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Resumen 

 

El objetivo de esta investigación fue evaluar el uso del péptido recombinante D+E (L230-A419) 

de la Nucleoproteína del SARS-CoV-2 para la detección de anticuerpos en caninos (Canis 

lupus familiaris) potencialmente expuestos a COVID-19. Para lo anterior, se usaron 30 

muestras de suero sanguíneo colectadas pre-pandemia y 30 post-pandemia, se colectaron de 

caninos sin considerar raza, edad y sexo, únicamente haber tenido una estrecha convivencia 

con personas diagnosticadas como COVID-19 positivas. En los ensayos empleados para la 

detección de anticuerpos ELISA indirecto y Western Blot, se logró evidenciar la presencia de 

anticuerpos anti-péptido D+E (L230-A419) en sueros post-pandemia (ELISA indirecto/Western 

Blot, 34/5 de 34). Sin embargo, también se encontró presencia de anticuerpos en los sueros 

colectados en el periodo pre-pandemia (28/12 de 29). Lo anterior sugiere una previa 

exposición de los perros de donde se colectaron los sueros pre-pandemia, a un antígeno 

similar al péptido D+E (L230-A419), probablemente de un posible Betacoronavirus bovino, en 

razón de que los caninos convivían con animales de esta especie, por lo tanto, el péptido 

recombinante resultó ser inespecífico para detectar anticuerpos. Por ello, para futuras 

investigaciones se sugiere la búsqueda de otros antígenos con el fin de identificar uno más 

específico para el diagnóstico serológico de la exposición a SARS-CoV-2 en los caninos que 

cohabitan estrechamente con personas. 
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Abstract 

 

The objective of this research was to evaluate the use of the recombinant peptide D+E (L230-

A419) of the SARS-CoV-2 Nucleoprotein for the detection of antibodies in canines (Canis lupus 

familiaris) potentially exposed to COVID-19. For the above, 30 blood serum samples collected 

pre-pandemic and 30 post-pandemic were used, they were collected from canines without 

considering race, age and sex, only having had close coexistence with people diagnosed as 

COVID-19 positive. In the assays used for the detection of indirect ELISA and Western Blot 

antibodies, it was possible to demonstrate the presence of anti-peptide D+E (L230-A419) 

antibodies in post-pandemic sera (indirect ELISA/Western Blot, 34/5 of 34). However, the 

presence of antibodies was also found in the sera collected in the pre-pandemic period (28/12 

of 29). This suggests a previous exposure of the dogs from which the pre-pandemic sera were 

collected, to an antigen similar to the D+E peptide (L230-A419), probably from a possible bovine 

Betacoronavirus, because the canines lived with animals. of this species, therefore, the 

recombinant peptide turned out to be non-specific for detecting antibodies. Therefore, for future 

research, the search for other antigens is suggested in order to identify a more specific one for 

the serological diagnosis of exposure to SARS-CoV-2 in canines that live closely with people. 
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Introducción  

El Virus del Síndrome Respiratorio Agudo Severo Coronavirus 2 (SARS-CoV-2) es el agente 

causal de la actual enfermedad COVID-19, posee la capacidad de infectar tanto a humanos 

como algunas especies animales. El SARS-CoV-2 tiene tropismo principalmente por tejidos 

epiteliales del aparato respiratorio y digestivo, pero también puede afectar a los de otros 

órganos (Schoch et al., 2020). COVID-19 puede convertirse en una enfermedad mortal en 

aquellos pacientes que son vulnerables al padecer otras enfermedades previas como cáncer, 

enfermedad cardiovascular, diabetes, obesidad, asma, enfermedad pulmonar obstructiva 

crónica, tabaquismo, afectación hepática, alteraciones de la inmunidad y cirugía mayor 

reciente (Machhi et al., 2020; Vicente et al., 2020). 

La enfermedad causada por este Betacoronavirus emergente, COVID-19 se reportó por 

primera vez en diciembre del 2019 en Wuhan, China; se dispersó velozmente por todo el 

mundo, con altas cifras de letalidad en ciertos intervalos etarios, es por ello que se constituyó 

en una situación de emergencia sanitaria de interés mundial (Abuabara-Franco et al., 2020). 

A la fecha del 23 de febrero de 2022 se reportó 426.624.859 casos confirmados de COVID-

19 a nivel mundial. En Ecuador se reportaron un total de 820.541 casos confirmados y 35.172 

fallecidos (OMS, 2022). En particular, para la provincia del Azuay se reportan 26.413 casos 

confirmados de COVID-19 (Coronavirus Ecuador.com, 2022). 

SARS-CoV-2 se transmite de persona a persona mediante aerosoles que son emitidos al 

estornudar, toser y hablar, contacto de mano a boca a ojo y mediante fómites. Cabe mencionar 

que algunas especies animales también pueden adquirir la infección, la cual causa 

manifestaciones clínicas muy similares a los que se presentan en humanos, entre las que 

destacan, fiebre, inapetencia, letargo, alteraciones gastrointestinales, entre otros, también se 

ha reportado que algunos animales infectados no desarrollan signología clínica (OIE, 2022). 

Por otro lado, en los animales expuestos a la COVID-19 la respuesta inmune en contra del 

SARS-CoV-2 en su totalidad o hacia alguno de sus componentes antigénicos como el dominio 

de unión al receptor (RBD, del Inglés, Receptor Binding Domain) de la proteína que actúa 

como ligando viral, la llamada proteína S (Spike o espícula) y la proteína N de la nucleocápside 

o Nucleoproteína, podría ser monitoreada con el test de ELISA indirecto que se ha usado 

ampliamente para la detección de anticuerpos contra el SARS–CoV-2 en personas. La utilidad 

de estos ensayos para determinar la exposición al SARS-CoV-2 en especies animales 

requiere de una exhaustiva evaluación, debido a que hay una extensa diversidad de 

coronavirus que infectan a los animales y podrían interferir en los resultados, sin embargo, los 

estudios serológicos son herramientas fundamentales para la detección rápida y precisa de la 

circulación viral en poblaciones animales (Barua et al., 2021; Colitti et al., 2022).  

En Ecuador prima la ausencia de evidencia científica que fundamente la presencia de 

anticuerpos contra SARS-CoV-2 en animales, en especial estudios acerca de la detección de 
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respuesta inmune humoral en caninos (Canis lupus familiaris), a pesar de que ya se han 

reportado infecciones en estos animales (Zambrano-Mila et al., 2022). Por lo anterior, el 

presente proyecto tuvo como objeto el empleo del péptido recombinante D+E (L230-A419) de la 

Nucleoproteína del Virus SARS-CoV-2 descrito por Colitti  et al., (2022) evidenciar si los 

caninos potencialmente expuestos a la COVID-19 por su convivencia con personas 

infectadas, tienen anticuerpos detectables mediante ensayos de ELISA indirecto y Western 

Blot, en contraste con muestras de animales que fueron tomadas meses antes de iniciada la 

pandemia, con ello se pretende tener una herramienta que permitirá identificar la frecuencia 

de transmisión de esta enfermedad de humanos hacia caninos. 
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1.1. Objetivos 

 

1.1.1. Objetivo general 

Evaluar el uso del péptido recombinante D+E (L230-A419) de la Nucleoproteína del Virus SARS-

CoV-2 para la detección de anticuerpos de caninos (Canis lupus familiaris) potencialmente 

expuestos al agente causal de la COVID-19. 

 

1.1.2. Objetivos específicos 

- Desarrollar ensayos de ELISA y Western Blot con el péptido recombinante D+E (L230-A419) 

de la Nucleoproteína del Virus SARS-CoV-2 para la detección de anticuerpos de caninos 

(Canis lupus familiaris). 

 

- Comparar la capacidad de los ensayos de ELISA y Western Blot para la detección de 

anticuerpos contra el péptido recombinante D+E (L230-A419) de la Nucleoproteína del Virus 

SARS-CoV-2 en caninos (Canis lupus familiaris) potencialmente expuestos a COVID-19. 

 

1.2. Pregunta de investigación 

¿El péptido recombinante D+E (L230-A419) de la Nucleoproteína del Virus SARS-CoV-2, 

producido en un modelo bacteriano de expresión es capaz de permitir la detección de 

anticuerpos en caninos (Canis lupus familiaris) potencialmente expuestos a la COVID-19? 
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Revisión de literatura 

2.1. Historia 

A lo largo de la historia se han reportado casos de personas infectadas por diversos virus 

como el Síndrome Respiratorio Agudo Severo (SARS) y el Síndrome Respiratorio de Oriente 

Medio (MERS), estos virus que en el pasado han desatado brotes poseen similitudes 

estructurales y moleculares con el actual SARS-CoV-2. 

En 2003 la OMS (Organización Mundial de la Salud) reportó una serie de casos de SARS 

cuyo origen tuvo en Guangdong, China. posteriormente, se propagó a Hong Kong infectando 

a 1.755 personas con una tasa de letalidad mundial de 11 %. Los signos y síntomas fueron 

similares a los que se presentan con el actual SARS-CoV-2, dificultad respiratoria, tos y dolor 

en el pecho, que progresaron a dificultad respiratoria y síndrome de dificultad respiratoria 

aguda (SDRA) (Hung, 2003). 

Por otro lado, en 2012 emergió un nuevo brote de infecciones causado por un Coronavirus, el 

del MERS, notificado por primera vez en Arabia Saudita, posteriormente entre el 2012 y 2015 

la OMS notificó 1.611 casos confirmados y 575 muertes a nivel mundial, alcanzando así una 

tasa de letalidad mundial del 35 % (Cho et al., 2016). De igual manera los síntomas del MERS 

muestran similitud a los del SARS, comúnmente se presenta fiebre, tos, dificultad para respirar 

siendo compatible con una neumonía atípica. Sin embargo, los síntomas digestivos, diarrea, 

nauseas o vómitos también van a presentarse (Leguía et al., 2019). Las medidas de 

precaución que se tomaron para tratar de disminuir los contagios y erradicar la enfermedad 

fueron similares a las medidas tomadas para SARS: uso de cubrebocas o mascarillas, 

mantener una distancia física prudente, lavado de manos vigoroso y frecuente. Además, se 

sugirió a las personas que evitaran en lo posible el contacto con camellos, consumo de leche 

o carne de camello cruda (Abdullah et al., 2003; Hung, 2003; Mackay & Arden, 2015). 

