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RESUMEN

El sindrome respiratorio agudo severo coronavirus 2 (SARS-CoV-2) que se origin en Wuhan, China,
es responsable de una de las pandemias més importantes en los ultimos afios que ha afectado a
millones de personas en todo el mundo desde su primera deteccion a fines de 2019. Se sabe que la
transmision de persona a persona es el método principal de propagacion del virus; sin embargo, para
luchar eficazmente contra esta pandemia, considerada una enfermedad zoonética, es esencial un
examen detallado del papel de los animales, pues se piensa que los murciélagos constituyen el
reservorio inicial del virus. Durante la primera ola de infeccion de la enfermedad se sabia poco sobre
el papel que podian tener las mascotas en la propagacién de la enfermedad en las comunidades
humanas, por lo que los primeros estudios realizados demostraron que, ademas de los humanos, los
pequefios y grandes felinos, perros y otras especies de animales, son susceptibles al SARS-CoV-2.
Hasta ahora se ha demostrado que los perros tienen una susceptibilidad menor que los gatos; sin
embargo, en ambas especies, se han reportado infecciones naturales, y a la par se ha informado sobre
la transmision a animales en cohorte, destacando la necesidad de vigilancia en el contexto de Una
Sola Salud. Hasta finales de abril 2022, la OMSA ha reportado 675 de brotes en animales,
principalmente perros y gatos en diferentes paises, incluyendo México. Este trabajo tuvo como
objetivo determinar la presencia de anticuerpos 1gG anti-SARS-CoV-2 en gatos y perros que habitan
el Municipio de Puebla, Pue. y Area Metropolitana, que asistieron a cualquier servicio veterinario en
diferentes hospitales y clinicas veterinarias ubicadas en diferentes puntos de la ciudad durante la
segunda ola de COVID-19. Ademas, se establecieron los factores de riesgo de tipo demogréaficos y
de habitos de tenencia del tutor con respecto a la a la presencia de anticuerpos especificos del virus.
Los resultados mostraron que los gatos tuvieron una mayor frecuencia de IgG anti-SARS-CoV-2 con
el 40%, de los cuales el 27% fueron machos y 13% hembras de raza Doméstico de pelo corto; el
58.33% de los gatos positivos fueron mayores a 6 afios, los cuales sélo el 8.33% mostr6é signos
respiratorios. La frecuencia de pacientes caninos positivos fue del 20.83%, de los cuales el 60%
fueron machos. El andlisis de Odds Ratio, mostré que los pacientes cuyo tutor permanecia mayor
tiempo en la calle fueron menos susceptibles a presentar anticuerpos. Este estudio contribuye al
conocimiento de los factores que influyen para que perros y gatos, no sélo de la ciudad de Puebla 'y
area metropolitana, tengan mayor probabilidad de estar en contacto con el virus de SARS-CoV-2,
sino que sea referencia para otras ciudades con habitos de tenencia similares y puedan establecer

criterios para evitar la transmision de la enfermedad de humanos a animales o entre animales.



1. INTRODUCCION

El 31 de diciembre de 2019, se reportaron varios casos de neumonia de causa desconocida en la
ciudad de Wuhan, capital de la provincia de Hubei en China en pacientes asociados con el mercado
mayorista de mariscos de Huanan, sitio donde se comercializan animales vivos tales como aves de
corral, murciélagos, reptiles, anfibios, roedores, conejos, marmotas y erizos, por mencionar algunos;
lo que inicialmente sugiri6 un posible contagio zoonotico, sefialando inicialmente al murciélago como
posible huésped reservorio, sin descartar a otras especies animales que incluyen serpientes, tortugas
y pangolines, este Gltimo se ha sugerido ser huésped intermedio del virus. (Q. Li et al., 2020; Malik
et al., 2020; Tiwari et al., 2020; Zhu et al., 2020).

