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Resumen

Este estudio valoré el uso del péptido recombinante D+E (L#°-A%9) de la nucleoproteina del
Virus SARS-CoV-2 para la detecciéon de anticuerpos en felinos domésticos (Felis catus)
potencialmente expuestos a COVID-19. Para este fin se utilizaron 30 muestras de suero
sanguineo recolectadas antes de la pandemia y 30 muestras recolectadas después de la
pandemia de gatos domésticos que ya habian sido identificados como potencialmente
expuestos a COVID-19. Las muestras se analizaron mediante dos pruebas serolbgicas,
ELISA indirecto y Western Blot, evidencidndose la presencia de anticuerpos contra el péptido
D+E (L?%°-A*°) de la Nucleoproteina del Virus SARS-CoV-2 tanto en las muestras pre-
pandemia (ELISA indirecto 27 positivos/Western Blot 7 positivos) como en las post-pandemia
(ELISA indirecto 16 positivos/Western Blot 7 positivos), sin embargo, se observoé diferencias
significativas entre los dos métodos utilizados. Los resultados sugieren una posible reaccion
cruzada del SARS-CoV-2 con los FCoV endémicos del lugar debido a que la nucleoproteina
de estos virus comparte epitopos antigénicos comunes, ya que los gatos muestreados
procedian de zonas rurales y de minimos cuidados sanitarios. Se recomienda el uso de otros
antigenos mas especificos para la valoracion de la presencia de anticuerpos en contra del
Sars-CoV-2 ya que se demostré la nula eficacia de este péptido recombinante para la

deteccién de anticuerpos del virus.

Palabras Clave del autor: felinos domésticos, Western Blot, ELISA indirecto,

nucleoproteina, anticuerpos
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Abstract

This study evaluated the use of the recombinant peptide D+E (L230-A419) of the
nucleoprotein of the SARS-CoV-2 Virus for the detection of antibodies in domestic felines
(Felis catus) potentially exposed to COVID-19. For this purpose, 30 blood serum samples
collected before the pandemic and 30 samples collected after the pandemic from domestic
cats that had already been identified as potentially exposed to COVID-19 were used. The
samples were analyzed using two serological tests, indirect ELISA and Western Blot, showing
the presence of antibodies against the D+E peptide (L230-A419) of the SARS-CoV-2 Virus
Nucleoprotein in both the pre-pandemic samples (ELISA indirect 27 positive/Western Blot 7
positive) as in the post-pandemic (indirect ELISA 16 positive/Western Blot 7 positive),
however, significant differences were observed between the two methods used. The results
suggest a possible cross-reaction of SARS-CoV-2 with the FCoV endemic to the area because
the nucleoprotein of these viruses shares common antigenic epitopes, since the cats sampled
came from rural areas and with minimal health care. The use of other maore specific antigens
is recommended for the assessment of the presence of antibodies against Sars-CoV-2 since
the null efficacy of this recombinant peptide for the detection of antibodies to the virus was
demonstrated.

Author Keywords: domestic felines, Western Blot, indirect ELISA, nucleoprotein

antibodies
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Introduccion
El Sindrome Respiratorio Agudo Severo por Coronavirus tipo 2 conocido como SARS-CoV-
2, actué como responsable de una neumonia inusual en humanos que tuvo su origen en
Wuhan, China, en diciembre del afio 2019, la misma que se propag6 bastante rapido no solo
a nivel nacional, sino que traspaso las barreras fronterizas (Jian et al., 2020) y llegé a
declararse pandemia el 11 de marzo del 2020 por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS).
El SARS-CoV-2 es un betacoronavirus que esta estrechamente relacionado con el Sindrome
Respiratorio Agudo (SARS-CoV), el mismo que fue responsable de la epidemia del 2002-
2003 en China y el Sindrome Respiratorio de Medio Oriente (MERS-CoV) que se reporté en
el 2012 en Arabia Saudita, ambos altamente patégenos y cuyo origen fueron los murciélagos
(Li et al., 2020). Sin embargo, aun se especula sobre la transmision a humanos, ya que el
virus podria haberse trasmitido de manera directa o quizas a través de una previa adaptacion
en algun huésped intermediario (Lorusso et al., 2020).
Existen investigaciones que demuestran que el SARS-CoV-2 utiliza un receptor de entrada
celular similar al SARS-CoV, por lo tanto, se cree que tienen el mismo rango de huéspedes
(Zhang et al., 2020), esto es importante, ya que desde la aparicion del SARS-CoV, se han
reportado varias especies que son susceptibles a la infeccion de este virus, es el ejemplo de
los hurones y los gatos, los cuales de manera experimental no solo contraian la enfermedad
de manera activa, con excreciones y cambios pulmonares parecidos a los cuadros clinicos
en humanos, sino que también eran capaces de transmitir eficientemente el virus a otros
animales sanos que convivian en el mismo lugar (Martina et al., 2003).
Los estudios serol6gicos son métodos adecuados para detectar la presencia de anticuerpos
contra el SARS-CoV en animales (Reusken et al., 2013), sin embargo, a diferencia de los
humanos, actualmente a nivel nacional no existe un método accesible para detectar
anticuerpos en contra del SARS-CoV-2 en animales de compafiia, no obstante, en un estudio
realizado por Zhang et al. (2020), se detect6 la presencia de estos anticuerpos en gatos de
Wouhan utilizando los ensayos de ELISA (Ensayo por Inmunoadsorcién Ligado a Enzimas),
VNT (Neutralizacion viral) y Western Blot, lo cual permiti6 demostrar que el virus del SARS-
CoV-2 infect6 a gatos durante el brote inicial, por lo tanto, el riesgo puede ocurrir en cualquier
otro lugar del mundo donde se hayan presentado brotes.
El uso de estos ensayos se ha determinado debido a la respuesta de los anticuerpos contra
algunos componentes antigénicos del SARS-CoV-2, haciendo énfasis en el dominio de unién
al receptor (RBD) de dos proteinas virales; Spike (S) y la nucleoproteina (Np), que son las
mas inmunogénicas del virus, en particular en la fase temprana de la infeccién, los mismos
se utilizaran como estandares de referencia, puesto que el desarrollo de las pruebas debe

ser especifico para la especie que se va a evaluar, ya que tanto perros como gatos pueden
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tener una posible reaccion cruzada a sus propios coronavirus (Colitti et al., 2022). Sin
embargo, la técnica de ELISA indirecto, seria empleado para valorar si existen reservorios de
SARS-CoV-2 en animales de compaifiia, y aln mas después de establecer las campafas de
vacunacion masivas en humanos (Dan et al., 2021; Fenwick et al., 2021).

De acuerdo al ultimo informe epidemiolégico emitido por la WOAH el 10 de marzo de 2023,
se han notificado mas de 676 millones de casos en humanos y de estos, son mas de 6,9
millones de personas que han fallecido a causa de la infeccion por el SARS-CoV-2, ademas
de las infecciones derivadas de animales por un contacto estrecho con ellos. La situacion
global a dia de hoy con respecto a la transmisién deja al humano como el principal medio de
propagacion de la enfermedad, sin embargo, los casos de infeccion por este virus en animales
siguen aumentando y llegan a mas de 775 brotes a nivel internacional, con 36 paises y 29
especies afectadas. (WOAH, 2023)

La falta de investigaciones a nivel del pais y la necesidad de evidencia cientifica que respalde
la presencia de anticuerpos contra el SARS-CoV-2 en animales de compafiia, especialmente
perros y gatos, que son los que tienen un contacto mas estrecho con la poblacion humana,
aun cuando ya se ha demostrado la infeccion en animales de otras regiones, plantea este
proyecto que pretende usar un péptido recombinante D+E (L%°-A%°) de la Nucleoproteina del
Virus SARS-CoV-2 (Colitti et al., 2022) y demostrar que felinos domésticos potencialmente
expuestos al SARS-CoV-2 presentan anticuerpos detectables, a través de los ensayos de
ELISA Indirecto y Western Blot, contrastando los resultados con pruebas serolégicas de
muestras de gatos tomadas antes del inicio de la pandemia y con ello valorar la frecuencia y

capacidad trasmisora del virus de humanos hacia felinos domésticos (Felis silvestris catus).
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1.1. Objetivos
1.1.1. Objetivo General
Evaluar el uso del péptido recombinante D+E (LZ°-A%%) de la nucleoproteina del virus SARS-

CoV-2 para la deteccidn de anticuerpos en felinos domésticos (Felis catus) potencialmente
expuestos al COVID-19.

1.1.2. Objetivos Especificos
- Implementar los ensayos de ELISA indirecto y Western Blot con el péptido
recombinante D+E (L%°-A*°) de la Nucleoproteina del Virus SARS-CoV-2 para la
deteccién de anticuerpos en felinos domésticos (Felis catus).
- Comparar la capacidad de los ensayos de ELISA indirecto y Western Blot para
identificar la presencia de anticuerpos anti-péptido D+E (L%3°-A*®) de la
Nucleoproteina del Virus SARS-CoV-2 en felinos domésticos (Felis catus).

1.2. Preguntade lalnvestigacion
¢El péptido recombinante D+E (L?%°-A%°) de la Nucleoproteina del Virus SARS-CoV-2
producido en un modelo de expresion bacteriano es capaz de permitir la deteccion de

anticuerpos en felinos domésticos (Felis catus) potencialmente expuestos a la COVID-19?

Maryuri Alexandra Romero Vera



UCUENCA 15

Revision de la literatura
2.1. Historia

2.1.1. Aislamiento de los Coronavirus en 1930

Los coronavirus se aislaron por primera vez en 1930 en aves debido a una infeccion
respiratoria aguda en pollos, ahora conocida como bronquitis infecciosa, a su vez se dieron a
conocer como los agentes responsables de la gastroenteritis transmisible en porcinos y de
enfermedades hepéticas y neuroldgicas en ratones (Cheever et al., 1949; Masters & Perlman,
2013), (Cortés, 2020).

2.1.2. Primeros Coronavirus en Humanos, Década de 1960

En la década de 1960 se descubrieron los primeros coronavirus humanos; se agruparon
por su caracteristica morfoldgica mas notable, una franja de puas proyectadas desde la
superficie del virion que daban una forma similar a una corona solar (Almeida et al., 1968).
Desde entonces, esta familia de virus fue la responsable de diversas enfermedades de tipo
respiratorio y gastrointestinal que cobraron importancia debido a su patogenia y al dafio

econdémico que causaron en animales agricolas y de compafiia (Maclachlan & Dubovi, 2010).