El 31 de diciembre de 2019, se informó a la OMS sobre un aumento repentino de casos de 

neumonía con etiología desconocida presentados en Wuhan, China y poco después se 

identificó un nuevo Coronavirus, el ahora denominado SARS-CoV-2 como el agente causal 

(Machhi et al., 2020; Yoo & Yoo, 2020). El 13 de enero del 2020, se reportó en Tailandia el 

primer caso notificado fuera de China (OMS, 2020b). Y a finales del mismo mes la OMS 

informó de 7.818 casos a nivel mundial, distribuidos en 18 países y con 170 muertes en China 

(OMS, 2020a). El virus se dispersó rápidamente por diversos países, por lo cual el 11 de 

marzo de 2020 la OMS declaró oficialmente la propagación como una pandemia global 

(Machhi et al., 2020; Yoo & Yoo, 2020).  

En Ecuador los sucesos se desarrollaron de la siguiente manera, en febrero del 2020 el 

Ministerio de Salud confirmó el primer caso de COVID-19 en Guayaquil, dos meses después 

Guayaquil se convirtió en uno de los epicentros de la pandemia. Sin embargo, el 23 de julio 

fue sobrepasada por Quito convirtiéndose, así como el nuevo epicentro (Chauca, 2021). 
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Actualmente se siguen identificando periodos de contagios masivos por las diversas variantes: 

Alpha, Delta, Gamma, Iota, Lambda, Mu y Omicron (COE, 2022). Y desde el 3 de enero de 

2020 hasta el 7 de marzo de 2022 se han confirmado 836.216 casos de COVID-19 con 35.264 

muertes (OMS, 2022). 

 

2.2. Etiología 

El Coronavirus que causa el Síndrome Respiratorio Agudo Severo 2 más conocido como 

SARS-CoV-2 es un Betacoronavirus que fue descubierto en muestras de lavado 

broncoalveolar, las cuales fueron tomadas de pacientes que tenían neumonía de origen 

desconocido (Ren et al., 2020). 

 

2.2.1. Taxonomía 

Los Coronavirus constituyen una familia de virus con genoma de ARN (Ácido ribonucleico), 

monocatenario, sentido positivo y con una cápside envuelta. Éstos pertenecen a la familia 

Coronaviridae, que comprende 3 subfamilias, 6 géneros, 28 subgéneros y 54 especies de 

virus según la última actualización de la taxonomía de Comité Internacional de Taxonomía 

Viral (ICTV, por sus siglas en inglés) en el año 2021. Las tres subfamilias se denominan, 

Letovirinae, Orthocoronavirinae y Pitovirinae, en la subfamilia Orthocoronavirinae se 

encuentra el género Betacoronavirus, dentro del cual tiene al subgénero Sarbecovirus que 

contiene a la especie Coronavirus relacionado con el Síndrome respiratorio agudo severo, a 

la cual pertenece el SARS-CoV-2 (ICTV, 2021).  

 

Tabla 1: Taxonomía del Coronavirus relacionado con el Síndrome Respiratorio Agudo Severo. 

TAXONOMÍA 

Dominio Riboviria  

Reino  Orthornavirae 

Filo  Pisuviricota 

Clase  Pisoniviricetes  

Orden  Nidovirales  

Suborden Cornidovirinae 

Familia  Coronaviridae 

Subfamilia  Orthocoronavirinae 

Género  Betacoronavirus 

Subgénero  Sarbecovirus 

Especie  Coronavirus  
Fuente: (ICTV, 2021). 
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2.2.2. Estructura del virión de SARS-CoV-2 

El virión del SARS-CoV-2 posee un tamaño de 60-140 nm, puede mostrar una morfología de 

tipo elíptico, esférico o pleomórfico, cuyo genoma viral tiene una longitud de 29,9 kbp (Del 

Inglés Kilobase pairs), en donde se encuentran codificadas las proteínas estructurales y no 

estructurales, las estructurales tales como: espícula o proteína S, proteína de membrana M, 

proteína de nucleocápside N y proteína de envoltura E (Alvarado-Amador et al., 2020; Dhama 

et al., 2020) y dieciséis proteínas no estructurales (nsp 1-16) (Algaissi et al., 2020). Algunas 

proteínas estructurales se encuentran asociadas o se encuentran integradas en la envoltura 

viral, membrana lipídica que tiene como origen la célula infectada. La partícula viral contiene 

internamente una Nucleoproteína N, la cual se une al ARN viral en una estructura helicoidal 

similar a una cuerda con cuentas, de esta manera protege al ARN de su degeneración 

(Palacios-Cruz et al., 2021). Durante el proceso de invasión viral, al ingresar a la célula, la 

proteína N se separa del ARN y el genoma viral es traducido por los ribosomas de la célula 

infectada. Mientras que las proteínas estructurales E, M y S conforman la envoltura viral, estas 

se integran en la membrana celular para modificarse antes de empleada por el virus como 

envoltura durante el proceso de liberación de las partículas virales (Machhi et al., 2020). 

 

Ilustración 1: Estructura del SARS-CoV-2. 

 

Fuente: (Cortés, 2020). 

 

2.2.3. Nucleoproteína o proteína N 

La nucleoproteína N del SARS-CoV-2 es una proteína estructural importante que desempeña 

funciones esenciales en el proceso de replicación viral, incluida la propia replicación, la 

transcripción y el empaquetamiento del genoma. La proteína N de longitud completa es una 

fosfoproteína flexible y multivalente que se asocia con el genoma de ARN viral y forma el 

núcleo de la ribonucleoproteína (Mu et al., 2020). Esta proteína N es utilizada con mucha 

frecuencia en inmunoensayos, ya que se sobreexpresa durante la infección, es altamente 

antigénica, induciendo altos títulos de anticuerpos en los pacientes infectados, representando 
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así un antígeno ideal para desarrollar una prueba para la detección de anticuerpos anti-

COVID-19 (Rikhtegaran et al., 2020; Zeng et al., 2020). Es por ello que en la actualidad la 

proteína N se utiliza con frecuencia en el desarrollo de vacunas y ensayos serológicos (Ahmed 

et al., 2020).  

2.2.4. Evolución del SARS-CoV-2 

Desde finales del año 2020, el SARS-CoV-2 ha exhibido una evolución continua, 

caracterizada por la generación de un conjunto de mutaciones que impactan en la 

transmisibilidad y antigenicidad del virus. Las mutaciones que con mayor frecuencia se 

identifican se suceden en la proteína de la espícula o proteína S, pueden afectar la entrada 

del virus en las células diana y la eficacia de la protección de anticuerpos. Singularmente las 

mutaciones del dominio de unión al receptor (RBD) son de gran importancia ya que la mayoría 

de las vacunas actuales se dirigen a este dominio (Kim et al., 2022).  

Por otro lado, la continua secuenciación de la totalidad del genoma del SARS-CoV-2 han 

demostrado que las infecciones de animales salvajes y en cautiverio como el venado de cola 

blanca (Odocoileo virginianus) y leones asiáticos (Panthera leo persica) pueden ser una 

consecuencia de la alteración del tropismo del SARS-CoV-2 y la probabilidad de la aparición 

de un reservorio natural de este virus que le permitiría mantenerse circulando (Kim et al., 

2022).  

2.3. Transmisión 

La transmisión del SARS-CoV-2 sucede de diferente manera, por ejemplo, la transmisión por 

contacto directo con la persona infectada, contacto indirecto a través de objetos que juegan 

el papel de intermediarios, principalmente por la vía de las manos, de los fómites y por el 

transporte de gotitas cargadas de virus en el aire (Alcamí et al., 2020). A continuación, se 

describirán con mayor detalle cada una de ellas. 

2.3.1. Transmisión horizontal por contacto directo 

Contacto directo o primario se refiere al contacto físico estrecho o cercano entre un individuo 

infectado y otro individuo vulnerable que permite la transmisión (Alcamí et al., 2020). 

2.3.2. Transmisión horizontal de manera indirecta 

Transmisión indirecta o mediada por un fómite, este último hace referencia a un objeto o 

superficie que ha sido tocado por un individuo infectado, o en el que se han depositado 

gotículas y/o aerosoles generados por un individuo infectado y que posteriormente entra en 

contacto con otro individuo (Chia et al., 2020; Ma et al., 2015). 
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2.3.3. Gotículas infecciosas 

Gotículas o gotas de Flugge que son expulsadas por el individuo infectado al hablar, cantar, 

toser, estornudar y respirar, que pueden colisionar en las superficies mucosas de los ojos, 

fosas nasales, o boca de otro individuo a una distancia menor a un metro. Además, las 

gotículas caen al suelo antes de evaporarse ocasionan contaminación local (Sigler, 2021). 

2.3.4. Aerosoles infecciosos 

Son partículas (gotas) mucho más pequeñas que las gotículas y por su reducido tamaño 

pueden persistir en suspensión en el aire durante más tiempo (Alcamí et al., 2020). Estas son 

liberadas al hablar, toser, estornudar, vomitar o por las heces al descargar el inodoro (Sigler, 

2021). Asimismo, los aerosoles se producen en los hospitales al realizar procedimientos 

terapéuticos diagnósticos como la intubación endotraqueal, broncoscopia, aspiración de 

secreciones, nebulizaciones, ventilación manual, entre otras (Sigler, 2021). En tiempo 

promedio en el virus puede mantenerse viable es de 1,1 a 1,2 hora, la viabilidad puede 

prolongarse cuando está integrado a partículas en forma de aerosol hasta por 3 horas.  

2.3.5. Transmisión viral por las heces 

El principal mecanismo de dispersión de las heces es la aerosolización de partículas creada 

durante la descarga de los inodoros, las gotículas atomizadas pueden ser directamente 

inhaladas o depositadas en las superficies del baño contaminando más adelante las manos 

(Morawska, 2005). 

2.4. Patogenia 

La infección del SARS-CoV-2 inicia con la unión de su ligando viral (proteína S) a un receptor 

específico. El receptor humano para este virus es la Enzima Convertidora de la Angiotensina 

2 (ACE2) que es una exopeptidasa de membrana tipo 1 que se encuentra expresada en las 

células de órganos como pulmón, corazón, endotelio vascular, intestino y riñones, que están 

relacionados a enfermedades cardiovasculares. La ACE2 posee una afinidad 20 veces mayor 

a la proteína S del SARS-CoV-2, esto explica la eficiente y rápida transmisión de esta 

enfermedad (Guo et al., 2020; Manta et al., 2022).  