La enfermedad se caracterizd por ser un trastorno respiratorio de severidad variable: desde la
presencia de una enfermedad leve del tracto respiratorio superior hasta un sindrome de dificultad
respiratoria aguda y neumonia intersticial severa (Petrosillo et al., 2020). En enero de 2020 se aisl6 e
identificd como el patégeno causante de la enfermedad a un nuevo coronavirus (COVID-19) que,
posteriormente, fue denominado como Sindrome Respiratorio Agudo Severo Coronavirus-2 (SARS-
CoV-2) (ICTV, 2020).

La Organizacion Mundial de Sanidad Animal (WOAH -antes OIE-) considera a la COVID-
19, como una enfermedad “emergente” y recomienda el reporte inmediato en animales, inclusive de
los casos negativos. Por su parte, la OMS, en su documento “Linea de investigaciéon mundial
coordinada frente al COVID-19” indica como prioridad prevenir la transmision entre animales y
humanos, incluyendo la prevencién de saltos entre especies, asi como desarrollar una estrategia para
reducir los riesgos bajo el enfoque “Una Sola Salud en la interfase humano-animal-ambiente” (WHO,
A coordinated Global Research Roadmap, p. 13-14). En este sentido, se indica la necesidad de

investigar los posibles rangos de hospedadores animales y la relacion filogenética entre ellos.

Hong Kong fue el primer pais en reportar y documentar la presencia del virus en un perro
Pomerania macho de 17 afios cuyo propietario fue positivo a SARS-CoV-2, por lo que se alert6 sobre
la posibilidad del contagio a animales de compafiia mediante zooantroponosis (transmision de seres
humanos a animales), dando pie a investigar casos similares en animales (domésticos o silvestres)
que hubiesen estado en contacto directo con un paciente positivo a COVID-19; sin embargo, fue
necesario establecer si las especies infectadas por el nuevo coronavirus eran susceptibles a la
infeccion de forma natural (tal como en el caso de perros, gatos, visones, grandes felinos) o de forma
experimental (roedores, gatos, musélidos, primates), lo cual demostré la capacidad de mutacion que

tiene el virus para adaptarse a una amplia gama de huéspedes (Kiros et al., 2020; Leroy et al., 2020a).



Debido a la rapida propagacion del virus en varios paises del mundo, la Organizacion
Mundial de la Salud lo declard pandemia el 11 de marzo de 2020, teniendo al 30 de marzo de 2023
761,071,062 casos confirmados y 6,879,664 muertes en mas de 220 paises; mientras que en México
se presentaron 7,535,316 casos confirmados y 333,490 defunciones (OMS,2023; CONACYT, 2023).

Como parte de la estrategia Una Salud, es de suma importancia conocer las relaciones entre el
patdgeno, los hospederos, reservorios, intermedios y el medio ambiente, asi como las caracteristicas
de la transmision de animales a humanos y entre individuos de la misma especie para comprender el
mecanismo del SARS-CoV-2, combatir su propagacion y disminuir los riesgos de contagio (Bonilla-
Aldana et al., 2020; Hassani & Khan, 2020; Konda et al., 2020). El conocimiento del reservorio
animal y del ciclo de transmision ayudara a prevenir y mitigar la transmision del virus mediante el
diagndstico oportuno, pruebas de laboratorio, el aislamiento adecuado del individuo que presente la
enfermedad, desarrollo y establecimiento de terapias efectivas, ademas de la vigilancia cercana hacia
animales susceptibles que se encuentren en contacto con personas tales como animales de compaifiia,
animales de zooldgico, animales de bioterio, animales de produccion y animales silvestres (Abdel-
Moneim & Abdelwhab, 2020; El Zowalaty & Jéarhult, 2020; Gollakner & Capua, 2020; Konda et al.,
2020; Mallapaty, 2020; Tiwari et al., 2020).