2.1.3. Aparicién del Sindrome Respiratorio Agudo Severo (SARS) en 2002

Por otra parte, los Unicos coronavirus que se describieron que circulaban
estacionalmente y causaban resfriados comunes en los humanos incluian a las cepas HCoV-
NL63 (coronavirus humano NL63), HCoV-229E (coronavirus humano 229E), HCoV-OC43
(coronavirus humano OC43) y HCoV-HKU1 (coronavirus humano HKU1) (Stouta et al., 2020),
en el 2002 se manifesto la aparicion de un nuevo coronavirus en la provincia de Guangdong
(China), el SARS-CoV fue el causante de brotes significativos en humanos en China, con 916
muertes y mas de 8.098 casos confirmados en 29 paises cuyo huésped intermediario fue la

civeta de palma enmascarada/mapaches (World Health Organization, 2004).

2.1.4. Brote de 2012 en Oriente Medio
Afios mas tarde (2012) la OMS report6 2.254 casos de MERS-CoV en oriente medio, con
aproximadamente 800 muertes en 27 paises, sin embargo, este virus tuvo como huésped

intermediario al dromedario (Bennett et al., 2019).

2.1.5. Apariciéon del COVID-19 (coronavirus de 2019)
A finales del 2019 se detect6 el SARS-CoV-2 en China, un nuevo patégeno zoondtico

perteneciente al género de los Betacoronavirus cuya filogenia se aproxima bastante al SARS-
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CoV(Tan et al., 2020; Zhu et al., 2019). La infeccion por esta nueva variante cursa en
humanos con presentaciones desde asintomaticas y leves, hasta graves con neumonias
atipicas e incluso la muerte y su ritmo de propagacion es bastante rapido, por lo que esta
enfermedad, conocida como COVID-19 se manifesté como Emergencia de Salud Publica de
Preocupacién Internacional por la OMS, ya en enero del 2020 y en solo dos meses mas fue
declarada pandemia (WHO, 2020). Se relacion6 al SARS-CoV-2 con un probable contacto
con animales silvestres que se comerciaban en mercados mayoristas de animales exaticos y

mariscos en Huanan, Wuhan, en la provincia de Hubei en China (WHO, 2020).

2.1.6. COVID-19 en Ecuador

Se estima que de manera directa e indirecta la pandemia causé alrededor de 15
millones de muertes en todo el mundo (OIE, 2022). En Ecuador hasta el 5 de marzo del 2024
se contabilizaron 1.066.945 casos confirmados y 36.002 fallecidos en el transcurso de la
pandemia (Observatorio Social del Ecuador, 2022). Solo en Azuay los al 12 de septiembre de
2022 se confirmaron con pruebas PCR 50.865 casos de covid-19 (Observatorio Social del
Ecuador, 2022).

2.1.7. COVID-19 en la Actualidad

Todos los virus, incluyendo el SARS-CoV-2, cambian con el tiempo. Algunos cambios
pueden afectar las propiedades del virus, como la facilidad con la que se propaga y la
gravedad de la enfermedad ((World Health Organization - Technical Advisory Group on
SARS-CoV-2 Virus Evolution, 2023). Desde la pandemia en 2020 se han clasificado algunas
variantes de COVID-19, clasificadas como variantes de interés, alfa, beta, gama, delta,
lambda, 6micron; (Link-Gelles et al., 2024). Hasta la fecha, la pandemia de COVID-19
continda impulsada por la transmision de persona a persona. Igualmente, se ha detectado el
virus en un centenar de animales, como tigres, leones, leopardos, gorilas, nutrias hienas, etc.
No hay evidencia cientifica de que los perros y gatos puedan transmitir el SARS-CoV-2 a sus
duefios (Salajegheh Tazerji et al., 2024), (Hernandez et al., 2023).

En el dltimo informe epidemiolégico emitido por la WOAH el 10 de marzo de 2023, se
notificaron mas de 676 millones de casos en humanos y mas de 6,9 millones de personas
gue han fallecido a causa de la infeccion por el SARS-CoV-2. Las infecciones derivadas de
animales por un contacto estrecho con ellos siguen aumentando y llegan a més de 775 brotes
a nivel internacional, con 36 paises y 29 especies afectadas. La deteccion de la enfermedad
en animales depende en gran medida del nivel de vigilancia de cada pais, en consecuencia,

es probable que estas cifras estén subestimadas, por ello la WOAH recomienda a sus
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miembros que informen a través de WAHIS (Sistema Mundial de Informacion Zoosanitaria) la
aparicion de cualquier caso en animales (WOAH, 2023).

2.2. Etiologia

El Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV) en febrero del 2020 definié como
agente causal a un nuevo coronavirus, SARS-CoV-2, del cual derivé en la enfermedad que
la OMS denomin6 COVID-19 (Errecalde et al., 2020).

2.2.1. Taxonomia

Los coronavirus (CoV) pertenecen al orden Nidovirales, familia Coronaviridae y subfamilia
Orthocoronavirinae, esta Ultima se ha dividido en cuatro géneros de acuerdo a las
caracteristicas genéticas y evolutivas: los Alpha, Beta, Gamma y Deltacoronavirus (Masters
& Perlman, 2013). Esta familia se caracteriza por tener envoltura y un genoma de ARN (acido
ribonucleico) monocatenario, de sentido positivo que rondan las 26 a 32 kilobases (kb) con
un didmetro de 80 a 120 nm (nanémetros), por lo que hasta el momento son los virus con
genomas de ARN con mayor longitud descritos (De Morais et al., 2020).

El SARS-CoV-2 es el séptimo miembro de la familia Coronaviridae que causan
infecciones respiratorias en humanos, este pertenece al grupo de los betacoronavirus al igual
gue el SARS-CoV y el MERS-CoV, de la misma manera que el SARS-CoV, el SARS-CoV-2
se une a la enzima convertidora de angiotensina-2 (ACE-2) debido al dominio de unién al
receptor que posee en la proteina S (Hoffmann et al., 2020).

2.2.2. Morfologia del Virion SARSCoV-2

Es similar al resto de coronavirus, tiene una forma esférica un poco pleomérfica, su
didmetro varia de 60 a 140 nm, posee picos caracteristicos de unos 8 a 12nm de longitud,
tiene un cola poliadenilada y un capuchén metilado en el extremo 3’ y 5, respectivamente,
por lo que la estructura del ARNm (acido ribonucleico mensajero) es semejante al de las
células eucariotas (Pastrian-Soto, 2020), su genoma tiene 29,891 nucleétidos de longitud,
codifica casi 10 mil amino&cidos y contiene un 38% de G+C, con 15 ORF (Zhou et al., 2020).
A dos tercios cerca del extremo 5’ los ORF1a y ORF1b codifican las poliproteinas 1a y 1ab,
las mismas que tras su clivaje dan origen a las proteinas no estructurales, mientras que cerca
del tercio del extremo 3’ se visualizan los ORFs que codifican las proteinas S, E, My N y los
ORFs que codifican las proteinas accesorias (Srinivasan et al., 2020)

Los CoV se han identificado en diferentes especies animales, en los cuales la
organizacion y expresion genomica es semejante, en tanto que se ha descrito de 15 a 16

proteinas no estructurales codificadas por ORFlab (marco abierto de lectura) en el extremo
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5" del genoma vy clasificadas de nsp1 a nsp16, excepto en los Gammacoronavirus que no
poseen la nspl; de 4 a 6 proteinas estructurales conocidas como hemaglutinina-esterasa
(HE) la misma que solo forma parte de algunos Betacoronavirus, la proteina espiga (S), la
cubierta (E), la membrana (M) y la nucleoproteina (N), las cuales se codificaron por ORF en
el extremo 3’ (Su et al., 2016); y 8 proteinas accesorias denominadas como marcos de lectura
abierto (ORF, por sus siglas en inglés) clasificadas como ORF3a, ORF3b, ORF6, ORF7a,
ORF7b, ORF8, ORF9b y ORF14 (Ceraolo & Giorgi, 2020).

Dos proteinas destacan, la proteina S, que forma parte de las proteinas estructurales, se
encuentra en la superficie del viridbn y su funcidén es reconocer y unirse a los receptores
especificos de la superficie de la célula huésped, lo que facilita la entrada del patégeno y en
consecuencia la infeccién (Wang et al., 2020) y la proteina N, la cual se asocia al ARN viral,
y se cree que le da estabilidad, ademas se ha demostrado que su funcién inhibidora del
complejo ciclina-CDK impide la progresién de la fase S en el ciclo celular, asi mismo también
se sobreexpresa en la fase infectiva en tanto que provoca un aumento considerable de
anticuerpos por lo que es un antigeno ideal para desarrollar vacunas o pruebas seroldgicas
(Rikhtegaran et al., 2020); cabe recordar que esta uUltima se encuentra dentro del virion,
mientras que las otras tres se asocian a la envuelta viral (Yoshimoto, 2020).

Figura 1: Representacion del SARS-CoV-2

Proteinas espiga (S1 Y S2)

Proteina de membrana (M)

SSRNA

Nota: Representacion del SARS-CoV-2: proteinas de espiga (S), membrana (M), envoltura
(E) y nucleocépside (N), estan involucrados en la morfogénesis, ensamblaje viral, infeccion
del huésped y la fusibn de membranas. Fuente: (Santaniello et al., 2023).

2.2.3. Nucleoproteina
La nucleoproteina del SARS-CoV-2 (N) es un cofactor esencial de la maquinaria de

replicacion, ya que encapsida el genoma viral, brinda proteccion contra el entorno de la célula
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huésped y desempefia un papel esencial en la regulacion de la transcripcion genética. La N
se produce en niveles elevados en las células infectadas, por ello lo convierte en un marcador
importante de infeccion, también se ha relacionado con la perturbacion de numerosos
procesos del huésped. N se colocaliza en el RTC (complejo de replicacién-transcripcién) en
los betacoronavirus, aunque la base molecular de su papel en la regulacion de la replicacion

y la transcripcién sigue siendo poco conocida (Bessa et al., 2022).

2.3. Transmisién
En general, se ha demostrado que los CoV en humanos se transmiten principalmente a
través de goticulas respiratorias, aerosoles, contacto directo con superficies contaminadas y

también contaminacion fecal-oral (Yu et al., 2004).

2.3.1. Horizontal Directa

Los primeros y la mayoria de pacientes infectados con el SARS-CoV-2 de los que se tiene
informes de tos, opacidades pulmonares y progresion a neumonia se evidencié una
trasmision a través de la via respiratoria (Zhou et al., 2020). La eliminacién del virus a través
de la via respiratoria es responsable de la trasmision directa que se refuerza con la capacidad
gue tiene el SARS-CoV-2 de replicarse tanto en el tracto respiratorio superior como en el
inferior, ademas de los numerosos reportes de la propagacion persona a persona que exhiben
tos activa (The COVID-19 Research Team, 2020).

La tos, al igual que al hablar o estornudar, son responsables de la produccién de goticulas
gue pueden llegar a permanecer de manera temporal en el aire hasta por un radio de 4 metros

y causar infecciones en personas susceptibles tras su inhalaciéon (Jiang et al., 2020).