Los receptores ACE2 que se encuentran expresados en los epitelios del tracto respiratorio 

inferior de los humanos son aquellos receptores para SARS-CoV-2 debido a que el virus 

cuenta con glicoproteína S en la superficie y tiene la capacidad de unirse al receptor ACE2 de 

las células. Esta glicoproteína S está constituida por las subunidades S1 y S2. La S1 es la 

encargada de definir el tropismo celular y S2 se encarga de mediar la fusión de la envoltura 

viral con las membranas celulares, lo lleva a que el ARN del genoma viral se libera hacia el 

citoplasma, el ARN no envuelto se traduce en dos lipoproteínas que son pp1a y pp1ab, juntas 

forman el complejo de replicación-transcripción (RTC) en una vesícula que tiene doble 
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membrana, para continuarse con los siguientes pasos del proceso de replicación del virus 

(Guo et al., 2020). 

2.4.1. Replicación del SARS-CoV-2 y patogénesis 

El propio proceso de replicación y la liberación de los viriones del SARS-CoV-2 causa 

piroptosis a la célula infectada, la cual está mediada por la Caspasa 1, lo que promueve el 

desarrollo del proceso inflamatorio y libera sustancias intracelulares directamente al endotelio 

vascular, las mismas que son identificadas por células endoteliales y macrófagos alveolares; 

desatando una tormenta de citoquinas y quimiocinas pro-inflamatorias, que favorecen el 

reclutamiento de monocitos, macrófagos y células T directamente al sitio de infección 

causando una amplificación de la inflamación (González-Cantero et al., 2022).  

2.5. Rol zoonótico de SARS-CoV-2 

El termino zoonosis hace referencia a una enfermedad infecciosa transmisible entre animales 

y el ser humano en condiciones naturales (Dabanch, 2003). Existe evidencia científica acerca 

de que los siete coronavirus responsables de infecciones en humanos tienen origen zoonótico, 

con diferentes reservorios e intermediarios (Cortés, 2021). Se habla de zoonosis inversa 

cuando el patógeno tiene una amplia distribución en la población humana y resulta en un 

mayor riesgo de transmisión de personas hacia animales. Para el caso de COVID-19 esto fue 

demostrado en febrero del 2020, cuando se informó de un caso de infección de SARS-CoV-2 

en un canino, convirtiéndose de esta manera en el primer caso de zoonosis inversa por SARS-

CoV-2 (OIE, 2022). Es motivo de preocupación la infección y propagación del SARS-CoV-2 

en especies animales susceptibles tanto domésticos como silvestres, en las que su manejo o 

comportamiento gregario en grandes grupos y la estructura de la red de contactos llevarían a 

tener como consecuencia la aparición de un reservorio de virus alternativo, el cual podría 

llegar a reintroducirse en humanos.  

Recientes investigaciones evidencian la transmisión del SARS-CoV-2 hacia animales de 

compañía como caninos (Canis lupus familiaris), felinos (Felis catus), hurones (Mustelidae) y 

hámsters (Cricetinae) debido a la estrecha convivencia con sus tutores y susceptibilidad que 

estos presentan, puesto que estos tienen los receptores celulares que el virus requiere para 

ingresar a sus células y multiplicarse satisfactoriamente. En la actualidad aún no se ha 

demostrados científicamente que los animales domésticos y/o de compañía, en particular 

perros y gatos desempeñen rol en la transmisión zoonótica al ser humano (Chiliquinga et al., 

2022). 
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Ilustración 2: Zoonosis inversa del COVID-19. Las flechas continuas 

muestran la posible transmisión de persona a animal, confirmada por ARN 

viral, datos de secuenciación o aislamiento del virus. Las flechas discontinuas 

muestran la presumible transmisión de persona a animal basada por datos 

serológicos. 

 

 

Fuente: (Sooksawasdi Na Ayudhya & Kuiken, 2021). 

 

En visones (Neovison vison y Mustela vison) se han descrito varios brotes en granjas de 

Dinamarca y Países Bajos, en los que se evidenciado la capacidad del virus de transmitirse 

desde y hacia humanos que hayan estado en contacto con visones infectados con SARS-

CoV-2. Las estrategias de control que dictaron autoridades ante el brote, fue la de aplicar 

sacrificio sanitario para todas las poblaciones de visones expuestas al virus (Cabrera et al., 

2022). 

La circulación de SARS-CoV-2 en la población humana se logra detectar en aguas residuales, 

actualmente no se ha identificado algún tipo de amenaza que esto puede representar para la 

vida acuática y sobre todo para mamíferos marinos, sin embargo, en modelos predictivos con 

el uso de modelado molecular del receptor ACE2 se evaluó la posible susceptibilidad a la 

infección de 15 especies marinas definiéndose como probablemente vulnerables 

(Mathavarajah et al., 2021).  

2.6. Reportes de infecciones en animales de compañía 

En la actualidad se ha evidenciado en varios estudios de infecciones experimentales y 

naturales que los perros domésticos (Canis lupus familiaris) tienen una baja susceptibilidad al 

SARS-CoV-2. Existe evidencia científica de replicación viral limitada en una proporción 

importante de perros infectados, sin embargo, aún no se ha demostrado una infección aguda 
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prolongada necesaria para una transmisión sostenida. En la mayoría de los perros infectados 

experimentalmente se evidencia que desarrollan una respuesta inmune humoral, es decir, 

anticuerpos contra el SARS-CoV-2 y también se ha reportado la seroconversión en eventos 

de transmisión natural de humano a perro (Meekins et al., 2021). 

En estudios experimentales, realizados en perros Beagles para medir la susceptibilidad al 

SARS-CoV-2 usando una dosis viral de 1 X105 unidades formadoras de placas de efecto 

citopático (PFU, Plaque-forming units) administrada por vía intranasal; en el cual en uno de 

los experimentos se usaron perros de 3 meses de edad y en el otro se usaron perros adultos 

entre 5 a 6 años de edad. En ambos estudios se obtuvo como resultado una replicación viral 

limitada después de la inoculación nasal. Durante el periodo de estudio que fue de 14 a 42 

días no se aisló virus viable de ningún hisopo o muestra de tejido colectado de los animales 

inoculados (Bosco-Lauth et al., 2020; Shi et al., 2020). Sin embargo, el ARN genómicos del 

SARS-CoV-2 se detectó en hisopos rectales en 2 de 5 perros inoculados 2 días después de 

la infección y en uno de estos perros en 6 días después de la infección, esto sugiere que se 

produjo cierto nivel de replicación viral (Shi et al., 2020). Ninguno de los perros inoculados 

experimentalmente mostró signos clínicos durante el período de observación de 14 a 42 días 

del estudio. Además, se demostró que 2 de 4 perros inoculados con el virus desarrollaron 

anticuerpos contra el SARS-CoV-2 a los 14 días post-infección, en el otro estudio 3 de 3 perros 

desarrollaron anticuerpos neutralizantes a partir de los 14 días post-infección que alcanzaron 

un máximo de 21 días. Con estos resultados se demuestra que los perros tienen una baja 

susceptibilidad a infecciones experimentales por SARS-CoV-2 con ausencia de signos 

clínicos y replicación viral limitada, pero con clara evidencia de seroconversión (Meekins et a 

l., 2021).  

En cuanto a la infección natural, en febrero 26 del año 2020 se reportó el primer caso de 

infección natural por SARS-CoV-2 en perros, ocurrió en Hong Kong, China, donde un 

Pomerania de 17 años con varias comorbilidades, durante el periodo de cuarentena luego de 

que el propietario diera positivo a la infección por COVID-19. Pese a esto, el animal no mostró 

signología clínica a consecuencia de la infección. En marzo 18, un Pastor Alemán de 2,5 años 

fue diagnosticado con SARS-CoV-2 mediante RT-qPCR; en ambos casos, los dos perros 

generaron anticuerpos detectables contra SARS-CoV-2 (De Morais et al., 2020). 

Posteriormente, el 1 de junio del mismo año, en los Países Bajos, se detectaron anticuerpos 

neutralizantes contra el SARS-CoV-2 en un Bulldog Americano de 8 años con dificultad para 

respirar y que además de que el propietario fuera diagnosticado como positivo para COVID-

19 (Sterling et al., 2020).   

En EE.UU., dos perros dieron positivo a anticuerpos anti-SARS-CoV-2, un perro presentó 

signos respiratorios y letargo severo el cual fue asociado con anemia hemolítica; el otro perro 

no mostró signología clínica, de igual manera el propietario había sido diagnosticado con 
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SARS-CoV-2 (De Morais et al., 2020). En mayo del 2020 un Pastor Alemán llamado Buddy 

de 7 años de edad fue diagnosticado con SARS-CoV-2 mediante RT-qPCR después de haber 

estado seis semanas con dificultad para respirar. No obstante, los registros médicos 

proporcionados por los propietarios que fueron revisados por veterinarios de National 

Geographic que no participaron en su tratamiento indican que Buddy probablemente tuvo 

linfoma; lo que explicaría los clínicos que presentó justo antes de su muerte. No está 

totalmente definido que el cáncer lo hizo más susceptible a contraer SARS-CoV-2, o si el virus 

fue el responsable de alguno de los signos mostrados o si solo fue un caso de coincidencia 

de tiempo (Erdman, 2020). 

Adicionalmente, en Ecuador se ha registrado el primer informe de transmisión natural de 

SARS-CoV-2 en perros, convirtiéndose en el primer reporte de América del Sur y el primer 

informe en perros que deambulan libremente; estos perros pertenecían a una comunidad 

indígena rural de la Amazonia Ecuatoriana. En este estudio se recolectaron muestras de 

hisopos orales y nasales de tres perros encontrados durante una intervención de vigilancia de 

COVID-19. El ARN total se extrajo de las muestras colectadas de los perros y se realizó la 

detección de las secuencias de los genes de SARS-CoV-2 N, ORF1ab y S. Cabe mencionar 

que hubo una alta tasa de infección por SARS-CoV-2 del 87,2 % dentro de la comunidad, y el 

17,1 % de los individuos positivos a SARS-CoV-2 tenían una carga muy alta, superior a 1 X108 

copias/ml por lo cual es probable que esto haya facilitado la transmisión de humanos a perros. 

De acuerdo a lo descrito en el estudio, los resultados que obtuvieron fueron que estos 3 perros 

no presentaron signos clínicos, pero dieron positivo en al menos dos secuencias genéticas 

del SARS-CoV-2 N1 y N2; adicionalmente, 2 de los perros también fueron positivo para el gen 

ORF1ab y uno de ellos para el gen S. Es importante resaltar la significancia de la detección 

del virus en estos animales ya que al encontrarse en la selva amazónica la transmisión del 

SARS-CoV-2 a los mamíferos salvajes representa una preocupación potencial (Zambrano-

Mila et al., 2022). 