En México el nimero de perros y gatos ha crecido enormemente, segun reportes del INEGI,
hay 60 millones de perros y gatos a nivel nacional, de los cuales el 70% esta en situacion de calle,
mientras que el 70% de los hogares tiene al menos una de estas mascotas; por lo tanto, la posibilidad
de zoonosis involucraria un gran impacto en la salud puablica ante la aparicion de nuevos brotes,
asociado al impacto social por el abandono animal. En el Estado de Puebla el 55.05% de la poblacién
cuenta con al menos un perro de mascota dentro de sus hogares y en el caso de los gatos el nimero

puede ser mayor.

El Municipio de Puebla reporté el mayor nimero de casos positivos al SARS-CoV-2 en seres
humanos dentro del Estado (coronavirus.gob.mx, 30 de marzo de 2023) y es en esta Ciudad en donde
se pueden observar conglomerados urbanos que tienen una relacion intima (fisica y emocional) con
sus animales de compafiia, por lo que es importante monitorear la presencia del SARS-CoV-2 en las

mascotas y educar a la poblacion para evitar el contagio entre humanos y animales, y viceversa.

Este trabajo surgi6 como parte del proyecto “Gatos y perros mascota como unidades
centinelas para el estudio epidemiol6gico del SARS-CoV-2 en humanos” que tuvo como meta
principal realizar el monitoreo de la presencia del virus en gatos y perros mascotas de pacientes

infectados con SARS-CoV-2 y que mantuvieron contacto estrecho con ellos durante la infeccién



(grupo de estudio COVID) y también en mascotas sin antecedente reconocido de contacto con seres

humanos infectados (grupo de estudio aleatorio).

El presente trabajo de tesis presenta los resultados del monitoreo seroldgico de pacientes
perros y gatos que recibieron atencién médica por cualquier motivo (grupo de estudio aleatorio) en
el Hospital Veterinario UPAEP asi como en otros Hospitales Veterinarios privados en el area
Metropolitana de la Ciudad de Puebla, los cuales funcionaron como unidades centinela de la infeccion
por SARS-CoV-2. Los resultados obtenidos permitieron realizar recomendaciones para mejorar la
educacion de la sociedad en la tenencia responsable de mascotas, que incluye practicar normas
adecuadas de higiene convivencia y seguridad en el mantenimiento de perros y gatos, para con ello
prevenir el contagio de personas a animales y mas aun, el salto de la infeccién por SARS-CoV-2 de

animales a humanos.



2. MARCO TEORICO

2.1 Coronavirus

Los coronavirus son virus envueltos con una sola hebra de ARN de sentido positivo (+ ss) y tamafio
del genoma entre 26 y 32 kb de longitud (Dhama et al., 2014; Su et al., 2016). Estos virus poseen
cuatro proteinas estructurales esenciales: glicoproteina espiga (S), proteina de matriz (M), proteina
de envoltura (E), y proteina de la nucleocépside (N) (Dhama et al., 2014; Junejo et al., 2020; Mortola
& Roy, 2004; Chong Wang et al., 2017). La familia Coronaviridae contiene dos subfamilias
denominadas Lentovirinae y Orthocoronavirinae; este Gltimo se clasifica ademas en cuatro géneros,
a saber, Alphacoronavirus (aCoV), Betacoronavirus (BCoV), Gammacoronavirus (yCoV) y
Deltacoronavirus (6CoV). Los yCoV y 8CoV causan enfermedades en las aves, mientras que los
aCoV y los BCoV se encuentran principalmente en mamiferos como murciélagos, roedores, civetas,
porcinos, equinos, bovinos y humanos (Helmy et al., 2020; Lau et al., 2015; P. C. Y. Woo et al., 2012;
Patrick C. Y. Woo et al., 2005) (Tabla 1).