2.3.2. Horizontal Indirecta
Se debe principalmente a que estas goticulas respiratorias se depositan en diferentes
superficies que pasan de las manos a las membranas mucosas de las cavidades tanto oral,

como nasal, oftadlmica, etc. (General Directorate of the National Health Commission, 2020).

2.3.3. Fecal-Oral

También se presume una trasmision de tipo fecal-oral debido a los hallazgos del SARS-
CoV-2 en el tracto gastrointestinal (TGI) e inclusive en las heces de personas infectadas (Pan
et al., 2020).
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2.3.4. Otras Vias de Transmision

Ademads, se ha descrito la transmision de madre a hijo, con el SARS-CoV y el MERS-CoV
se pudo comprobar que estos podian causar graves complicaciones durante la gestacion
(Wong et al., 2004), no obstante, Chen et al. (2020) en su estudio indicé que no hay evidencia
de que el SARS-CoV-2 tenga capacidad de ocasionar alguna alteracion grave en el feto o
neonato.

Finalmente, otras posibles vias de trasmisidn, como través de la via conjuntival ocular, ya
gue Xia et al. (2020) detecto el virus tanto en lagrimas como en secreciones de la conjuntiva;
ademas de que existen reportes de que también se ha aislado el SARS-CoV-2 de una
muestra de orina de un paciente infectado (G. Guo et al.,, 2020). Actualmente, ya existe
evidencia de propagacién de personas asintomaticas o presintomaticas, por lo tanto, se refleja
la capacidad del virus para colonizar y replicarse eficientemente en las vias aéreas altas,

sobre todo en tejidos naso y orofaringeos (Ferretti et al., 2020).

Figura 2: Posible origen, transmision e infeccion del SARS-CoV-2
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Fuente: (Hernandez et al., 2023).

2.4. Patogenia

El SARS-CoV-2 tiene tropismo hacia el tejido pulmonar del paciente infectado, cuando los
SARS-CoV ingresan al huésped por medio de la via respiratoria, las células epiteliales
alveolares, las células endoteliales vasculares y los macréfagos alveolares son los principales

afectados, por lo tanto, la infeccion y consecuente replicacion tiene su origen en las mismas
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(Jia et al., 2005). La infeccion inicia cuando el virus se une a un receptor de la superficie de
la célula huésped, especificamente la proteina S del SARS-CoV-2 es la que une a un receptor
de la enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE2) de la superficie celular, generalmente
los receptores de ACE2 se encuentran en el tracto respiratorio inferior, ademas de en otros
tejidos del corazon, estbmago, esdfago, vejiga, rifién e intestino (Jin et al., 2020), sin embargo,
este receptor se expresa en mayor proporcion en las células alveolares tipo 2 del pulmén y
en las células epiteliales de la cavidad oral (Xu et al., 2020). La proteina S se divide en dos
subunidades la S1y S2, las que se unen al receptor ACE2 a través del RBD y promueven a
fusién de la membrana viral con la celular, respectivamente (Guo et al., 2020).

Para que se complete la entrada del virus, una enzima proteasa (TMPRRS2) debe escindir
a la proteina S a nivel de dos posiciones de la subunidad S2, lo que provoca la separacién
de la unién RBD de la subunidad S1 con el receptor ACE2 y en consecuencia la fusion de
ambas membranas, lo que permite finalmente el ingreso del virus por endocitosis (Rabaan et
al., 2020).Ya dentro del citoplasma (Figura 3), el virus libera su nucleocapside junto con la
salida del ARN viral, el mismo que directamente actia como ARNm y transcribe de primera
mano el gen de la replicasa del virus a través de ORFla y ORFlab, esto se traduce en las
ppla y pplab, las cuales se acaban procesando por proteasas como la quimiotripsina, la
proteasa principal y de una a dos proteasas semejantes a la papaina, todo este proceso da
lugar a 16 proteinas no estructurales (NSP) que se encargan de formar el complejo replicasa-
transcriptasa (RTC), el mismo que se ensambla en vesiculas con doble membrana con la
ayuda del reticulo endoplasmatico (Guo et al., 2020).

Casi todas las NPS contribuyen en la replicacion y transcripcidon gendmica con su accion
proteolitica y otras funciones enzimaticas, esto facilita la replicacién y sintesis de un grupo de
ARNmM subgendémicos (ARNsg) que colaboran con la elaboracion de las proteinas
estructurales y accesorias (Chen et al., 2020). Al igual que otros CoV, el SARS-CoV-2 se
replica utilizando como molde el ARN monocatenario con polaridad positiva (ARNss+) con el
fin de sintetizar una copia del mismo pero de polaridad negativa (Li et al., 2020), a partir de la
cual se producen las pplay pplab que a su vez seran procesadas conformando el complejo
RTC, este sintetiza una nueva copia de ARNss+ original que se asocia a la proteina N y
conforman la nucleocépside, el resto de proteinas estructurales y accesorias se originan en
la membrana del reticulo endoplasmatico, para después transportarse al aparato de Golgi
donde se ensamblan con la nucleocapside y finalmente producen nuevas particulas viricas

gue posteriormente se liberaran de cada célula infectada por exocitosis (Pastrian-Soto, 2020).
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Figura 3: Replicacion de SARS-CoV-2
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Nota: El virién se une por la glicoproteina S (subunidad S1) al receptor celular (ACE-2), ingresa por
endocitosis. El pH acido y las proteasas endosomiales escinden las subunidades S1 y S2 y modifican
S2 para que promueva la fusion de la envoltura viral y la membrana de la vesicula endocitica. La
traduccion parcial del RNA gendmico conduce a la sintesis de la RNA polimerasa dependiente de RNA,
gue fabrica el intermediario de replicacién (RNA de polaridad -) que actia como molde para la sintesis
de los RNAs gendmicos de los viriones hijos. Se producen mRNAs para la sintesis de las proteinas
estructurales. El ensamblaje de los distintos componentes sintetizados produce los viriones hijos, que
emergen del reticulo endopldsmico (RE) en el interior de vesiculas, las cuales se fusionan con la
membrana citoplasmica para liberar viriones hijos. Fuente: (Ruiz-Bravo & Jimenez-Valera, 2020).

2.5. Animales y SARS-CoV-2

Existen informes que han demostrado que algunas especies animales se han infectado
de SARS-CoV-2, ademas se ha confirmado la transmisién activa de animales a humanos, es
el caso de visones en Europa y Estados Unidos, ademas de la sospecha en otras especies
(Centros para el Control y Prevencion de Enfermedades, 2023; Hossain et al., 2021). Los
visones infectados mostraron sintomas respiratorios y gastrointestinales y se cree que el
contagio fue por medio de sus cuidadores ya que resultaron positivos a la enfermedad, en
total el 7 de mayo se anunciaron en los Paises Bajos 4 granjas de visones con el virus
(Oreshkova et al., 2020). Por su parte, Shi et al. (2020) demostré que los hurones y gatos son
susceptibles a la infeccién experimental con cepas del SARS-CoV-2 y que ademas pueden

trasmitir el virus por la via aérea a otros animales sanos si estos conviven cerca. Los hurones
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mostraron sintomatologia respiratoria con presencia del virus en lavados nasales, saliva,
orina y meteria fecal, sin ninguna mortalidad, aun asi, la trasmision fue bastante rapida entre
hurones infectando a sanos (Kim et al., 2020). En contraparte, los perros resultaron ser menos
susceptibles a la infeccion, mientras que otros animales domésticos como cerdos, pollos,
patos, etc. no son susceptibles (Shi et al., 2020).

En cuanto a los felinos, el primer caso de COVID-19 en un tigre ocurrio el 5 de abril del
2020, este mostré un cuadro clinico respiratorio que incluian la tos seca y disminucion del
apetito, por otro lado, el 15 de abril se reportd un caso positivo en un leén del mismo zooldgico,
para finalmente acabar confirmando que todos los tigres y leones de ese zoolbgico
presentaban ARN viral del SARS-CoV-2 en sus heces (AVMA, 2020). Referente a las
infecciones de tipo experimental, estas nos han permitido estimar el periodo de incubacién
en animales, el cual es semejante a los humanos, es decir, oscila entre 2 a 14 dias (OIE,
2022).

Durante los meses (abril-junio 2023), se han actualizado 4 brotes en (Argentina, Ecuador,
Italia) en 4 especies animales (vison americano, armadillo peludo grande, mono arafia de
cabeza negra, mono lanudo comun); en Ecuador (mono arafia de cabeza negra y mono choro

comun); monos en cautiverio con signos clinicos y mortalidad (WOAH, 2023).

2.6. SARS-CoV-2 en Perros y Gatos

Uno de los primeros casos confirmados fue el reportado el 28 de febrero de 2020 en Hong
Kong en un perro, seguido por otro de raza pastor aleman que dio positivo a SARS-CoV-2,
sin mostrar sintomas clinicos ninguno de los dos y con propietarios cuyo diagndstico previo
fue de COVID-19 (Goumenou et al., 2020). Por otro lado, en los Paises Bajos también hubo
un caso confirmado en un perro positivo con un duefio que presentaba la infeccién con el
SARS-CoV-2. En cuanto a gatos, el primer caso confirmado fue el de una mascota en Bélgica
perteneciente a un paciente con antecedentes de la enfermedad que habia viajado al norte
de Italia, sin embargo, en esta ocasion se logro evidenciar sintomas de tipo gastrointestinales
y niveles elevados de ARN del virus tanto en heces como en vomitos, ademas de
sintomatologia respiratoria (Hossain et al., 2021).

También se ha podido detectar el virus en muestras de la cavidad oral, nasal y rectal de
un gato en Hong Kong que no mostraba ninguna sintomatologia, pero que también coincidia
en tener un propietario que padecia la infeccién, de igual manera, el 21 de abril de 2020 se
confirmd6 dos gatos positivos en Nueva York, esta vez ambos presentaban sintomatologia
respiratoria (AVMA, 2020). En 2020, otros tres gatos dieron positivo en Holanda, lo curioso
fue que estos gatos convivian en una granja de visones, los mismos que ya habian sido

confirmados como positivos al SARS-CoV-2 (Oreshkova et al., 2020).
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Profundizando mas en la infeccibn en la especie felina, sobre todo en los gatos
domeésticos, como ya mencionamos, tanto natural como experimentalmente son bastantes
susceptibles a contraer la infeccion por el SARS-CoV-2, la mayoria de veces con un cuadro
clinico asintomético y autolimitado que se localiza fundamentalmente en la vias respiratorias
altas, infectando sin dificultad a otros gatos cercanos, ademas de desarrollar una respuesta
inmune bastante fuerte que al parecer les protege de reinfecciones a corto plazo (Meekins et
al., 2021).