En cuanto a gatos domésticos (Felis catus domesticus); en los meses de marzo y abril del 

2020 al tomar muestras en un gato clínicamente sano, éste dio positivo para SARS-CoV-2 

mediante RT-qPCR, luego de que el propietario había presentado la infección por COVID-19 

(AVMA, 2020). De igual manera se han reportado casos clínicos en gatos domésticos; en 

marzo del 2020, en Bélgica se detectó ARN viral del SARS CoV-2 mediante RT-qPCR en 

muestras de vómito y heces de un gato que presentó problemas respiratorios, vómito y diarrea 

(OIE, 2020). posteriormente el 22 de abril, en EE.UU., 2 gatos dieron positivo para SARS-

CoV-2 mediante RT-qPCR, luego de presentar signos respiratorios como estornudos y 

secreción nasal, esto posterior a que sus propietarios días atrás habían sido diagnosticados 

con COVID-19 (De Morais et al., 2020). El 17 de abril, en Francia en una gata de 9 años de 

edad, se detectó ARN del SARS-CoV-2 mediante RT-qPCR, este animal desarrolló signos 
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como anorexia, vómitos y tos, 17 días después de que su dueño diera positivo a COVID-19 

(Sailleau et al., 2020). No es extraño que los gatos desarrollen signos clínicos, ya que el 

SARS-CoV-2 penetra en la célula al unirse al receptor ACE2 y este receptor en los gatos tiene 

una alta identidad y similitud con el receptor humano (Wan et al., 2020). Además, los gatos 

son susceptibles tanto a la infección natural como experimental. En un trabajo se inoculó 

experimentalmente a gatos con altas dosis del virus SARS-CoV-2 por vía intranasal. Estos 

animales no mostraron signos clínicos, pero desarrollaron anticuerpos neutralizantes y 

eliminaron el ARN viral en las heces (Shi et al., 2020). 

2.7. Manifestaciones clínicas de la COVID-19 

La enfermedad infecciosa causada por el SARS-CoV-2 es un síndrome con síntomas leves 

que pueden llegar hasta enfermedad sistémica inflamatoria, esto en humanos. Un síntoma 

característico es la fiebre y puede ser acompañado de tos, anosmia o disgeusia, disnea, fatiga, 

mialgias odinofagia, cefalea, rinorrea, manifestaciones cutáneas y síntomas gastrointestinales 

tales como nausea, vómito, diarrea o dolor abdominal (Madrigal-Rojas et al., 2020).  

En animales los signos clínicos causadas por la infección por SARS-CoV-2 no están 

totalmente definidos, pero se ha descrito que pueden incluir signos como tos, estornudos, 

dificultad respiratoria, descarga nasal, descarga ocular, vómito o diarrea, fiebre, inapetencia y 

letargia. Además, pueden producirse infecciones carentes de manifestación clínicas en 

animales, muy similar como ocurre en los humanos asintomáticos (OIE, 2022). 

2.8. Diagnóstico de la infección por SARS-CoV-2 

A principios del brote de SARS-CoV-2 se aplicaron técnicas moleculares que detectan el 

genoma viral, de este modo usando la reacción de cadena de polimerasa convencional 

acoplada a transcripción inversa (RT-PCR). Actualmente esta prueba en tiempo real es la 

técnica más empleada para el diagnóstico de COVID-19 (Tastanova et al., 2021).  

2.8.1. Diagnóstico clínico de la infección por SARS-CoV-2 en animales 

El diagnóstico clínico se realiza en base a los signos y manifestación clínica que presentan 

los animales; se ha reportado escasa información sobre las manifestaciones clínicas que 

pueden presentar. Sin embargo, los signos que presentan los animales son los anteriormente 

descritos (OIE, 2022). 

2.8.2. Diagnóstico diferencial 

Antes de realizar un diagnóstico tentativo o sugestivo de infección por SARS-CoV-2 se 

recomienda excluir otras causas de enfermedad respiratoria o digestiva. Al momento de 

reducir la lista de diagnósticos diferenciales se deberá considerar la existencia de un nexo 

epidemiológico con una infección confirmada en humanos o en otros animales con los que 

convive el paciente animal (OIE, 2021).  
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2.8.3. Diagnóstico de laboratorio 

2.8.3.1 Muestras empleadas 

De acuerdo al tipo de prueba diagnóstica que se desea realizar, las muestras que se pueden 

incluir son hisopos nasales, bucofaríngeo o rectales y de sangre, ya sean las muestras únicas 

o combinadas. Las pruebas deben validarse para el propósito, especie y la matriz a analizar 

(OIE, 2021). 

2.8.3.2 Pruebas laboratoriales 

Las pruebas laboratoriales para el diagnóstico de SARS-CoV-2 se dividen en pruebas directas 

e indirectas. Dentro de las pruebas directas se encuentran las pruebas para la detección de 

ácidos nucleicos y las pruebas para la detección de antígenos (Onoda & Martínez, 2020). Las 

pruebas indirectas se basan en la detección de anticuerpos, de esta manera, si dicha prueba 

diera como resultado positivo se supondrá que el individuo ha sido infectado previamente, se 

ha recuperado y no presenta manifestación clínica (Callejas et al., 2021). 

La OIE (Organización Internacional de Sanidad Animal), (2022) clasifica en dos grupos las 

pruebas para el diagnóstico de SARS-CoV-2. 

2.8.3.3. Identificación de la infección 

- Reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa acoplada a reacción de transcripción 

inversa (RT-qPCR).  

- Amplificación isotérmica mediada por bucle o lazo acoplada a reacción de transcriptasa 

inversa (RT-LAMP).  

- Aislamiento e identificación del virus.  

- Secuencia del genoma viral. 

- Otras pruebas moleculares desarrolladas para uso en humanos.  

2.8.3.4. Detección de la respuesta inmune adaptativa de tipo humoral 

- Prueba de ELISA indirecto para la detección de anticuerpos.  

- Prueba de neutralización viral (VNT). 

- Test rápido de anticuerpos o inmnocromatografías. 

- Diversas otras pruebas para la detección de anticuerpos. 

2.9. Ensayos de ELISA indirecto 

ELISA es el acrónimo de Enzyme-linked inmunosborbent assay, en español ensayo de 

inmunoadsorción acoplado a enzima, este es un procedimiento que permite la cuantificación 

de un marcador o analito de importancia en una muestra biológica, el cual puede ser una 

hormona, un péptido, proteína o un anticuerpo. En lo que respecta al ensayo de ELISA 

indirecto, éste permite la detección de anticuerpos generado en contra de un antígeno, el 
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procedimiento consiste en un paso de sensibilización de la superficie de cada uno de los 

pocillos de la placa con el antígeno, seguido del bloqueo con proteínas como la albúmina 

sérica bovina (BSA), gelatina o las presentes en la leche. Posteriormente se adicionan las 

muestras de suero a analizar, una vez concluido el periodo de incubación y lavado. Se colocan 

reactivos para la fase de detección. Los reactivos empleados para la detección pueden 

consistir en proteínas de afinidad a los anticuerpos, como SpA de Staphyloccocus aureus o 

SpG de estreptococos beta hemolíticos grupo C marcadas con enzimas como trazadores, 

sean estas peroxidasas HRP (Horseradish peroxidase), fosfatasas, entre otras; también se 

emplean anticuerpos anti-anticuerpos de la especie a la que pertenece el suero sometido al 

análisis, también estas moléculas se encuentran marcados con los trazadores antes descritos.  

Este método diagnóstico se usa para identificar la exposición a infecciones bacterianas, 

virales, parasitarias, etc., mediante la detección y/o cuantificación de anticuerpos generados 

en contra de antígenos específicos. La detección de anticuerpos por el método ELISA 

indirecto es un procedimiento ampliamente ajustable debido a que se pueden utilizar 

diferentes marcadores de visualización para sueros de la misma especie. En vista de que se 

puede enlazar más de un anticuerpo marcado por objetivo de anticuerpo (Morgan, 2017).  

 

Ilustración 3: Esquema simplificado del ensayo de ELISA indirecto. 

 

 

Fuente: Morgan, (2017). 

 

2.10. Ensayo de Western Blot 

Este método de diagnóstico de laboratorio es utilizado para identificar el reconocimiento a una 

proteína antigénica específica de un patógeno por anticuerpos generados en un paciente 

expuesto, este método requiere el uso de electroforesis desnaturalizante en gel de 

poliacrilamida (SDS-PAGE, del inglés SDS-PolyAcrylamide Gel Electrophoresis) para resolver 

las proteínas antigénicas. La proteína o el extracto proteico resuelto se transfieren a una de 

Nitrocelulosa o PVDF (PolyVinylidene DiFluoride). La interacción anticuerpo-antígeno se 

descubre de manera similar a lo empleado en los ensayos de ELISA indirecto. La unión de la 

fase trazadora se evidencia con la adición de un sustrato cromogénico hidrosoluble el cual se 
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precipita como producto en el sitio en donde se localiza el complejo antígeno-anticuerpo 

donde se revela en forma de bandas coloreadas (Toche, 2012). 

Esta técnica ha mejorado el diagnóstico de múltiples enfermedades y además posee ventajas 

sobre otras técnicas serológicas que existen dentro del mercado que no son asequibles en 

zonas endémicas por ser costoso, requerimientos de equipos adicionales, por el proceso y 

tiempo que toman realizarlas. Sin embargo, el test de ELISA indirecto continúa siendo la 

técnica de tamizaje serológico de uso más frecuente (Miranda-Ulloa et al., 2014).  

2.11. Tratamiento específico de la infección por SARS-CoV-2 

Hasta el momento no se ha descrito algún tratamiento específico para las infecciones o 

enfermedad causada por el SARS-CoV-2 en animales (OIE, 2021). 

2.12. Prevención y control de la COVID-19 

Las personas que sospechan o se han confirmado que están infectadas por SARS-CoV-2 

deberán restringir el contacto con animales mamíferos. Aquellos propietarios a pesar de que 

carezcan de síntomas de SARS-CoV-2 deben mantener las medidas de higiene durante la 

interacción con sus mascotas y también se recomienda evitar el contacto con personas o 

animales en lugares aglomerados (OIE, 2021). 

