp Thr Gly Arg Tyr Pro Glu Gly Asp Trp 120 (414)

3601 ATT CAA AAT ATT AAC TTT AAC CTT CCT GTA ACA GAA GAT AAT GTA 405
121 Ile Gln Asn Ile Asn Phe Asn Leu Pro Val Thr Glu Asp Asn Val 135(429)

406 TTG CTA CCA ACA GAT CCA ATT GGA GGT AAA ACA GGA ATT AAC TAT 450
136 Leu Leu Pro Thr Asp Pro Ile Gly Gly Lys Thr Gly Ile Asn Tyr 150 (444)

451 ACT AAT ATA TTT AAT ACT TAT GGT CCT TTA ACT GCA TTA AAT AAT 495
151 Thr Asn Ile Phe Asn Thr Tyr Gly Pro Leu Thr Ala Leu Asn Asn 165 (459)

496 GTA CCA CCA GTT TAT CCA AAT GGT cAA ATT TGG GAT A-- 534
166 Val Pro Pro Val Tyr Pro Asn Gly Gln Ile Trp Asp XXX 177(471)
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FPV aminoacidos 295-471

295 296 297 298 299 300 301 302 303 304 305 306 307 308 309

1 CCT CAA TCT GAA GGA GCT ACT AAC TTT GGT GAT ATA GGA GTT CAA 45

1 Pro Gln Ser Glu Gly Ala Thr Asn Phe Gly Asp Ile Gly Val Gln 15 (309)
46 CAA GAT AAA AGA CGT GGT GTA ACT CAA ATG GGA AAT ACA GAC TAT 90

16 Gln Asp Lys Arg Arg Gly Val Thr Gln Met Gly Asn Thr Asp Tyr 30 (324)
91 ATT ACT GAA GCT ACT ATT ATG AGA CCA GCT GAG GTT GGT TAT AGT 135

31 Ile Thr Glu Ala Thr Ile Met Arg Pro Ala Glu Val Gly Tyr Ser 45 (339)

136 GCA CCA TAT TAT TCT TTT GAA GCG TCT ACA CAA GGG CCA TTT AAA 180

46 Ala Pro Tyr Tyr Ser Phe Glu Ala Ser Thr Gln Gly Pro Phe Lys 60 (354)
181 ACA CCT ATT GCA GCA GGA CGG GGG GGA BGE CAA ACA GAT GAA AAT 225
61 Thr Pro Ile Ala Ala Gly Arg Gly Gly Ala Gln Thr Asp Glu Asn 75 (369)
226 CAA GCA GCA GAT GGT GAT CCA AGA TAT GCA TTT GGT AGA CAA CAT 270
76 Gln Ala Ala Asp Gly Asp Pro Arg Tyr Ala Phe Gly Arg Gln His 90 (384)

271 GGT CAA AAA ACT ACT ACA ACA GGA GAA ACA CCT GAG AGA TTT ACA 315

91 Gly Gln Lys Thr Thr Thr Thr Gly Glu Thr Pro Glu Arg Phe Thr 105(399)
316 TAT ATA GCA CAT CAA GAT ACA GGA AGA TAT CCA GAA GGA GAT TGG 360
106 Tyr Ile Ala His Gln Asp Thr Gly Arg Tyr Pro Glu Gly Asp Trp 120 (414)
426
361 ATT CAA AAT ATT AAC TTT AAC CTT CCT GTA ACA BEE GAT AAT GTA 405
121 1Ile Gln Asn Ile Asn Phe Asn Leu Pro Val Thr Asm Asp Asn Val 135(429)
406 TTG CTA CCA ACA GAT CCA ATT GGA GGT AAA ACA GGA ATT AAC TAT 450
136 Leu Leu Pro Thr Asp Pro Ile Gly Gly Lys Thr Gly Ile Asn Tyr 150(444)
451 ACT AAT ATA TTT AAT ACT TAT GGT CCT TTA ACT GCA TTA AAT AAT 495
151 Thr Asn Ile Phe Asn Thr Tyr Gly Pro Leu Thr Ala Leu Asn Asn 165(459)
496 GTA CCA CCA GTT TAT CCA AAT GGT CAA ATT TGG GAT 534