Son diversas las investigaciones experimentales que valoran la susceptibilidad que tiene
los gatos al virus, generalmente podemos encontrar estudios donde se ha utilizan diferentes
dosis virales o vias de inoculacion, todo esto en gatos tanto juveniles como adultos, y en todos
se ha presenciado una infeccién productiva del SARS-CoV-2 (Bao et al., 2021; Bosco-Lauth
et al., 2020; Gaudreault et al., 2020; Shi et al., 2020). Cabe recalcar que tan solo 1 dia
después del experimento ya se pudo aislar el virus de hisopos nasales y orofaringeos,
continuando la diseminacién por 6 dias mas, también se pudo detectar ARN viral mas alla de
este lapso de tiempo, inclusive en muestras fecales (Bao et al., 2021; Gaudreault et al., 2020).

A pesar de lo manifiesto, en gran parte de estos estudios los gatos casi ho mostraron
sintomatologia, no obstante, Bao et al. (2021) observé signos clinicos en gatos de 8 a 18
meses de edad que consistian en espalda arqueada, baja de peso de menos del 10% y
diarrea. En contraparte, en todos los casos se pudo evidenciar cambios histopatol6gicos de
leves a moderados en el tejido del tracto respiratorio superior e inferior, generalmente en la
fase aguda de la infeccién, pero llegando a permanecer hasta por un mes (Bosco-Lauth et
al., 2020; Chiba et al., 2021). Entonces, es posible sugerir que los gatos jévenes son menos
susceptibles al virus y a la presentacioén grave de la infeccion, y que siempre habra cambios
histopatoldgicos que pueden llegar a afectar otros tejidos tales como los ganglios linfaticos,
el bazo, el higado, bulbo olfatorio, corazén y rifiones, lo que demuestra que su distribucién es
de tipo sistémica (Shi et al., 2020). Sorprendentemente, cuando las transmisiones se dan en
serie hasta 4 veces, el virus se va atenuando tanto en su propagacion como en las lesiones
histopatoldgicas, al contrario que en humanos (Bao et al., 2021).

Asia, Europay el continente americano ya han reportado y demostrado la infeccién natural
de humanos a gatos domeésticos, generalmente mascotas de propietarios infectados con el
SARS-CoV-2 (OIE, 2022), por lo que existe la posibilidad de que este virus se convierta en
endémico dentro de la poblaciéon de gatos u otros animales domésticos, asi que podrian ser
un modelo preclinico adecuado para valorar y comprender la patogenia del SARS-CoV-2 y
con ellos contribuir en el desarrollo de terapias y vacunas (Meekins et al., 2021).

Zhang et al. (2020) en su investigacién evidencio la presencia de 15 gatos de 102 que

resultaron seropositivos al SARS-CoV-2 en Wuhan en china después del brote inicial y los
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comparé con muestras provenientes de un banco de sueros pre-pandemia del mismo lugar,
los mismos que dieron negativo al patégeno, por lo tanto, se presume que los gatos son

susceptibles a la infeccion natural del virus.

2.7. Diaghdstico en Animales

2.7.1. Diagnostico Clinico

Como ya se menciond en el apartado anterior, las manifestaciones clinicas en animales
se limitan a un porcentaje bajo y poco representativo, ya que la mayoria de animales que
adquieren de manera natural el virus suelen ser asintomaticos, sin embargo, en los pocos
casos que se han reportado signos clinicos estos parecen ser semejantes a los observados
en humanos, como lo son la fiebre, tos, dificultad respiratoria, letargia, estornudos,
secreciones nasales o conjuntivales y en casos excepcionales sintomatologia gastrointestinal
como diarrea y vomito (AVMA, 2020).

2.7.2. Diagndstico Diferencial

Los perros y gatos tienen sus propios coronavirus, en cuanto a los perros se conoce al
alfacoronavirus entérico (CCoV), que tiene dos genotipos el CCoV-I y Il, mientras que los
gatos se ven afectados por el coronavirus felino (FCoV) con dos genotipos el FCoV-l y Il que
poseen dos patotipos diferentes, el CoV entérico felino, que causa infecciones asintomaticas
o leves; y el virus responsable de la peritonitis infecciosa felina, la cual se caracteriza por ser
sistémica y mortal, no obstante todos estos CoV difieren tanto genética como biol6égicamente
del SARS-CoV-2 por lo que no pueden afectar a los humanos (Lorusso et al., 2020), sin
embargo, hay que tenerlos presentes, asi como a otras enfermedades que cursen con
sintomatologia respiratoria y gastrointestinal y valorar cualquier vinculo epidemiolégico de

una infeccién confirmada en sus cuidadores u otros animales del hogar (OIE, 2022).

2.7.3. Diagndstico de Laboratorio

Antes de someter a pruebas para deteccién de SARS-CoV-2 en animales de compafiia
se debe informar las autoridades competentes de salud publica. Primeramente, en animales,
la obtencién de las muestras debe realizarse con el fin de realizar diferentes tipos de pruebas:
las que identifican al patdgeno y las que detectan anticuerpos. De esto dependerd de qué
lugar se tomaran las muestras. Estas pueden ser simples o combinadas y consistir en
hisopados de la mucosa nasal, orofaringea y rectal para detectar ARN viral, mientras que las

muestras de sangre serviran para la deteccion inmunitaria en plasma o suero. Se recomienda
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combinar estos hisopados para mayor exactitud, asi mismo también se ha descrito la
presencia del SARS-CoV-2 en muestras fecales (OIE, 2022).

Para identificar al patdbgeno se pueden aislar al virus, secuenciar el genoma del mismo,
realizar pruebas como PCR-TR (reaccién en cadena de polimerasa con transcripcion inversa)
o LAMP-RT (amplificacion isotérmica mediada por bucle mediante transcriptasa inversa).
Mientras que para detectar la presencia de anticuerpos son adecuadas los inmunoensayos
de ELISA, VNT (neutralizacion viral), Western Blot (electroinmunotransferencia), etc. (OIE,
2022). Se debe mencionar que las pruebas serolégicas son constantemente evaluadas ya
gue estas deben ser especificas para la finalidad, el patégeno y la especie, con alta
especificidad y sensibilidad para evitar posibles reacciones cruzadas, por lo que ya se han
perfeccionado algunas pruebas, un ejemplo lo documenté Colitti et al. (2022) que realiz6 el
mapeo detallado de epitopos de la proteina N del SARS-CoV-2, facilitando la deteccién de la
regién inmunodominante en el fragmento D+E del dominio C terminal de la proteina, tanto
en humanos como otras especies susceptibles, lo que contribuy6é con el desarrollo de un
inmunoensayo de ELISA indirecto experimental basado en doble antigeno con una
especificidad del 99,5%.

2.7.4. ELISA Indirecto

El ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) es una técnica para detectar
y cuantificar anticuerpos o antigenos adheridos a una superficie sélida. La técnica utiliza un
anticuerpo ligado a una enzima que se une a un antigeno adherido a la superficie. Luego, se
agrega un sustrato para producir un cambio de color o una sefal luminosa que se correlaciona
con la cantidad de antigeno presente en la muestra original (Lin, 2015).

En el ELISA indirecto el anticuerpo especifico del antigeno primario es reconocido por
un anticuerpo conjugado secundario (Aydin, 2015). Una muestra que debe analizarse para
detectar un antigeno especifico se adhiere a los pocillos de una placa de microtitulacion,
seguida de una solucion de proteina que no reacciona, como la albumina sérica bovina, para
bloquear cualquier area de los pocillos que no esté recubierta con el antigeno. Luego se
agrega el anticuerpo primario, que se une especificamente al antigeno, seguido de un
anticuerpo secundario conjugado con enzima. Se introduce un sustrato para la enzima para
cuantificar el anticuerpo primario mediante un cambio de color. La concentraciéon de
anticuerpo primario presente en el suero se correlaciona directamente con la intensidad del
color (Gan & Patel, 2013).
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2.7.5. Western Blot

La transferencia Western (inmunotransferencia) es una técnica potente y de uso
comun que es capaz de detectar o semicuantificar una proteina individual a partir de mezclas
complejas de proteinas extraidas de células o tejidos (Sule et al., 2023). Esta técnica permite
transferir las proteinas de un gel de dodecilsulfato de sodio-poliacrilamida (SDS-PAGE) a
soportes de membrana adsorbentes, siendo las proteinas transferidas a la membrana una
réplica exacta del gel donde han sido separadas por electroforesis; basicamente la
electroforesis en gel se utiliza para separar proteinas nativas o desnaturalizadas. Esta
transferencia de gel a membrana supone una gran herramienta para la deteccién y
caracterizacién de proteinas, especialmente las que estan en bajas abundancias (Kurien &
Scofield, 2015). Esta membrana es incubada con dos anticuerpos; el anticuerpo primario se
une a las proteinas de la membrana, mientras que el anticuerpo secundario se une al
anticuerpo primario. Una vez terminado el tiempo de incubacion, se afiade un fluor6foro
(peroxidasa de rdbano) que emitird una luz que nosotros vemos en forma de bandas (las

cuales corresponden a las proteinas) (Jensen, 2012).

2.8. Tratamiento SARS-CoV-2 en Animales

A dia de hoy, no existe ninguna terapia antiviral especifica para tratar el COVID-19, ni
siquiera para tratar infecciones de SARS (Avendano et al., 2003) o MERS (Zumla et al., 2015),
las terapias que se aplican son meramente profilacticas con el uso de vacunas, el uso de
medicamentos como tratamiento sintomatico y terapias de apoyo en pacientes criticos (G.
Guo et al., 2020). En cuanto a animales, la OIE nos informa que aln no se ha definido un

tratamiento especifico para estos.

2.9. Prevencién y Control

Aunque no se ha documentado que los animales de compaifiia contribuyan en la
diseminacion del SARS-CoV-2, son varios autores los que han demostrado que algunas
especies pueden ser susceptibles al virus, por lo que se recomienda mas estudios para
valorar el potencial que pueden tener las mismas como reservorios o medios de propagacion.
Ademas, mientras esto siga en cuestionamiento, se recomienda limitar el contacto entre
personas infectadas y sus mascotas, y evitar que estas Ultimas tengan contacto con otros
animales o personas, asi mismo instaurar medidas basicas de higiene (Rodriguez-Morales et
al., 2020). En el caso de que algun animal de compafia que ha estado expuesto al virus
manifieste signos clinicos lo mejor seria someterlo a pruebas de deteccion del SARS-CoV-2

como medida preventiva (Sentarse et al., 2020).
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Es importante comprender el enfoque de una sola salud, esto se logra gracias a la
colaboracion conjunta desde lo local a lo global de diversos sectores y disciplinas con el fin
de precautelar la salud y bienestar publicos, incluyendo humanos, animales y plantas que
comparten un mismo entorno (Mushi, 2020). En consecuencia, es imprescindible conocer
todo lo posible de este patdgeno, sus huéspedes naturales, intermedios y medio ambiente
Optimo para su desarrollo, ademas de valorar la posibilidad de mutaciones, las formas de
transmisidén entre especies y los saltos interespecie, todo con el objetivo de comprender la
patogénesis del SARS-CoV-2 y poder lidiar con su propagacion (Hassani & Khan, 2020).