Las medidas de prevención a tomar por parte del propietario de una mascota en sospecha de 

contacto con una persona infectada de SARS-CoV-2 es el uso de mascarillas faciales, uso de 

alcohol etílico como antiséptico, y en general evitar el contacto con las mascotas; en ellas se 

consideró el lavado de su patas e incluso proporcionarle baño luego del paseo, siendo estas 

una de las medidas más prácticas que se adoptó durante los momentos más álgidos de la 

pandemia de la COVID-19 (Villegas et al., 2021).  
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Materiales y métodos 

3.1. Área de estudio y unidad de análisis 

Las muestras de suero sanguíneo post-pandemia fueron tomadas de 33 perros de tutores que 

padecieron de COVID-19, y con los cuales convivieron estrechamente. Estas muestras se 

colectaron en dos Clínicas Veterinarias de la ciudad de Cuenca, ubicadas en la parroquia 

Yanuncay. Por otro lado, las muestras de suero sanguíneo pre-pandemia fueron tomadas de 

caninos que residían en parroquias aledañas a la ciudad de Cuenca y en los alrededores del 

Camal Municipal de Cuenca-Azuay, entre los años 2018 y 2019, estos sueros formaban parte 

del biobanco del Laboratorio de Biología Molecular de la Facultad de Ciencias Agropecuarias, 

de la Universidad de Cuenca. En esta investigación no se distinguió raza, edad y sexo. 

3.2 Actividad 1: Colección, transporte de muestras para la obtención de muestras de 

suero post-pandemia 

3.2.1 Materiales de trabajo 

- Mandil antifluido 

- Guantes de látex descartables 

- Mascarillas quirúrgicas 

- Torniquetes 

- Gorros 

- Marcador rotulador de muestras 

- Cinta para rotular 

- Tubos sin anticoagulante (Tapa roja), agujas y adaptadores para agujas 

- Rasuradora 

- Tijeras  

- Torundas de algodón con Alcohol etílico al 70% 

- Jeringas de 5 ml 

- Gel refrigerante 

- Cooler 

3.2.2 Materiales biológicos 

- Pacientes caninos (Canis lupus familiaris) para los cuales existe un antecedente de 

convivencia estrecha con personas que desarrollaron la infección por SARS-CoV-2, la colecta 

de la muestra se realizó previo consentimiento del responsable de la mascota. 

3.2.3 Materiales químicos 

- Alcohol etílico al 70% 
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3.2.4 Procedimiento 

Paso 1.- Una vez sujeto de manera adecuada el paciente canino, se procedió a la asepsia de 

la zona correspondiente a la vena cefálica con la solución de Etanol al 70%. 

Paso 2.- Se realizó la punción en la vena cefálica para la recolección de al menos 2 ml de 

sangre de cada perro con la ayuda de tubos con vacío y sin anticoagulante. 

Paso 3.- Una vez colectada la muestra, los tubos fueron colocados con la tapa hacia abajo en 

un ángulo de entre 25 a 30 grados, durante aproximadamente 20-30 min, a temperatura 

ambiente y protegidos del sol, para permitir la formación del coágulo y liberación del suero 

sanguíneo. 

Paso 4.- Con el coágulo formado, para el transporte, los tubos fueron colocados de forma 

vertical en el Cooler con gel refrigerante lo cual permitió una adecuada conservación de las 

muestras.  

Paso 5.- Las muestras fueron trasladadas al laboratorio Biología Molecular de la F.CC.AA. de 

la Universidad de Cuenca, en donde se conservaron en refrigeración (±4 °C) por un periodo 

máximo de 5 días para la obtención del suero sanguíneo. 

3.3 Actividad 2: Obtención de suero sanguíneo de las muestras de sangre 

3.3.1 Materiales físicos y equipos 

- Micropipetas de varios volúmenes y sus puntas 

- Tubos eppendorf 

- Palillos de dientes estériles 

- Marcadores 

- Papel absorbente 

- Gradillas 

- Microcentrífuga 

- Refrigerador (±4 °C) 

- Ultracongelador (-80 °C) 

3.3.2 Materiales biológicos 

Muestras de sangre colectadas en tubos sin anticoagulante mantenidas en refrigeración 

3.3.3 Materiales químicos 

Alcohol etílico al 70% 

3.3.4 Procedimiento 

Paso 1.- Para la obtención del suero de las muestras de sangre almacenadas en refrigeración, 

en posición vertical con la tapa hacia arriba para favorecer la retracción del coágulo y 

liberación del suero, dentro de un periodo entre 1 a 5 días como máximo se procedió 

cuidadosamente a retirar y desechar el coágulo con ayuda de un palillo de dientes estéril. 
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Paso 2.- Se tomó de cada tubo ± 500 μl de suero sanguíneo y se colocó en tubos eppendorf 

de 1.5 ml, previamente identificados. 

Paso 3.- Para eliminar la mayoría de los glóbulos rojos liberados del coágulo, las muestras de 

suero sanguíneo fueron centrifugadas a 4,500 x g, por 10 min a temperatura ambiente (±23 

°C). 

Paso 4.- Posteriormente, se tomó ± 400 μl de cada muestra de suero sanguíneo se colocó en 

tubos Eppendorf de 1.5 ml, previamente rotulados. 

Paso 5.- Las muestras de suero sanguíneo se mantuvieron en congelación (-80 °C) hasta su 

uso en los ensayos de ELISA indirecto y Western Blot. 

3.4 Actividad 3: Ensayo de ELISA indirecto 

3.4.1 Materiales físicos y equipos 

- Placas de 96 pozos 

- Micropipetas de diferentes volúmenes y sus puntas 

- Recipientes de vidrio para la preparación de soluciones 

- Agitador orbital 

- Potenciómetro (pHmetro) 

- Balanza analítica 

- Lector de placas de ELISA Epoch (BioTek) 

- Computadora 

3.4.2 Materiales biológicos 

- Muestras de suero sanguíneo 

- Solución con el péptido recombinante D+E (L230-A419) de la Nucleoproteína del SARS-CoV-

2, previamente cuantificada que fue proporcionada por el Dr. Antonio J. Vallecillo, del 

Laboratorio de Biología Molecular de la F.CC.AA. de la Universidad de Cuenca. 

3.4.3 Materiales químicos 

- Solución para la sensibilización de las placas de ELISA (Nunc MaxiSorp flat-bottom plate, 

Invitrogen, No. cat.: 442404), que consistió en Buffer de carbonatos (100 mM de Na2CO3 

(Merck, No. cat.: 106393); 100 mM de NaHCO3 (Merck, No. cat.: 144558), pH 9.6) con 2 µg/ml 

(0.1 µg por pozo) del péptido recombinante D+E (L230-A419) 

- Solución buferada de fosfatos (PBS), pH 7.4, (137 mM de NaCl (Sigma, No. cat S3014); 2.7 

mM KCl (Sigma, No. cat 746436); 10 mM NaH2PO4 (Fisher, No. cat S369-1); 1.8 mM KH2PO4 

(Sigma, No. cat.: P0662), pH 7.4) 

- Solución para el lavado de las placas (PBS-T0.05) (PBS, pH 7.4 y 0.05% de Tween 20 

(Sigma, No. cat.: P1379)) 

- Solución para el bloqueo de las placas y la dilución de los sueros (PBS-T0.05-BSA3) (PBS-

T0.05; 3% de BSA (Albúmina sérica bovina) fracción V (Roche, No. cat 10735078001)) 



35 
 

 
Andrea Nicole Cuichán Bautista – Cristina Patricia Jiménez Ávila  
1 

- Solución para la detección de anticuerpos (PBS-T0.05-BSA3; 100 ng/ml de Proteína A-HRP-

(Horseradish peroxidase) (MP Biomedical, No. cat.: 0855901) 

- Solución del sustrato para la Peroxidasa (Solución de ABTS) (100 mM de Ácido cítrico 

(Sigma, No. cat.: 791725), pH 4.5; 0.5487 mg/ml (1 mM) de ABTS (Sigma, No. cat A1888) y 

1:1,000 (v/v) de una solución de H2O2 al 30% (Fisher, No. cat H325-4) 

3.4.4 Procedimiento 

Paso 1.- Para el ensayo de ELISA indirecto se procedió a la sensibilización de las placas, 

para lo cual se colocó 50 µl de la Solución de sensibilización del péptido recombinante D+E 

(L230-A419) por cada pocillo. Las placas se incubaron en estático durante toda la noche (±14 h) 

a una temperatura de 4 °C (Refrigeración). 

Paso 2.- Una vez concluida la sensibilización de las placas con el antígeno, se procedió al 

bloqueo de las placas retirando la Solución de sensibilización y colocando en su lugar 100 µl 

de la Solución de bloqueo, y se sometieron a incubación por 2 h a una temperatura de 23 a 

25 °C (ambiente) en estático. 

Paso 3.- Una vez concluido la sensibilización y bloqueo de las placas, se colocaron cada una 

de las muestras de suero diluido 1:20 en la Solución de dilución de los sueros, por duplicado 

(50 µl) previo lavado de las placas con la Solución de lavado (3 veces durante 5 min, en 

agitación a temperatura ambiente). 

Paso 4.- Las placas con las muestras de suero fueron incubadas por 1 h, en agitación 

constante a temperatura ambiente. Concluida la incubación se realizaron 3 lavados, de 5 min 

con la solución de lavado. 

Paso 5.- Posterior a los lavados, se adicionaron 50 μl de la Solución con la Proteína A-HRP, 

y se incubaron por 1 h a temperatura ambiente en agitación constante. 

Paso 6.- Una vez concluida la incubación con la Solución de proteína A-HRP, se realizaron 3 

lavados, de 5 min con la Solución de lavado. 

Paso 7.- Concluidos los lavados se adicionaron de 50 µl de la Solución del sustrato, y se 

incubaron las placas por 15 min a temperatura ambiente, en estático y protegida de la luz. 

Paso 8.- Concluida la incubación se procedió a realizar la lectura en el lector de placas de 

ELISA (Epoch, BioTek) a una longitud de onda de 420 nm. 

Paso 9.- Como reacción positiva a la presencia de anticuerpos en contra del péptido 

recombinante se consideró a las lecturas mayores al promedio de la lectura del blanco más 

dos desviaciones estándar de las lecturas del blanco de cada placa. 