166 Val Pro Pro Val Tyr Pro Asn Gly Gln Ile Trp Asp 177(471)



Anexo 6. Alineamiento de aminoacidos de las 10 muestras secuenciadas en este

estudio

M8
M20
M21

M6
M79
M85
M88
Ma1
M153

M8
M2@
M21

M6@
M79
M85
M88
M9l
M153

M8
M20e
M21

M6
M79
M85
M88
M9l

eeen]
5
PQAEGGTNFG
PQAEGGTNFG
PQAEGGTNFG
PQAEGGTNFG
PQSEGATNFG
PQAEGGTNFG
PQAEGGTNFG
PQAEGGTNFG
PQAEGGTNFG
PQSEGATNFG

65
TPIAAGRGGA
TPIAAGRGGA
TPIAAGRGGA
TPIAAGRGGA
TPIAAGRGGA
TPIAAGRGGA
TPIAAGRGGA
TPIAAGRGGA
TPIAAGRGGA
TPIAAGRGGA

N P

125
IQNINFNLPV
IQNINFNLPV
IQNINFNLPV
IQNINFNLPV
IQNINFNLPV
IQNINFNLPV
IQNINFNLPV
IQNINFNLPV
IQNINFNLPV

et
15
YIGVQQDKRR
YIGVQQDKRR
YIGVQQDKRR
YIGVQQDKRR
DIGVQQDKRR
YIGVQQDKRR
YIGVQQDKRR
YIGVQQDKRR
YIGVQQDKRR
DIGVQQDKRR

75
QTDENQAADG
QTDENQAADG
QTDENQAADG
QTDENQAADG
QTDENQAADG
QTDENQAADG
QTDENQAADG
QTDENQAADG
QTDENQAADG
QTDENQAADG

N P

135
TEDNVLLPTD
TEDNVLLPTD
TEDNVLLPTD
TEDNVLLPTD
THNDNVLLPTD
TEDNVLLPTD
TEDNVLLPTD
TEDNVLLPTD
TEDNVLLPTD

e
25

GVTQMGNTNY
GVTOMGNTNY
GVTQMGNTNY
GVTQMGNTNY
GVTQMGNTDY
GVTQMGNTNY
GVTQMGNTNY
GVTOMGNTNY
GVTQMGNTNY
GVTQMGNTDY

85
DPRYAFGRQH
DPRYAFGRQH
DPRYAFGRQH
DPRYAFGRQH
DPRYAFGRQH
DPRYAFGRQH
DPRYAFGRQH
DPRYAFGRQH
DPRYAFGRQH
DPRYAFGRQH

oot

145
PIGGKTGINY
PIGGKTGINY
PIGGKTGINY
PIGGKTGINY
PIGGKTGINY
PIGGKTGINY
PIGGKTGINY
PIGGKTGINY
PIGGKTGINY

el
35

ITEATIMRPA
ITEATIMRPA
ITEATIMRPA
ITEATIMRPA
ITEATIMRPA
ITEATIMRPA
ITEATIMRPA
ITEATIMRPA
ITEATIMRPA
ITEATIMRPA

95
GOKTTTTGET
GOKTTTTGET
GOKTTTTGET
GOKTTTTGET
GOKTTTTGET
GOKTTTTGET
GOKTTTTGET
GOKTTTTGET
GOKTTTTGET
GOKTTTTGET

coeeend

155
TNIFNTYGPL
TNIFNTYGPL
TNIFNTYGPL
TNIFNTYGPL
TNIFNTYGPL
TNIFNTYGPL
TNIFNTYGPL
TNIFNTYGPL
TNIFNTYGPL

e
45
EVGYSAPYYS
EVGYSAPYYS
EVGYSAPYYS
EVGYSAPYYS
EVGYSAPYYS
EVGYSAPYYS
EVGYSAPYYS
EVGYSAPYYS
EVGYSAPYYS
EVGYSAPYYS

105
PERFTYIAHQ
PERFTYIAHQ
PERFTYIAHQ
PERFTYIAHQ
PERFTYIAHQ
PERFTYIAHQ
PERFTYIAHQ
PERFTYIAHQ
PERFTYIAHQ
PERFTYIAHQ

N P

165
TALNNVPPVY
TALNNVPPVY
TALNNVPPVY
TALNNVPPVY
TALNNVPPVY
TALNNVPPVY
TALNNVPPVY
TALNNVPPVY
TALNNVPPVY

eeen]
55
FEASTQGPFK
FEASTQGPFK
FEASTQGPFK
FEASTQGPFK
FEASTQGPFK
FEASTQGPFK
FEASTQGPFK
FEASTQGPFK
FEASTQGPFK
FEASTQGPFK

115
DTGRYPEGDW
DTGRYPEGDW
DTGRYPEGDW
DTGRYPEGDW
DTGRYPEGDW
DTGRYPEGDW
DTGRYPEGDW
DTGRYPEGDW
DTGRYPEGDW
DTGRYPEGDW

]

175
PNGQIWD
PNGQIWD
PNGQIWD
PNGQIWD
PNGQIWD
PNGQIWD
PNGQIWD
PNGQIWD
PNGQIWD
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