Mientras tanto, la diseminacion del virus se puede controlar con el uso de pruebas rapidas
de diagnéstico, medidas higiene, aislamiento, cuarentenas, aplicacién de vacunas y terapias
farmacoldgicas adecuadas (Bonilla-Aldana et al., 2020), sin olvidarse de la vigilancia a otras
especies susceptibles que mantengan contacto estrecho con personas, como lo son los
animales en cautiverio, zooldgicos, granjas, etc., e incluso animales silvestres que pueden

actuar como huéspedes naturales o intermediarios (Dhama et al., 2020).
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Materiales y métodos

3.1. Area de Estudio

Para este estudio, el Dr. Antonio J. Vallecillo, responsable del laboratorio de biologia
molecular, ubicado en la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad de Cuenca,
produjo el péptido D+E (LZ°-A%*% en un modelo de expresion bacteriano que se utiliz6 para
la deteccion de anticuerpos contra el SARS-CoV-2 en 34 sueros sanguineos de felinos
domésticos que fueron potencialmente expuestos al virus debido a su cercania con personas
con antecedentes de haber cursado con el COVID-19, asi mismo, se valoraron los resultados
y se contrastaron con los obtenidos en muestras provenientes de un biobanco de sueros de

gatos que se obtuvieron entre los afios 2018 y 2019 por el laboratorio.

3.2. Poblacién en Estudio

En cuanto a las muestras de suero sanguineo pre-pandemia, estas fueron tomadas
de gatos que residian en las parroquias aledafias a la ciudad de Cuenca-Azuay, entre los
afos 2018 y 2019. Por otro lado, las muestras sanguineas post-pandemia fueron colectadas
en las campafias de esterilizacion realizadas en parroquias de la misma ciudad y fueron
seleccionados para el estudio Unicamente los gatos que convivieron estrechamente con

personas que cursaron con la COVID-19; no se valoré la raza, edad o sexo.

3.3. Primera fase: Coleccidon y Transporte de Muestras Sanguineas Para la Obtencidn

de Sueros Post-pandemia

3.3.1. Materiales de trabajo

- Cinta para rotular

- Cofias

- Cooler

- Gel refrigerante

- Guantes de latex desechables
- Jeringas de 3 ml

- Mandil antifluido

- Mascarillas

- Rasuradora

- Rotulador de muestras

- Tijeras

- Torniquetes

- Torundas de algodo6n con alcohol etilico al 70%

- Tubos sin anticoagulante (tapa roja), agujas y adaptadores para agujas
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3.3.2. Materiales Biol6gicos
Pacientes de la especie felina, domésticos y con antecedentes de exposicion a personas que
cursaron con la infeccibn por SARS-CoV-2, con previa realizacion de encuesta y

consentimiento del responsable de la mascota.

3.3.3. Materiales Quimicos
- Alcohol etilico al 70%

3.3.4. Pasos
Primero: Una vez sujeto de manera adecuada la mascota, se procedié a rasurar y la asepsia

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

Segundo: Se extrajo la sangre de la vena yugular, al menos 2 ml de sangre de cada gato

con la ayuda de tubos de tapa roja.

Tercero: Después de obtener las muestras, se colocaron los tubos con la tapa hacia abajo a
25-30 grados de inclinacién, a temperatura ambiente, protegidos del sol por 20-30min, con el
fin de separar de la muestra el coagulo y el suero.

Cuarto: se conservaron las muestras en un cooler, los tubos fueron colocados en posicion

vertical con el gel refrigerante.

Quinto: se trasladaron las muestras al laboratorio Biologia Molecular de la F.CC.AA. de la
Universidad de Cuenca y se conservaron en refrigeracion (x4 °C) por maximo 5 dias para la

obtencién del suero sanguineo.

3.4. Segunda fase: Obtencion de Suero Sanguineo de las Muestras de Sangre
3.4.1. Materiales Fisicos y Equipos

- Gradillas

- Marcadores

- Microcentrifuga

- Micropipetas de varios volimenes y sus puntas
- Palillos de dientes estériles

- Papel absorbente

- Refrigerador (x4 °C)

- Tubos Eppendorf

- Ultracongelador (-80 °C)

3.4.2. Materiales Bioldgicos

Muestras de sangre colectadas en tubos sin anticoagulante.
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3.4.3. Materiales Quimicos
- Alcohol etilico al 70%.

3.4.4. Pasos

Primero: Para obtencion del suero de las muestras de sangre almacenadas en refrigeracion,
se procedid a retirar y desechar el coadgulo con ayuda de un palillo de dientes estéril
(previamente los tubos en posicion vertical con la tapa hacia arriba para favorecer la

retraccion del coagulo y liberacion del suero por 1 a 5 dias).

Segundo: Se tomo de cada tubo £ 500 pl de suero sanguineo y se colocé en tubos Eppendorf

de 1.5 ml, previamente identificados.

Tercero: Para eliminar lo mas posible los glébulos rojos liberados del coagulo, las muestras
de suero sanguineo fueron centrifugadas a 4,500 x g, por 10 min a temperatura ambiente
(£23 °C).

Cuarto: Posteriormente, se tomé + 400 pl de cada muestra de suero sanguineo se colocé en

tubos Eppendorf de 1.5 ml, previamente rotulados.

Quinto: Las muestras de suero sanguineo se mantuvieron en congelacién (-80 °C) hasta su

uso en los ensayos de ELISA indirecto y Western Blot.

3.5. Tercera Fase: Ensayo de ELISA Indirecto
3.5.1 Materiales Fisicos y Equipos

- Agitador orbital

- Balanza analitica

- Computadora

- Lector de placas de ELISA Epoch (BioTek)

- Micropipetas de diferentes volimenes y sus puntas
- Placas de 96 pozos

- Potenciémetro (pHmetro)

- Recipientes de vidrio para la preparacion de soluciones

3.5.2. Materiales Bioldgicos

- Muestras de suero sanguineo

- Solucién con el péptido recombinante D+E (L*°-A*°) de la Nucleoproteina del SARS-CoV-
2, previamente cuantificada fue proporcionada por el Dr. Antonio J. Vallecillo, del Laboratorio

de Biologia Molecular de la F.CC.AA. de la Universidad de Cuenca
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3.5.3. Materiales Quimicos

- Solucion para la sensibilizacion de las placas de ELISA (Nunc MaxiSorp flat-bottom plate,
Invitrogen, No. cat.: 442404), consiste en Buffer de carbonatos (100 mM de Na2CO3 (Merck,
No. cat.: 106393); 100 mM de NaHCO3 (Merck, No. cat.: 144558), pH 9.6) con 0.1 ug por
pozo (2 pug/ml) del péptido recombinante D+E (LZ°-A%19)

- Solucién buferada de fosfatos (PBS), pH 7.4, (137 mM de NaCl (Sigma, No. cat S3014); 2.7
mM KCI (Sigma, No. cat 746436); 10 mM NaH2PO4 (Fisher, No. cat S369-1); 1.8 mM
KH2PO4 (Sigma, No. cat.: P0662), pH 7.4)

- Solucién para el lavado de las placas (PBS-T0.05) (PBS, pH 7.4 y 0.05% de Tween 20
(Sigma, No. cat.: P1379))

- Solucién para el bloqueo de las placas y la dilucion de los sueros (PBS-T0.05-BSA3) (PBS-
T0.05; 3% de BSA (Albumina sérica bovina) fraccién V (Roche, No. cat 10735078001))

- Solucién para la deteccion de anticuerpos (PBS-T0.05-BSA3; 100 ng/ml de Proteina A-HRP-
(Horseradish peroxidase) (MP Biomedical, No. cat.: 0855901)

- Solucién del sustrato para la peroxidasa (Solucién de ABTS) (100 mM de Acido citrico
(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 solucion de H202 al 30% (Fisher, No. cat H325-4)

3.5.4. Pasos Para Ensayo ELISA

Primero: se procedi6 a la sensibilizacion de las placas, para ello se coloc6 50 pl de la solucion
de sensibilizacion del péptido recombinante D+E (L?°-A*'®) por cada pocillo. Las placas se
incubaron en estatico toda la noche (14 h) a 4 °C (refrigeracion).

Segundo: concluida la sensibilizacion de las placas con el antigeno, se procedié al bloqueo
de las placas retirando la solucién de sensibilizaciéon y colocando en su lugar 100 ul de la
solucion de bloqueo, e ingresaron a incubacién por 2 horas a una temperatura de 23 a 25 °C

(Ambiente) en estético.

Tercero: concluida la sensibilizacion y bloqueo de las placas, se colocaron cada una de las
muestras de suero diluido 1:20 en la solucién de dilucién de los sueros, por duplicado (50 pl)
previo lavado de las placas con la Solucién de lavado (3 veces durante 5 min, en agitacion a

temperatura ambiente).

Cuarto: Las placas con las muestras de suero se incubaron por 1 hora, en agitacion constante
a temperatura ambiente. Concluida la incubacion se realizaron 3 lavados, de 5 min con la

solucién de lavado.
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Quinto: posterior a los lavados, se adicion6 50 pl de la Solucién con la Proteina A-HRP, y se

incubd por 1 h a temperatura ambiente en agitacion constante.

Sexto: concluida la incubacion con la Solucion de proteina A-HRP, se realiz6 3 lavados, de

5 min con la Solucién de lavado.

Séptimo: concluidos los lavados se adicioné de 50 pl de la Solucién del sustrato, y se incubé

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

Octavo: concluida la incubacion se procedié a realizar la lectura en el lector de placas de
ELISA (Epoch, BioTek) a una longitud de onda de 420 nm.

Noveno: como reaccidn positiva a la presencia de anticuerpos en contra del péptido
recombinante se consider6 a las lecturas mayores al promedio de la lectura del blanco mas

dos desviaciones estandar de la media de las lecturas del blanco de cada placa.

3.6. Cuarta Fase: Ensayo de Western Blot

3.6.1. Materiales Fisicos y Equipos

- Agitador orbital

- Balanza analitica

- Camara de electroforesis para la electotransferencia de las proteinas

- Camara de electroforesis para SDS-PAGE (Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis)

- Computadora

- Escaner

- Fuente de poder

- Micropipetas de diferentes volimenes y sus puntas

- Potenciémetro (pHmetro)

- Recipientes de vidrio para la preparaciéon de soluciones.