3.5 Actividad 4: Ensayo de Western Blot 

3.5.1 Materiales físicos y equipos 

- Cámara de electroforesis para SDS-PAGE (Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 

electrophoresis) 
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- Cámara de electroforesis para la electrotransferencia de las proteínas 

- Fuente de poder 

- Micropipetas de diferentes volúmenes y sus puntas 

- Recipientes de vidrio para la preparación de soluciones. 

- Potenciómetro (pHmetro) 

- Balanza analítica 

- Agitador orbital 

- Escáner 

- Computadora 

3.5.2 Materiales biológicos 

- Solución con el péptido recombinante D+E (L230-A419) 

- Muestras de suero sanguíneo 

3.5.3 Materiales químicos 

3.5.3.1 Para la resolución de las proteínas mediante SDS-PAGE 

- Agua destilada estéril 

- Solución resolving buffer 4X (1,500 mM de Tris-HCl, pH 8.8 (Sigma, No. cat.: T4661, Fisher, 

Cat. nó.: 7647-01-0), 0.4% de SDS (Sigma, No. cat 71725) 

- Solución stacking buffer 4X (1,500 mM de Tris-HCl, pH 8.8 (Sigma, No. cat.: T4661, Fisher, 

Cat. nó.: 7647-01-0), 0.4 % de SDS (Sigma, No. cat.: 71725) 

- Solución de acrilamida/bis-acrilamida 29:1 al 30 % (Bio-Rad, No. cat.: 161015) 

- Solución al 10% de Persulfato de amonio (0.1 g/ml de Persulfato de amonio (Sigma, No. cat.: 

A3678) 

- Solución TEMED (N, N, N', N'-tetrametiletano-1,2-diamina (Bio-Rad, No. cat 161-08.01) 

- Solución buffer para SDS-PAGE (25 mM de Tris base; 1% de SDS; 191 mM de Glicina 

(Sigma, No. cat.: T4661, 71725; Bio-Rad, No. cat.: 161-0718) 

- Solución loadding buffer para proteínas 2X (125 mM de Tris-HCl, pH 8.8; 4 % de SDS; 5 % 

de β-Mercaptoetanol; 20 % de Glicerol; 0.0025 % de Azul de bromofenol (Sigma, No. cat.: 

T4661, 71725, 63689, G5516, B8026)) 

- Marcador de peso molecular para proteínas (SDS-PAGE molecular weight standars-Low 

range (Bio-Rad, Cat. no.: 161-0304)) 

3.5.3.2 Para la electrotransferencia de las proteínas a la membrana PVDF 

- Solución buffer de transferencia 10X (250 mM de Tris base; 1.91 M de Glicina (Sigma, No. 

cat T4661, Bio-Rad, No. cat.161-0718) 

- Membranas PVDF (Thermo scientific, No. cat.: 88520) 

- Alcohol etílico (Sigma, No. cat.: E7023) 
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3.5.3.3 Para la tinción de las proteínas transferidas a la membrana PVDF 

- Solución para la tinción de las membranas de PVDF con azul de Coomassie (1 % de Azul 

de Coomassie R-250, 10% de Metanol, 7 % de Ácido acético glacial (Bio-Rad, No. cat.: 

1610400, Sigma, No. cat.: E7023, Fisher, No. cat 64-19-7)) 

- Solución para desteñir las membranas teñidas con azul de Coomassie (10% de Metanol; 

10% de Ácido acético glacial (Sigma, No. cat.: E7023, Fisher, No. cat.: 64-19-7)) 

3.5.3.4 Para la inmunodetección de los anticuerpos 

- Solución para el bloqueo de las membranas (PBS-T0.05-BSA3) (10 mM de NaH2PO4; 1.8 

mM de KH2PO4; 137 mM de NaCl, 2.7 mM de KCl; 0.05% de Tween 20, 3% de BSA fracción 

V, pH 7.4 (Fisher, No. cat S369-1, Sigma, No. cat P0662, S3014, 746436, P1379, Roche, Cat. 

no.: 10735078001) 

- Solución para la dilución de los sueros sanguíneos (PBS-T0.05-BSA3) 

- Solución para el lavado de las membranas (PBS-T0.05) (10 mM de NaH2PO4; 1.8 mM de 

KH2PO4; 137 mM de NaCl, 2.7 mM de KCl; 0.05% de Tween 20, pH 7.4 (Fisher, No. cat S369-

1, Sigma, No. cat P0662, S3014, 746436, P1379) 

- Solución para la detección de anticuerpos (PBS-T0.05-BSA3; 100 ng/ml de Proteína A-HRP-

(Horseradish peroxidase) (BioRad, No. cat.: 1706522) 

- Solución del sustrato para la peroxidasa (500 μg/ml de 3,3'-diaminobenzidine (DAB) en PBS-

T0.05 (Sigma, No. cat D5637) 

3.5.4 Procedimiento 

Para el ensayo Western Blot se requirió resolver el D+E (L230-A419) recombinante mediante 

SDS-PAGE, su posterior electrotransferencia a las membranas de PVDF y finalmente la 

detección del posible reconocimiento de los anticuerpos presentes en la muestra de suero 

hacia el péptido recombinante. 

3.5.4.1 Para resolución del péptido D+E (L230-A419) recombinante mediante SDS-PAGE 

Paso 1.- Para resolver el péptido D+E (L230-A419) se preparó un gel discontinuo 

desnaturalizante de poliacrilamida al 12 %, para el gel resolutivo (Resolving) se colocó en un 

recipiente limpio (Tubo Falcón de 50 ml) los siguientes reactivos, previo al armado de las 

placas con los aditamentos para formar el gel (Gel casting system): 
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Tabla 2: Reactivos para la resolución del péptido D+E (L230-A419) recombinante. 

Reactivo: 

Número de geles (Volumen del 

reactivo): 

Un gel (ml) Dos geles (ml) 

Agua destilada estéril 2.625 5.250 

Solución resolving buffer 4X 1.875 3.750 

Solución de acrilamida/bis-acrilamida (29:1) al 

30% 
3.000 6.000 

Solución al 10% de Persulfato de amonio 0.025 0.050 

Solución TEMED 0.002 0.005 

Volumen total 7.027 15.055 

 

Paso 2.- Se mezclaron cuidadosamente los reactivos, evitando en lo posible la formación de 

espuma y de la misma manera se transfirieron a los moldes de los geles, hasta la marca 

previamente colocada para definir la longitud del gel. Se adicionó 500 μL de agua destilada 

estéril para evitar la evaporación del agua del gel y el ingreso de Oxígeno, y se esperó el 

tiempo suficiente para permitir la polimerización del gel. 

Paso 3.- Una vez que polimerizó el gel resolutivo se procedió a la preparación del gel 

concentrador (Stacking), para lo cual se adicionó en un recipiente limpio (Tubo Falcon de 50 

ml) los siguientes reactivos: 

 

Tabla 3: Reactivos para la preparación del gel concentrador (Stacking). 

Reactivo: 

Número de geles (Volumen del 

reactivo): 

Un gel (ml) Dos geles (ml) 

Agua destilada estéril 1.445 2.890 

Solución stacking buffer 4X 0.625 1.250 

Solución de acrilamida/bis-acrilamida (29:1) al 

30% 

0.375 0.750 

Solución al 10% de Persulfato de amonio 0.050 0.100 

Solución TEMED 0.005 0.010 

Volumen total 2.500 5.000 

Paso 4.- Se mezclaron los reactivos con excepción del TEMED. Se procedió a retirar el agua 

adicionado al gel resolutivo, se colocó los peines para formar los pozos en un formato de gel 

preparativo. Adicionamos al gel concentrador el TEMED, mezclamos de forma cuidadosa para 

evitar la formación de espuma, cuidadosa y rápidamente se transfirieron a los moldes de los 
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geles. Se adicionó un poco de agua destilada estéril y se esperó el tiempo suficiente para 

permitir la polimerización del gel. 

Paso 5.- Una vez preparados los geles, se colocó en la cámara de electroforesis, se adicionó 

la Solución buffer de electroforesis SDS-PAGE. 

Paso 6.- El péptido D+E (L230-A419) (20 µg) antes de ser colocado en el gel fue mezclado con 

un volumen igual de la Solución buffer de carga 2X (250 μl de volumen total), y sometido a 

ebullición por 5 min. 

Paso 7.- Se cargó el péptido recombinante y el Marcador de peso molecular para proteínas 

en sus respectivos pozos. 

Paso 8.- Se procedió a la resolución con la aplicación de 60 Voltios hasta que las muestras 

llegaron al gel separador, posteriormente se incrementó el voltaje a 120 y aplicó durante el 

tiempo necesarios para que el frente de corrida llegue al borde del gel. 

Paso 9.- Una vez resuelto el péptido recombinante mediante SDS-PAGE se procedió a la 

electrotransferencia. 

3.5.4.2 Para electrotransferencia del péptido D+E (L230-A419) recombinante resuelto 

mediante SDS-PAGE 

Paso 1.- Una vez resuelto el péptido D+E (L230-A419) mediante SDS-PAGE, se procedió a 

desarmar la cámara de electroforesis, retirar los geles de los moldes. 

Paso 2.- En un recipiente plástico con tapa para evitar la evaporación se colocó Alcohol 

metílico, y se sumergió en él una porción de membrana PVDF de dimensiones similares al 

gel. 

Paso 3.- Se adicionó en la cámara de electrotransferencia la Solución buffer de transferencia 

fría (± 4 °C) y se colocó el adaptador de las carcasas de los “sándwich” de la transferencia. 

Paso 4.- Para el armado de los “sándwich” de la transferencia, se colocó en un recipiente 

amplio cantidad suficiente de la Solución buffer de transferencia, se introdujo la porción de la 

carcasa para el “sándwich” del cátodo (Color negro), las esponjas de relleno y una porción de 

papel filtro, se colocó cuidadosamente el gel previamente retirado de los moldes de vidrio, 

inmediatamente se colocó la membrana evitando la formación de burbujas entre la membrana 

de PVDF y el gel, se adicionó una porción de papel filtro, las esponjas y finalmente a otro 

porción de la carcasa (Color rojo). Cuidadosamente se retiró del recipiente y se colocó en la 

cámara de electrotransferencia. 

Paso 5.- Para la transferencia se completó el armado de la cámara y se aplicará un voltaje de 

60 Voltios por 1 h. 

Paso 6.- Una vez concluida la electrotransferencia se desarmó la cámara y retiró la membrana 

del “sándwich” y se secó a temperatura ambiente, si fueron visibles las bandas de las 

proteínas se marcaron con ayuda de un lápiz. 
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3.4.4.3 Para la tinción del péptido D+E (L230-A419) transferido a la membrana de PVDF 

con Azul de Coomassie 

Paso 1.- Para verificar la resolución de las proteínas y la electrotransferencia del péptido D+E 

(L230-A419) a las membranas se seccionó una porción de la membrana de ambos extremos, 

intentando incluir una parte de las bandas de las proteínas resueltas y se tiñó con Azul de 

Coomassie. El resto de la membrana se seccionó en tiras no mayores a 2 mm de grosor y se 

almacenaron a temperatura ambiente, protegidas de la luz y el polvo. 

Paso 2.- Para la tinción de las porciones de las membranas, éstas fueron sumergidas por 20 

a 30 segundos en la Solución colorante para la tinción de azul de Coomassie, agitándolas 

para favorecer el contacto con el colorante. 

Paso 3.- Inmediatamente se retiró la Solución colorante para la tinción de azul de Coomassie, 

se adicionó cantidad suficiente de la Solución para desteñir las membranas teñidas con la 

tinción de azul de Coomassie, se agitó constantemente hasta observar las bandas teñidas del 

marcador de peso molecular, la del péptido D+E (L230-A419). Las membranas fueron secadas 

y guardadas para su posterior uso. 

3.5.4.4 Para detección del reconocimiento de las proteínas recombinantes por los 

anticuerpos presente en los sueros pre y post-pandemia 

Paso 1.- Para la detección del posible reconocimiento de los anticuerpos de los caninos hacia 

el péptido D+E (L230-A419) recombinante se procedió a realizar el bloqueo de las membranas, 

para lo cual fueron sumergidas en la Solución de bloqueo durante 1 h en agitación constante 

a temperatura ambiente (± 23 °C). 

Paso 2.- Durante el periodo de bloqueo de las membranas se procedió a descongelar las 

muestras de suero sanguíneo, y se diluyeron 1:20 en 1 ml de la Solución para dilución de los 

sueros sanguíneos, en tubos de vidrio de tamaño suficiente para colocar las porciones de las 

membranas (Tiras de no más 2 mm de grosor) con las proteínas recombinantes. 

Paso 3.- Una vez concluido el periodo de bloqueo de las membranas, a cada tubo con la 

muestra de suero diluido se le adicionó una porción de la membrana. Los tubos así preparados 

fueron incubados por 1 h en agitación constante. 

Paso 4.- Una vez concluida la incubación, se retiró la solución de los sueros diluidos de cada 

tubo y se procedió a realizar 3 lavados con 1 ml de la solución de lavado, por 5 min cada 

lavado en agitación constante. 

Paso 5.- Concluido los lavados, las tiras fueron transferidas a un recipiente con cantidad 

suficiente de la solución con la Proteína A-HRP, se incubaron en agitación constantes a 

temperatura ambiente por 1 hora. Una vez que concluyó la incubación se procedió a realizar 

3 lavados con cantidad suficiente de la solución de lavado, por 5 min cada lavado en agitación 

constante. 
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Paso 6.- Una vez concluidos los lavados, en un recipiente se colocó la solución con el sustrato, 

cuidadosamente se colocaron las membranas y se mantuvieron en incubación, agitándolas 

por 5 min. 

Paso 7.- Concluido el tiempo de incubación, las membranas fueron lavadas dos veces por 5 

min en agua destilada estéril. 

Paso 8.- Las membranas lavadas se secaron a temperatura ambiente, se ordenaron y fijaron 

a un soporte de papel (Cartulina) y se fotodocumentaron con ayuda de un escáner. 

Paso 9.- Las imágenes fueron analizadas mediante el software libre ImageJ 

(https://imagej.nih.gov/ij/) para evaluar la intensidad de la señal obtenida en los ensayos 

Western Blot. 

Paso 10.- Como reconocimiento positivo se consideró a las muestras para las que se obtenga 

un valor de la intensidad de la señal mayor al valor de la intensidad de la señal de las réplicas 

del control negativo (Western Blot sin la presencia de suero sanguíneo) más dos desviaciones 

estándar. 

3.6 Actividad 5: Análisis estadístico 

Para mostrar los resultados obtenidos en los ensayos de ELISA indirecto y Western Blot para 

identificar el reconocimiento del péptido D+E (L230-A419) de la Nucleoproteína de SARS-CoV-

2 por anticuerpos generados en los perros potencialmente expuestos a COVID-19, se usaron 

herramientas de estadística descriptiva adecuada a los tipos de variables implicadas, lo que 

permite evidenciar el comportamiento de los datos generados. 

Se realizó una comparación de las proporciones de muestras de suero positivas definidas en 

los ensayos de ELISA indirecto y Western Blot con los sueros caninos colectados en periodos 

pre y post-pandemia (4 grupos), en dicha comparación al estar implicada una variable nominal 

dicotómica y el uso de muestras correlacionadas por lo que se usó la prueba estadística 

McNemar.  

El estadístico de McNemar corresponde a una prueba no paramétrica de comparación de 

proporciones para dos muestras relacionadas y debe cumplir las siguientes condiciones: los 

datos se ajustan a la distribución de Chi cuadrado y debe tener un nivel nominal de la variable 

dependiente (Coronel, 2020). Es por eso que en este estudio científico se optó por este 

método de análisis estadístico acoplándose idealmente a estas variables.  

  

https://imagej.nih.gov/ij/
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Resultados 

4.1. Ensayo de ELISA indirecto 

Las 63 muestras de suero sanguíneo recolectadas durante la época pre-pandemia y post-

pandemia junto a 3 pozos control (Blancos), fueron analizados por medio del ensayo de ELISA 

indirecto con el uso del péptido recombinante D+E (L230-A419) de la Nucleoproteína del SARS-

CoV-2. Se consideró como resultado positivo a la presencia de anticuerpos las lecturas de 

densidades ópticas (DO's) mayores al valor promedio de los pozos blanco más dos 

desviaciones estándar de la media de las mismas lecturas de los blancos, en otras palabras, 

las muestras con valores superiores a 0,12 DO's se consideraron positivas a la presencia de 

anticuerpos anti-péptido D+E (L230-A419). 

 

 

Figura 1: Resultados obtenidos del ensayo de ELISA indirecto 

aplicado para la detección de anticuerpos de SARS-CoV-2 empleando 

el péptido recombinante D+E (L230-A419) de la Nucleoproteína del Virus 

en caninos (Canis lupus familiaris) potencialmente expuestos a 

COVID-19. Valores de densidad óptica (DO) obtenidos con los sueros 

pre-pandemia (Verdes) y post-pandemia (Rojos), junto a los valores 

de los pozos blanco (Sin suero). 

 

Como se observa en la Figura 1, de los 34 sueros sanguíneos post-pandémia se consideraron 

las 34 muestras como resultados positivos, los cuales mostraron la presencia de anticuerpos 

reactivos al dominio del extremo carboxiterminal de la Nucleoproteína del SARS-CoV-2, por 
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otro lado, en los 29 sueros sanguíneos pre-pandémicos también se evidenció muestras 

positivas. Los sueros sanguíneos utilizados en pre-pandemia fueron recolectados entre el año 

2018 y 2019 en zonas en donde existía la presencia de bovinos, mientras que las muestras 

post-pandemia fueron recolectadas en caninos que habitaban dentro del casco urbano.  

4.2. Ensayo de Western Blot  

De la misma forma que en el ensayo de ELISA indirecto, las 63 muestras de sueros 

sanguíneos recolectadas durante la época pre-pandemia y post-pandemia junto a 3 ensayos 

control (sin suero), se analizaron con el ensayo de Western Blot con el péptido D+E (L230-A419) 

como antígeno. Para este caso, se consideró como muestras positivas a la presencia de 

anticuerpos de acuerdo a la intensidad de la señal expresada en pixeles mayores al valor 

promedio de los blancos más dos desviaciones estándar de la media de las mismas lecturas 

de los blancos, por lo que valores superiores a 160,2 pixeles se asumieron como muestras 

positivas. 

 

 

Figura 2: Resultados obtenidos del ensayo de Western Blot aplicado 

para la detección de anticuerpos de SARS-CoV-2 empleando el 

péptido recombinante D+E (L230-A419) de la Nucleoproteína del SARS-

CoV-2 en caninos (Canis lupus familiaris) potencialmente expuestos a 

COVID-19. Valores de intensidad de la señal (Pixel) obtenidos con los 

sueros pre-pandemia (Verdes) y post-pandemia (Rojos), junto a los 

valores de ensayos sin suero (Blancos).  
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De acuerdo a lo mostrado en la Figura 2, de los 34 sueros sanguíneos post-pandémicos se 

consideraron 5 muestras como resultados positivos a la presencia de anticuerpos anti-

Nucleoproteína del SARS-CoV-2, sin embargo, en los 29 sueros sanguíneos pre-pandémicos 

también se evidenció en 12 muestras la presencia de anticuerpos reactivos al péptido 

recombinante D+E (L230-A419).  

4.3. Prueba de McNemar 

Los resultados del análisis estadístico se muestran en la Tabla 4, en ella se evidencia la 

limitada coincidencia entre los dos ensayos serológicos aplicados a los sueros colectados 

durante el periodo pre-pandemia, se observa menos del 50 % (37.93 %) de coincidencia de 

muestras positivas entre las pruebas diagnósticas. Es decir que los métodos no mostraron un 

comportamiento similar a aplicarse a los sueros colectados en el periodo pre-pandemia (p = 

0.0010). 

 

Tabla 4: Comparación de los ensayos serológicos aplicados a los sueros pre-pandémicos 

mediante la prueba estadística de McNemar. 

El Chi cuadrado fue de p = 0.0010, por lo cual existe diferencia significativa. 

 

Tabla 5: Comparación de los ensayos serológicos aplicados a los sueros post-pandémicos 

mediante la prueba estadística de McNemar. 

El Chi cuadrado fue de p = 0.0001, por lo cual existe diferencia significativa. 

 

De manera similar, al contrastar los ensayos serológicos a muestras de sueros post-

pandémicos (Tabla 5) se encontró que el ELISA indirecto y Western Blot no coinciden en más 

del 80 % (14.71 %) de las muestras consideradas positivas, lo que indica que hay diferencias 

significativas en el comportamiento entre los métodos serológicos aplicados (p = 0.0001).  