3.6.2. Materiales biol6gicos
- Muestras de suero sanguineo
- Solucién con el péptido recombinante D+E (L%%-A%°) de la Nucleoproteina del SARS-CoV-

2 del Laboratorio de Biologia Molecular de la F.CC.AA. de la Universidad de Cuenca.

3.6.3. Materiales quimicos

3.6.3.1. Para laresolucion de las proteinas mediante SDS-PAGE.

- Agua destilada estéril
- Alcohol etilico (Sigma, No. cat.: E7023)
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- Marcador de peso molecular para proteinas (SDS-PAGE molecular weight standars-Low
range (Bio-Rad, Cat. no.: 161-0304))
- Membranas PVDF (Thermo scientific, No. cat.: 88520)

3.6.3.2. Para la electrotransferencia de las proteinas a la membrana PVDF.

- Solucién al 10% de Persulfato de amonio (0.1 g/ml de Persulfato de amonio (Sigma, No.
cat.: A3678)

- Solucién boadding buffer para proteinas 2X (125 mM de Tris-HCI, pH 8.8; 4 % de SDS; 5 %
de B-Mercaptoetanol; 20 % de Glicerol; 0.0025 % de Azul de bromofenol (Sigma, No. cat.:
T4661, 71725, 63689, G5516, B8026))

- Solucién buffer de transferencia 10X (250 mM de Tris base; 1.91 M de Glicina (Sigma, No.
cat T4661, Bio-Rad, No. cat.161-0718)

- Solucién 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)

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

- Solucién resolving buffer 4X (1,500 mM de Tris-HCI, pH 8.8 (Sigma, No. cat.: T4661, Fisher,
Cat. n6.: 7647-01-0), 0.4% de SDS (Sigma, No. cat 71725)

- Solucion stacking buffer 4X (1,500 mM de Tris-HCI, pH 8.8 (Sigma, No. cat.: T4661, Fisher,
Cat. n6.: 7647-01-0), 0.4 % de SDS (Sigma, No. cat.: 71725)

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

3.6.3.3. Para latincidon de las proteinas transferidas a la membrana PVDF.

- Solucion para la tincién de las membranas de PVDF con azul de Coomassie (1 % de Azul
de Coomassie R-250, 10% de Metanol, 7 % de Acido acético glacial (Bio-Rad, No. cat.:
1610400, Sigma, No. cat.: E7023, Fisher, No. cat 64-19-7))

- Solucién para destefiir las membranas tefiidas con azul de Coomassie (10% de Metanol;
10% de acido acético glacial (Sigma, No. cat.: E7023, Fisher, No. cat.: 64-19-7))

3.6.3.4. Para lainmunodeteccién de los anticuerpos.

- Solucion del sustrato para la peroxidasa (500 pg/ml de 3,3'-diaminobenzidine (DAB) en PBS-
T0.05 (Sigma, No. cat D5637)

- Solucién para destefiir las membranas teflidas con azul de Coomassie (10% de Metanol;
10% de &cido acético glacial (Sigma, No. cat.: E7023, Fisher, No. cat.: 64-19-7))

- Solucién para el bloqueo de las membranas (PBS-T0.05-BSA3) (10 mM de NaH2PO4; 1.8
mM de KH2P0O4; 137 mM de NaCl, 2.7 mM de KCI; 0.05% de Tween 20, 3% de BSA fraccion
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V, pH 7.4 (Fisher, No. cat S369-1, Sigma, No. cat P0662, S3014, 746436, P1379, Roche,
Cat. no.: 10735078001)

- Solucion 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 KCI; 0.05% de Tween 20, pH 7.4 (Fisher, No. cat
S369-1, Sigma, No. cat P0662, S3014, 746436, P1379)

- Solucién para la deteccién de anticuerpos (PBS-T0.05-BSA3; 100 ng/ml de Proteina A-HRP-
(Horseradish peroxidase) (BioRad, No. cat.: 1706522)

- Solucién para la dilucion de los sueros sanguineos (PBS-T0.05-BSA3)

- Solucién para la tincion de las membranas de PVDF con azul de Coomassie (1 % de Azul
de Coomassie R-250, 10% de Metanol, 7 % de Acido acético glacial (Bio-Rad, No. cat.:
1610400, Sigma, No. cat.: E7023, Fisher, No. cat 64-19-7)).

3.6.4. Pasos

Para el ensayo Western Blot se disuelve el D+E (L?°-A*®) recombinante mediante SDS-
PAGE, su posterior electrotransferencia a las membranas de PVDF y finalmente la deteccion
del posible reconocimiento de los anticuerpos presentes en la muestra de suero hacia el

péptido recombinante.

3.6.4.1. Pararesolucion del péptido D+E (LZ%-A*°) recombinante mediante
SDS-PAGE.

Primero: Para resolver o disolver el péptido D+E (L?3°-A*'%) se prepar6 un gel discontinuo
desnaturalizante de poliacrilamida al 12 %, para el gel resolutivo (Resolving) se colocé en un
recipiente limpio (Tubo Falcon de 50 ml) los siguientes reactivos, previo al armado de las

placas con los aditamentos para formar el gel (Gel casting system):

Tabla 1: Reactivos resolucién del péptido D+E (L?%°-A%'®) recombinante

Reactivo: Numero de geles (Volumen del
reactivo):

Un gel (ml) Dos geles (ml)
Agua destilada estéril 2.625 5.250
Solucién resolving buffer 4X 1.875 3.750
Solucién de acrilamida/bis-acrilamida (29:1) al 30% 3.000 6.000
Solucién al 10% de Persulfato de amonio 0.025 0.050
Solucion TEMED 0.002 0.005
Volumen total 7.027 15.055

Segundo: Se mezclaron cuidadosamente los reactivos, evitando en lo posible la formacion
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 adicion6 un poco de agua destilada
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estéril para evitar la evaporacion del agua del gel y el ingreso de Oxigeno, y se espero el
tiempo suficiente para permitir la polimerizacion del gel.

Tercero: Una vez que a polimerizado el gel resolutivo se procedié a la preparacion del gel
concentrador (Stacking), para lo cual se adicioné en un recipiente limpio (Tubo Falcon de 50

ml) los siguientes reactivos:

Tabla 2: Reactivos para la preparacién del gel concentrador

Reactivo: Numero de geles (Volumen del
reactivo):

Un gel (ml) Dos geles (ml)
Agua destilada estéril 1.445 2.890
Solucién stacking buffer 4X 0.625 1.250
Solucién de acrilamida/bis-acrilamida (29:1) al 30% 0.375 0.750
Solucién al 10% de Persulfato de amonio 0.050 0.100
Solucién TEMED 0.005 0.010
Volumen total 2.500 5.000

Cuarto: Se mezclaron los reactivos con excepcion del TEMED. Se procedi6 a retirar el agua
adicionado al gel resolutivo, se colocé los peines para forma los pozos en un formato de gel
preparativo. Se adiciono6 al gel concentrador el TEMED, mezclar de forma cuidadosa para
evitar la formacion de espuma, cuidadosa y rapidamente se transfiri6 a los moldes de los
geles. Se adicioné un poco de agua destilada estéril y se esperé el tiempo suficiente para

permitir la polimerizacion del gel.

Quinto: Una vez preparados los geles, se coloco en la camara de electroforesis, se adiciono
la Solucion buffer de electroforesis SDS-PAGE.

Sexto: El péptido D+E (L23°-A%'%) (20 ug) antes de ser colocado en el gel fue mezclado con
un volumen igual de la Solucion buffer de carga 2X (250 ul de volumen total), y sometido a

ebullicién por 5 min.

Séptimo: Se cargo6 el péptido recombinante y el Marcador de peso molecular para proteinas

en sus respectivos pozos.

Octavo: Se procedi6 a la resolucion con la aplicacién de 60 Voltios hasta que las muestras
lleguen al gel separador, posteriormente se incremento el voltaje a 120 y aplico durante el

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

Noveno: Una vez resuelto el péptido recombinante mediante SDS-PAGE se procedi6 a la

electrotransferencia.
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3.6.4.2. Para electrotransferencia del péptido D+E (L%3°-A*'°) recombinante
resuelto mediante SDS-PAGE.

Primero: Una vez resuelto el péptido D+E (L%%-A%*%) mediante SDS-PAGE, se procedié a

desarmar la cdmara de electroforesis y retirar los geles de los moldes.

Segundo; En un recipiente plastico con tapa para evitar la evaporacién se colocé alcohol

metilico, y se sumergié en él una porcion de membrana PVDF de dimensiones similares al

gel.

Tercero: Se adicion6 en la cAmara de electrotransferencia la solucién buffer de transferencia

fria (£ 4 °C) y se colocé el adaptador de las carcasas de los “sandwich” de la transferencia.

Cuarto; Para el armado de los “sandwich” de la transferencia, se colocé en un recipiente
amplio cantidad suficiente de la Solucion buffer de transferencia, se introdujo la porcién de la
carcasa para el “sandwich” del catodo (Color negro), las esponjas de relleno y una porcion de
papel filtro, se coloc6 cuidadosamente el gel previamente retirado de los moldes de vidrio,
inmediatamente se colocé la membrana evitando la formacion de burbujas entre la membrana
de PVDF vy el gel, se adicioné una porcion de papel filtro, las esponjas y finalmente la otro
porcién de la carcasa (Color rojo). Cuidadosamente se retird del recipiente y se colocé en la

camara de electrotransferencia.

Quinto: Para la transferencia se complet6 el armado de la camara y se aplicé un voltaje de

60 Voltios por 1 hora.

Sexto: Una vez concluida la electrotransferencia se desarmd la camara y se retird la
membrana del “sandwich” y se sec6 a temperatura ambiente, si son visibles las bandas de

las proteinas se marcaron con ayuda de un lapiz.

3.6.4.3. Para latincion del péptido D+E (LZ°-A%°) transferido a la membrana de

PVDF con Azul de Coomassie.

Primero: Para verificar la resolucién de las proteinas y la electrotransferencia del péptido
D+E (L°-A*%) a las membranas se seccionard una porcion de la membrana de ambos
extremos, intentando incluir una parte de las bandas de las proteinas resueltas y se tefiira
con Azul de Coomassie. El resto de la membrana se seccionara en tiras no mayores a 2 mm

de grosor y se almacenaran a temperatura ambiente, protegidas de la luz y el polvo.
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Segundo: Para la tincion de las porciones de las membranas, éstas seran sumergidas por
20 a 30 s en la Solucién colorante para la tincion de azul de Coomassie, agitandolas para

favorecer el contacto con el colorante.

Tercero: Inmediatamente se retirard la Solucion colorante para la tincibn de azul de
Coomassie, se adicionara cantidad suficiente de la Solucién para destefiir las membranas
tefiidas con la tincion de azul de Coomassie, se agitara constantemente hasta observar las
bandas tefiidas del Marcador de peso molecular, la del péptido D+E (L%°-A%*9), Secar las

membranas y guardarlas para su posterior uso.