 
Negativo Positivo 

Total 
ELISA indirecto 

Frecuencias Absolutas 
(Fi) 

Relativas 
(fi) 

Absolutas 
(Fi) 

Relativas 
(fi) 

Absolutas 
(Fi) 

Relativas 
(fi) 

Positivo 17 58.62 % 11 37.93 % 28 96.55 % 

Negativo 0 0.00 % 1 3.45 % 1 3.45 % 

Total  
Western Blot  

17 58.62 % 12 41.38 % 29 100.00 % 

 
Negativo Positivo 

Total 
ELISA indirecto 

Frecuencias Absolutas 
(Fi) 

Relativas 
(fi) 

Absolutas 
(Fi) 

Relativas 
(fi) 

Absolutas 
(Fi) 

Relativas 
(fi) 

Positivo 29 85.29 % 5 14.71 % 34 100.00 % 

Negativo 0 0.00 % 0 0.00 % 0 0.00 % 

Total  
Western Blot  

29 85.29 % 5 14.71 % 34 100.00 % 
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Discusión 

En un estudio anterior realizado por Chiliquinga et al., (2022) detectaron anticuerpos del 

SARS-CoV-2 en perros en contacto con humanos positivos a COVID-19 por el método de 

inmunofluorescencia indirecta. Reportan que 2 de 40 caninos dieron positivo para SARS-CoV-

2, encontrando valores de anticuerpos mayores a 0,04 Miliunidades internacionales por 

mililitro (mlU·mL-1), tanto para IgG como para IgM. Por otro lado, Zambrano-Mila et al., (2022) 

realizaron un estudio en la Amazonia ecuatoriana, en donde identificaron 3 caninos positivos 

a COVID-19 con la prueba RT-PCR; estos animales convivían con personas cuya tasa de 

infección del SARS-CoV-2 dentro de la comunidad era del 87.2 %. Los resultados de las 

investigaciones descritas anteriormente muestran concordancia con los resultados descritos 

en el presente trabajo al identificarse sueros positivos a la presencia de anticuerpos reactivos 

contra el dominio carboxiterminal de la Nucleoproteína del virus causal de la COVID-19, con 

el uso de ELISA indirecto y Western Blot. Sin embargo, es importante destacar el inesperado 

resultado en las muestras de sueros caninos colectados meses antes de iniciada la pandemia 

de COVID-19, un número significativo de muestras anticuerpos reactivos al péptido 

recombinante D+E (L230-A419) de la Nucleoproteína del SARS-CoV-2. 

Guo et al., (2020) indican que la similitud de aminoácidos es levemente mayor entre el SARS-

CoV-2 y el Betacoronavirus canino, en comparación con los Alfacoronavirus caninos y felinos, 

y esto puede explicar el reconocimiento del péptido recombinante D+E (L230-A419) por los 

sueros pre-pandemia, a pesar de no emplearse la Nucleoproteína completa, ya que los perros 

y los gatos son susceptibles a sus propios coronavirus. Los sitios antigénicos predichos por 

análisis in silico muestran varios epítopos lineales con reacción cruzada potencial, pudiendo 

ser responsable de una reacción falsa positiva, esto nos explicaría el alto porcentaje de 

positivos tanto en muestras pre-pandemia como en post-pandemia. Previamente Colitti et al., 

(2022) plantearon el uso del fragmento D+E (L230-A419), por ser este segmento 

inmunodominante, lo cual favoreció un incremento de la especificidad del ensayo hasta en un 

99.5 % en sueros de caninos residentes de áreas urbanas. Adicionalmente la comparación in 

silico de la secuencia de aminoácidos de la región inmunodominante D+E (L230-A419) de la 

Nucleoproteína del SARS-CoV-2 y coronavirus relacionados mostró el grado más bajo de 

similitud en comparación con la Nucleoproteína completa, por tanto, respalda aún más el uso 

para el desarrollo de un test serológico específico y sensible para la identificación de la 

exposición al SARS-CoV-2 en animales susceptibles. Sin embargo, en este trabajo a pesar 

de que se usó el fragmento descrito por Colitti et al., (2022) se identificaron muestras positivas 

a la presencia de anticuerpos tanto en sueros pre-pandemia como en post-pandemia, 

sugiriendo una baja especificidad diagnóstica de los ensayos de ELISA indirecto y Western 

Blot con el uso del péptido recombinante D+E (L230-A419).  
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Por otro lado, la inesperada alta frecuencia de animales con anticuerpos reactivos al péptido 

recombinante D+E (L230-A419), podría ser consecuencia de que las muestras de suero pre-

pandemia se recolectaron en la ruralidad de Cuenca, en zonas aledañas del Camal Municipal 

y de la feria de ganado, teniendo como antecedente que estos animales convivían 

estrechamente con bovinos (Bos spp.), debido a esto se puede pensar que existe 

reconocimiento cruzado entre los Betacoronavirus bovinos (BCoV) con el SARS-CoV-2, 

dando así una identificación de anticuerpos en sueros colectados durante el periodo pre-

pandemia. Adicionalmente, hay reportes que muestran que aproximadamente el 90 % de la 

población mundial de ganado bovino tiene anticuerpos contra BCoV y una encuesta sobre la 

transmisión experimental entre especies de rumiantes, perros, caballos y otros animales 

salvajes sugieren el papel del BCoV en la sensibilización de los caninos incluidos como sujetos 

de estudio en la presente investigación (Jevšnik et al., 2021). 

Los BCoV pertenecen a la familia Coronaviridae en el orden Nidovirales y son miembros del 

subgrupo 2a junto con el virus de la Encefalomielitis hemaglutinante porcina (HEV), el CoV 

respiratorio canino y los coronavirus CoV-OC43 y HKU1 humanos. En el caso de los 

coronavirus causales del SARS están asociados a infecciones respiratorias y entéricas en 

humanos y animales, estos pertenecen al nuevo subgrupo 2b de coronavirus (Saif, 2010). El 

análisis de los datos de las secuencias genómicas de los coronavirus ha revelado que el HEV 

porcino y el CoV-OC43 representan coronavirus que probablemente evolucionaron a partir de 

cepas ancestrales de BCoV (Saif, 2010).  

En otro sentido, el ensayo de Western Blot es una técnica que permite identificar anticuerpos 

que reconocen antígenos que se absorben en una membrana, lo que reduce la interacción 

con epítopes conformacionales que tienen una forma tridimensional específica por su 

estructura proteica. Por lo que, en razón de lo comentado anteriormente, el péptido usado en 

este trabajo no es el adecuado para la búsqueda de anticuerpos en animales potencialmente 

expuestos al SARS-CoV-2 (Davelois et al., 2016). 

Hachim et al., (2020) al evaluar la respuesta de anticuerpos contra 15 antígenos diferentes 

del SARS-CoV-2 en pacientes humanos con COVID-19, evidenciaron un diagnóstico 

altamente preciso de la exposición SARS-CoV-2 con el uso de los antígenos ORF3b y ORF8. 

Debido a que ORF3b y ORF8 inducen una respuesta antigénica especifica más fuerte durante 

la infección del SARS-CoV-2, puedan considerarse en posteriores investigaciones como 

antígenos en el desarrollo de ensayos para la identificación anticuerpos en animales 

potencialmente expuestos a SARS-CoV-2.  
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Conclusiones 

El péptido recombinante D+E (L230-A419) de la Nucleoproteína del Virus SARS-CoV-2 no es 

útil para detectar anticuerpos en caninos (Canis lupus familiaris) potencialmente expuestos a 

COVID-19 ya que se identificaron anticuerpos tanto en sueros pre-pandemia como post-

pandemia. 

Al contrastar los resultados obtenidos con las pruebas ELISA indirecto y Western Blot, se 

evidenció una diferencia significativa entre ambos ensayos aplicados a los sueros colectados 

en los periodos pre y post-pandemia, sin embargo, tiene poca relevancia la comparación de 

los métodos diagnósticos debido a que ambas fueron capaces de identificar sueros positivos 

tanto en el periodo pre y post-pandemia, pero es importante destacar que el Western Blot es 

la prueba de mayor especificidad analítica. 

  



48 
 

 
Andrea Nicole Cuichán Bautista – Cristina Patricia Jiménez Ávila  
1 

Recomendaciones 

Debido a que los resultados del presente trabajo muestran que el péptido recombinante D+E 

(L230-A419) de la Nucleoproteína del Virus SARS-CoV-2 tiene limitada especificidad para la 

identificación de anticuerpos en caninos potencialmente expuestos a SARS-CoV-2, se sugiere 

la evaluación de otros péptidos virales, como los antígenos ORF3b y ORF8. 

Adicionalmente, crear un biobanco de sueros de caninos diagnosticados como infectados por 

SARS-CoV-2 mediante RT-qPCR u otra prueba de biología molecular. 

Por último, pero no menos importante, se recomienda mantener la vigilancia de esta 

enfermedad en otros animales domésticos, sobre todo en aquellos en que los humanos 

mantienen un estrecho contacto por su manejo, en especial los bovinos.  
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Anexos 

 

Anexo  1: Fotografías de la realización del proyecto de titulación 

 

 
 

Fotografía 1: Toma de muestra en un perro 

French Poodle. 
Fuente: Autoras 

 
 

Fotografía 2: Toma de muestra en un perro 

Golden retriever. 
Fuente: Autoras 
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Fotografía 3: Pesaje de los solutos para el 

medio cultivo. 
Fuente: Autoras 

 

 
 

Fotografía 4: Incremento de temperatura de 

las bacterias para el medio de cultivo. 
Fuente: Autoras 
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Fotografía 5: Cámara de electrotransferencia 

para SDS-PAGE 

Fuente: Autoras 
 

 
 

Fotografía 6: Muestras de suero sanguíneo 

de perros 

Fuente: Autoras 

 

 

Fotografía 7: Péptido recombinante D+E 

(L230-A419) de la Nucleoproteína del Virus 

SARS-CoV-2. 
Fuente: Autoras 
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Fotografía 8: Tinción del péptido D+E (L230-

A419) transferido a la membrana de PVDF con 

Azul de Coomassie. 
Fuente: Autoras 

 

 

Fotografía 9: Corte y enumeración de la 

membrana en tiras para su posterior uso. 
Fuente: Autoras 
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Anexo  2: Encuesta dirigida a los propietarios de las mascotas para identificar infección de 
SARS-CoV-2. 

Fotografía 10: Encuesta realizada a tutores de los perros (Canis lupus familiaris). Solo 10 

propietarios brindaron sus datos. 
Fuente: Autoras 
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Fotografía 11: Resultados de la encuesta realizada a los propietarios de los perros.  
Fuente: Autoras 

 

 
 

 