3.6.4.4. Para deteccion del reconocimiento de las proteinas recombinantes por

los anticuerpos presente en los sueros pre y post-pandemia.

Primero: Para la deteccién del posible reconocimiento de los anticuerpos de los gatos hacia
el péptido D+E (L%°-A%% recombinante se procedi6 a realizar el bloqueo de las membranas,
para lo cual seran sumergidas en la solucién de bloqueo durante 1 hora en agitacion

constante a temperatura ambiente (£ 23 °C).

Segundo: Durante el periodo de bloqueo de las membranas se procedi6 a descongelar las
muestras de suero sanguineo, y se diluyeron 1:20 en 1 ml de la Solucion para dilucion de los
sueros sanguineos, en tubos de vidrio de tamafio suficiente para colocar las porciones de las

membranas (Tiras de no mas 2 mm de grosor) con las proteinas recombinantes.

Tercero: Una vez concluido el periodo de bloqueo de las membranas, a cada tubo con la
muestra de suero diluido se le adicion6é una porcion de la membrana. Los tubos asi

preparados se incubaron por 1 hora en agitacion constante.

Cuarto: Una vez concluida la incubacion, se retird la solucion de los sueros diluidos de cada
tubo y se procedi6 a realizar 3 lavados con 1 ml de la solucién de lavado, por 5 min cada

lavado en agitacion constante.

Quinto: Concluido los lavados, las tiras fueron transferidas a un recipiente con cantidad
suficiente de la solucion con la Proteina A-HRP, se incubaron en agitacion constantes a
temperatura ambiente por 1. Una vez concluida la incubacién se procedio a realizar 3 lavados
con cantidad suficiente de la Solucion de lavado, por 5 min cada lavado en agitacion

constante.

Sexto: Una vez concluidos los lavados, en un recipiente se colocé la solucién con el sustrato,
cuidadosamente se colocaron las membranas y se mantuvieron en incubacién, agitandolas

por 5 min.
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Séptimo: Concluido el tiempo de incubacion, las membranas fueron lavadas dos veces por
5 min en agua destilada estéril.

Octavo: Las membranas lavadas se secaron a temperatura ambiente, se ordenaron y fijaron

a un soporte de papel (Cartulina) y se foto documentaron con ayuda de un escéner.

Noveno: Las imagenes fueron analizadas mediante el software libre ImageJ
(https:/limagej.nih.gov/ij/) para evaluar la intensidad de la sefial obtenida en los ensayos

Western Blot.

Décimo: Como reconocimiento positivo se considerd a las muestras para las que se obtenga
un valor de la intensidad de la sefial mayor al valor de la intensidad de la sefial de las réplicas
del control negativo (Western Blot sin la presencia de suero sanguineo) mas dos desviaciones

estandar.

3.7. Anédlisis estadistico

Nuestro estudio valoré los resultados obtenidos a la presencia de anticuerpos anti-péptido
D+E (L2%°-A*19) de la Nucleoproteina de SARS-CoV-2 en gatos domésticos con antecedentes
de exposicion a COVID-19 mediante la aplicacion de los ensayos de ELISA indirecto y
Western Blot, por lo que de acuerdo a las variables implicadas la estadistica que se aplico es
de tipo descriptiva, mas especificamente se realiz6 una comparacion de proporciones, es
decir, se comparo los resultados de las muestras de suero que se analizaron mediante ELISA
con las analizadas mediante Western Blot, tanto las obtenidas antes de la pandemia, como
después de la pandemia (cuatro grupos). Para observar el comportamiento de los datos
generados se us6 la prueba estadistica de McNemar, ya que se trababa de muestras
relacionadas y cuyos resultados se definieron mediante una variable nominal dicotémica

(positivo/negativo).

El presente trabajo de investigacion opté por el uso de la prueba estadistica no paramétrica
de McNemar, ya que esta permite conocer si existe alguna diferencia significativa (y que no
se deba al azar) en la distribucidon de proporciones entre dos mediciones de una variable
dicotémica, por lo que compara proporciones de dos muestras relacionadas (Guerra &
Gonzéles, 2013).
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RESULTADOS
4.1. ELISA Indirecto

Para el ensayo de ELISA indirecto se utilizaron 65 muestras de suero sanguineo de gatos
domésticos, las cuales se dividian en 31 muestras tomadas antes de la pandemia y 34
muestras después de la pandemia, junto a estas se utilizaron 5 pozos sin suero como control
(Blancos), en total se analizaron 70 pocillos usando el péptido recombinante D+E (L230-A%19)
de la Nucleoproteina del Virus SARS-CoV-2. Para la valoracion de los resultados se
consideraron como positivas a la presencia de anticuerpos anti-péptido D+E (L%3°-A*'9) a
todas las muestras que dieron una lectura de densidades 6pticas (DO’s) mayor a la media de
las lecturas de los pozos blancos mas dos desviaciones estandar de la media de los mismos,

es decir se consideraron como positivas todas las lecturas mayores a 0,115 DO’s.

Figura 4: Resultados del ensayo ELISA Indirecto

0.14+
® —
o
o]
0.135+
Q00
o
o!
0.13+
o000 o
Qo
o
T o0
c 0.1254 eo] @
(=]
= 0020 @
= ) o
o (5 5] an
o 0.124 e
a o o
o0 @
o
0.1154 oo lcesee)
000 @
—1 oo fs¢)
o [ 3
o R
0.114 @
M
Blancos Pre-pandemia Post-pandemia

Muestras de suero

Nota: A través del ensayo de ELISA indirecto se usé el péptido recombinante D+E (LZ°-A%19)
de la Nucleoproteina del Virus SARS-CoV-2 para detectar anticuerpos del virus en gatos
domésticos (felis catus) potencialmente expuestos a COVID-19, los valores obtenidos de las
muestras pre-pandemia (verde), post-pandemia (rojos) y los pozos control (blancos),se
midieron en densidades opticas (DO’s).
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La Figura 4, nos muestra que mediante la aplicacién del ensayo de ELISA indirecto se
obtuvieron 29 resultados positivos de 31 muestras pre-pandemia y en contraparte dentro de
las muestras post-pandemia resultaron positivas 21 de un total de 34 muestras analizadas.
Todos los resultados positivos indican que hubo la presencia anticuerpos reactivos frente a
la nucleoproteina del SARS-CoV-2, mas especificamente al dominio de su extremo carboxi-

terminal.

4.2. Western Blot

Para el ensayo de Western Blot se utilizaron las mismas 65 muestras de suero sanguineo de
gatos domésticos, 31 muestras tomadas antes de la pandemia y 34 muestras después de la
pandemia, junto a estas se utilizaron 3 ensayos sin suero como control (Blancos). Para la
valoracién de los resultados se consideraron como positivas a la presencia de anticuerpos
anti-péptido D+E (L?3°-A%'°) a todas las muestras que dieron una lectura de la intensidad de
la sefal expresada en pixeles mayor a la media de las lecturas de los blancos mas dos
desviaciones estandar de la media de los blancos, es decir se consideraron como positivas

todas las lecturas mayores a 154,72 pixeles.

Figura 5: Resultados del ensayo Western Blot
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Nota: A través del ensayo de Western Blot se uso el péptido recombinante D+E (L230-A419)
de la Nucleoproteina del Virus SARS-CoV-2 para detectar anticuerpos del virus en gatos
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domésticos (Felis catus) potencialmente expuestos a COVID-19, los valores obtenidos de las
muestras pre-pandemia (verde), post-pandemia (rojos) y los pozos control (blancos), los
valores de intensidad de la sefial se midieron en pixeles.

La Figura 5, nos muestra que mediante la aplicacién del ensayo de Western Blot se
obtuvieron 7 resultados positivos de 31 muestras pre-pandemia y dentro de las muestras
post-pandemia resultaron positivas 7 de un total de 34 muestras analizadas. Todos los
resultados positivos indican que hubo la presencia anticuerpos reactivos frente a la
nucleoproteina del SARS-CoV-2, mas especificamente al dominio de su extremo carboxi-

terminal.

4.3 Prueba estadistica: Prueba de McNemar

De acuerdo a la Tabla 3, en los resultados se aprecia que los ensayos implementados con
las muestras tomadas antes de la pandemia apenas coindicen, ya que, de 31 muestras
totales, solo el 22,6% coinciden positivamente, por lo que en nuestro estudio podemos afirmar
gue los métodos utilizados no coincidieron y por lo tanto su comportamiento no es similar ya

gue difieren significativamente (p= 0.001).

Tabla 3: Resultados de la prueba estadistica de McNemar para la comparacién entre ELISA
indirecto y Western Blot aplicados a las muestras seroldgicas en gatos domésticos tomadas

antes de la pandemia.

Negativo Positivo Total, ELISA |

Frecuencias Absolutas Relativas Absolutas Relativas Absolutas Relativas
(Fi) (fi) (Fi) (fi) (Fi) (fi)

Negativo 4 12.90% 0 0.00% 4 12.90%
Positivo 20 64.50% 7 22.60% 27 87.1%
Total, WB 24 77.40% 7 22.60% 31 100.00%

Nota: El valor de Chi cuadrado correspondiente al periodo de pre-pandemia fue de p=0.001,
asi que afirmamos que existen diferencias significativas entre los métodos utilizados, se

rechaza la hipétesis nula.

De acuerdo a la Tabla 4, en los resultados se aprecia que los ensayos implementados con
las muestras tomadas después de la pandemia tampoco coindicen, ya que, de 34 muestras
totales, solo el 8.82% coinciden positivamente, por lo que los métodos utilizados no tampoco
coincidieron y por lo tanto su comportamiento no es similar ya que difieren significativamente
(p= 0.0490).
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Tabla 4: Resultados de la prueba estadistica de McNemar para la comparacion entre ELISA

indirecto y Western Blot aplicados a las muestras serologicas en gatos domésticos tomadas
después de la pandemia.

Negativo Positivo Total, ELISA |
Frecuencias Absol_utas Rela’_[ivas Absol_utas Rela’_[ivas Absollutas Rela’_[ivas
(Fi) (fi) (Fi) (fi) (Fi) (fi)
Negativo 14 41.18% 4 11.76% 18 52.94%
Positivo 13 38.24% 3 8.82% 16 47.06%
Total, WB 27 79.41% 7 20.59% 34 100.00%

Nota: El valor de Chi cuadrado correspondiente al periodo de post-pandemia fue de

p=0.0490, asi que afirmamos que existen diferencias significativas entre los métodos
utilizados, se rechaza la hipétesis nula.
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Discusion
En nuestro experimento se usoé el fragmento D+E (L?°-A*°) de la nucleoproteina de SARS-
CoV-2 descrito anteriormente por Colitti et al., (2022), en dicha investigacion se afirmo la alta
especificidad de hasta el 99,5% de este segmento que aparentemente era inmunodominante
en sueros de mascotas que residian en areas urbanas, sin embargo, en nuestro estudio se
detectaron sueros positivos tanto de las muestras tomadas antes de la pandemia como de
las posteriores a la pandemia, por lo tanto, concuerda con otros estudios en donde se
demuestra la baja especificidad de la nucleoproteina, y en consecuencia la de este péptido
recombinante usado en los ensayos de ELISA indirecto y WB para el diagnéstico de la
infeccién por SARS-CoV-2 en felinos domésticos. Cabe recalcar que el estudio realizado por
Colitti et al., us6 muestras de mascotas que residian en una zona urbana de ltalia, lo que
podria también explicar la diferencia con nuestros resultados, ya que en nuestra metodologia
usamos sueros de gatos que vivian principalmente en zonas rurales de diferentes parroquias
de la ciudad de Cuenca, por lo tanto, la mayoria carecian de los cuidados sanitarios

necesarios y por lo tanto estaban méas expuestos a contraer cualquier infeccion.

Esta exposicion a contraer enfermedades y el déficit de cuidados sanitarios de la mayor parte
de la poblacion de gatos domésticos que reside en areas rurales de la ciudad de Cuenca
pudo haber contribuido a la infecciéon de los mismos por otros coronavirus endémicos de la
especie, ya que estudios anteriores ya afirmaron la existencia de una reactividad cruzada
entre el SARS-CoV-1 y los FCoV, sobre todo a la nucleoproteina de estos virus (Vlasova et
al., 2007) . Entonces se sugiere que los resultados obtenidos en nuestro estudio mediante el
ensayo de ELISA indirecto y Western Blot pudo haber una reaccion cruzada con el FCoV, ya
gue existen investigaciones que demuestran que la proteina N del SARS-CoV-2 se ha
asociado a reacciones cruzadas con otros coronavirus como el FCoV y el CCoV, debido a
gue comparten epitopos antigénicos comunes (Barua et al., 2021). Un estudio mas
actualizado realizado por Diezma-Diaz et al., (2023) se evalué la especificidad analitica de
varios tipos de ensayos, entre ellos ELISA y Western Blot, los mismos que utilizaron el
fragmento RBD de la proteina S (RBD-S) y el fragmento N-terminal de la nucleoproteina para
valorar seropositividad frente al SARS-CoV-2 y con ello determinar cuél tiene mejor
rendimiento diagndstico, también se analizaron sueros prepandémicos, ademas de sueros
de animales infectados o vacunados contra otros coronavirus. Los resultados demostraron
gue los ensayos que usaron el fragmento RBD-S fueron los que tuvieron mayor rendimiento
diagnostico, siendo las pruebas realizadas en gatos més precisas que las de los perros, por
lo que concuerda con otros estudios donde también descartan el uso de la proteina N para el

diagnostico de SARS-CoV-2 en mascotas, ademas de que las muestras analizadas mediante
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el ensayo de Western Blot demostraron mayor especificidad analitica que el ELISA (Barua et
al., 2021; Zhao et al., 2021).

Normalmente la mayoria de inmunoensayos que se han implementado en animales han
utilizado la RDB-S o la proteina N (Zhao et al., 2021), la diferencia entre estas dos es su
estructura y funcién, se conoce que la proteina S es escindida por las proteasas del huésped
en S1y S2, la primera posee una region Unica llamada RBD, por donde el virus ingresa a las
células del huésped, esto es importante porque ya se ha descrito la elevada variabilidad de
este dominio entre los distintos coronavirus, por lo tanto la especificidad de los ensayos que
utilizan esta proteina es muy alta. En contra parte, el dominio N-terminal de la nucleoproteina
no se une a ningun receptor, siendo esta proteina de las mas conservadas en los distintos
coronavirus, por lo que existen epitopos con reaccion cruzada antigénica bastante
significativa, por lo tanto, existe una reactividad cruzada entre la nucleoproteina del SARS-
CoV-2y las nucleoproteinas del coronavirus felino, y los coronavirus entéricos y respiratorios
caninos (Diezma-Diaz et al., 2023; Zhao et al., 2021). Sin embargo, existe un estudio donde
se obtuvieron elevadas tasas de seropositivos a la proteina S en sueros de mascotas
obtenidos antes de la pandemia, por lo que se resalta la importancia de mas investigaciones
para comprender la prevalencia y potencial cruce de los coronavirus endémicos de cada lugar
(Hancock et al., 2022).

Debido a la extension de la pandemia, a nivel mundial se reportaron multiples informes de
animales de compafiia contagiados de manera natural por el SARS-CoV-2, la mayoria de
ellos se relacionaban a propietarios con antecedentes de haber cursado la enfermedad
(Jarrah et al., 2022). Actualmente, es reducida la cantidad de pruebas seroldgicas utilizadas
para detectar anticuerpos IgG especificos contra el SARS-CoV-2 en animales domésticos,
dentro de estos se consideran de mayor importancia a perros y gatos, por el potencial
zoondtico inverso debido a su cercania con la poblacion humana, ademas Jian et al., (2020)
demostraron que los gatos eran mas susceptibles a la enfermedad que los perros, de hecho
los primeros estudios a gran escala demuestran esta susceptibilidad, tenemos el ejemplo de
un estudio realizado en ltalia (Patterson et al., 2020) donde se demostrd la presencia de
anticuerpos neutralizantes en un 3,3% de perros y un 5,8% de gatos muestreados, por otro
lado, en Texas se obtuvo un 17,6% de positivos en gatos y tan solo un 1,7% de positivos en
perros mediante la prueba de PCR-TR, mientras que los anticuerpos neutralizantes se

presentaron en un 43,8% en gatos y en un 11,9% en perros (Hamer et al., 2021).
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Asi mismo, en un estudio realizado por Jarrah et al., (2023) en Mato Grosso, centro de Brasil,
una de las ciudades con la segunda tasa de mortalidad mas alta de Brasil por COVID-19,
entre los meses de noviembre de 2020 y julio de 2021, se recolectaron muestras de suero de
762 perros y 182 gatos de los cuales de manera similar a nuestro estudio no hubo
restricciones en lo referente a la edad, raza, sexo, historial médico, etc., las mismas fueron
analizadas mediante ELISA de igual manera para detectar anticuerpos contra la
nucleoproteina (N), ademas para este estudio también se realiz6 el ensayo de neutralizacion
sérica (NS). Los resultados obtenidos mediante ELISA revelaron que de la poblacion de
muestras caninas hubo un 4,3% de positivos (33/762), mientras que en gatos los positivos
comprendieron el 2,2% (4/182), sin embargo, la NS dio como resultado un 0,39% de perros
positivos (3/762) y un 1,64% de gatos positivos (3/182). Se observa que no hubo
concordancia con los resultados obtenidos sobre todo en la poblacién canina, los autores
asumen esta diferencia a las reacciones cruzadas con otros coronavirus endémicos en estas
especies (Laidoudi et al., 2021). Go et al. (2023) en su estudio también afirman una
discordancia existente entre el uso de ELISA y las pruebas de neutralizacién, aun habiendo
utilizado como antigeno el RBD de la proteina S, e indican mayor reactividad cruzada con el
ensayo de ELISA indirecto.

Finalmente, nuestro trabajo de investigacion se realiz6 simultaneamente por otros
estudiantes, pero con muestras de la especie canina, el mismo en donde se evidencié hasta
el 96.55% de resultados positivos dentro de las muestras tomadas antes de la pandemia,
indicando mayor reactividad cruzada. De forma similar, el péptido recombinante de la
nucleoproteina D+E (L?3°-A%'%) del SARS-CoV-2 no result Util para detectar anticuerpos en
caninos (Canis lupus familiaris) potencialmente expuestos a COVID-19, ademas se especificd
gue en su estudio el ensayo de Western Blot fue el de mayor especificidad analitica, con un
valor de p= 0.001 y de p=0.0001 en las muestras pre-pandemia y post-pandemia
respectivamente (Cuichan Bautista & Jiménez Avila, 2023).
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Conclusiones
La capacidad del uso del péptido recombinante D+E (L?%°-A%°) de la Nucleoproteina del Virus
SARS-CoV-2 para detectar anticuerpos en gatos domésticos (Felis catus) potencialmente
expuestos a COVID-19 es reducida, ya que se evidencio resultados positivos tanto en las
muestras de suero tomadas antes de la pandemia como después de la pandemia por lo que

se determina que este péptido no resulta eficaz.

A pesar de que el péptido no resulto util, se pudo demostrar que el ensayo de ELISA indirecto
y Western Blot difieren entre si significativamente, ya que se determin6 una baja coincidencia
entre los mismos, evidencidndose de acuerdo a los resultados mayor cantidad de positivos
con el ensayo de ELISA indirecto e inclusive mayor cantidad de seropositivos en la etapa
prepandémica, por ende, se reconoce una menor especificidad y mayor reaccién cruzada con

otros coronavirus.
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Recomendaciones
De acuerdo a los resultados obtenidos en este estudio se sugiere, en el caso de que se
empleen pruebas serologicas, el uso de otros antigenos virales como la porcion RBD de la
proteina S, la cual ha demostrado resultados exitosos para la deteccion de anticuerpos contra
el SARS-CoV-2 con escasa reaccion cruzada a otros coronavirus, ademas del uso de pruebas
serolégicas mas especificas y de mayor sensibilidad al antigeno como es la

electroinmunotransferencia o VNT.

Para concluir se recomienda y resalta la importancia de realizar més investigaciones para
comprender la prevalencia y potencial cruce de los coronavirus endémicos de cada lugar,
ademas de mantener la vigilancia del SARS-CoV-2 y sus variedades debido a su potencial
zoondtico y el contacto estrecho que tienen los humanos a las diferentes especies domésticas

ya afectadas por esta enfermedad.
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Anexos

Fotografia 2: Recoleccién de muestras

Fotografia 1: Toma de muestra
sanguinea en especie felina. sanguineas.
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Fotografia 5: péptido D+E (L?3°-A%°) de la
nucleoproteina del Virus SARS-CoV-2.
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Fotografia 6: Electrotransferencia Fotografia 7: Péptido recombinante
del péptido mediante SDS-PAGE. en modelo de expresion bacteriano.
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Fotografia 8: Bandas tefiidas con azul de Fotografia 9: Tiras para la deteccién del
comassie como marcador de peso reconocimiento de las proteinas
molecular del péptido D+E (L?*°-A%?) ; recombinantes por los anticuerpos presentes

Aty A

en sueros pre y post-pandemia
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Fotografia 10: Lectura de los pocillos
analizados mediante ELISA indirecto.
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