En el pasado, se han identificado pandemias provocadas por betacoronavirus, el SARS-COV
(coronavirus tipo 1 del sindrome respiratorio agudo severo) y el MERS-COV (coronavirus del
sindrome respiratorio de Oriente Medio), los cuales son patégenos de origen zoonético. El huésped
natural de los coronavirus SARS y MERS altamente patdgenos se confirmé como murciélagos, y
también se cree que los murciélagos son los hospederos naturales del SARS-CoV-2 segun el analisis
de la secuencia genémica. Los coronavirus necesitan hospederos intermediarios antes de poder
infectar a los humanos. Se confirmé que las civetas de palma enmascaradas y los dromedarios son
los hospedadores intermediarios de SARS-CoV y MERS-CoV, respectivamente (Chen Wang et al.,
2020).

La enfermedad maés reciente y de rapida evolucién asociada con el coronavirus en humanos
es COVID-19 causada por el SARS-Coronavirus tipo2 (SARSCoV-2) (Wu et al., 2020). Las
variaciones de nucleétidos del coronavirus causante de COVID-19 estan estrechamente relacionadas
con el coronavirus del SARS (SARS-CoV), por lo que se ha denominado SARS-CoV-2 (Gorbalenya
et al., 2020a), el cual es més infeccioso y contagioso en comparacion con el SARS-CoV que se vio
afectado en 2003 (Zhong et al., 2003).



Tabla 1. Coronavirus que afectan diferentes especies animales, modificado de Coronaviruses of
Animals and Birds (Alluwaimi et al., 2020).

Género viral Especie

Tipo Virus

Enfermedad que causa

afectada

FECV Coronavirus entérico felino
aCoV Gatos
FIPV Peritonitis infecciosa felina
FECV Enteritis
aCoV Perros CRCoV Coronavirus Respiratorio canino
aCoV TGEV Gastroenteritis transmisible porcina
PCRV Coronavirus Respiratorio Porcino
Cerdos PEDV Diarrea Epidémica Porcina
BCoV PHEV Encefalomielitis Hemaglutinante Porcina
6CoV PDCoV Deltacoronavirus porcino
pCoV Bovinos BCoV Coronavirus Bovino/ Infeccién Neumoentérica
IBV Bronquitis Infecciosa Aviar
yCoV Aves de
corral TCoV Coronavirus de los pavos
pCoV Camélidos MERS-CoV Sindrome Respiratorio de Oriente Medio
MHV 1
pCoV Ratones MHYV 2 Virus de la Hepatitis del raton
MHYV 3
MHV 4
pCoV Murciélagos SARS-CoV Sindrome Respiratorio Agudo Grave
aCoV NL63 Coronavirus Humano NL63
pCoV HCoV- HKU1 Coronavirus Humano HKU1
pCoV Humanos 0OC43 Coronavirus Humano OC43
aCoV 229E CoV Coronavirus Humano 229E
BCoV SARS-CoV Sindrome Respiratorio Agudo Grave
BCoV MERS-CoV Sindrome Respiratorio de Oriente Medio
BCoV SARS-CoV-2 Sindrome Respiratorio Agudo Severo



Aunque, en términos de secuenciacion del genoma, el SARS-CoV-2 mostrd una identidad
del 96,2% con el coronavirus (RaTG13) detectado en murciélagos de herradura (Rhinolophus spp.),
en la provincia de Yunnan en 2013, no se habia observado previamente en animales de compafiia; sin
embargo, el Departamento de Agricultura, Pesca y Conservacion de Hong Kong informé de un
resultado positivo en un perro de Pomerania el 28 de febrero de 2020. Posteriormente, se informaron
resultados positivos en dos perros, dos gatos domésticos, cuatro tigres y tres leones, de animales a
humanos, haciendo publicos los primeros informes de infeccion esporéadica por SARS-CoV-2 en
perros y gatos después de la sospecha de transmision de persona a animal. Aunque los perros eran
asintomaticos, se encontr6 que un gato domestico tenia sintomas como vémitos, diarrea y dificultad
para respirar, mientras que los tigres y los leones tenian tos seca y sibilancias. La Organizacién
Mundial de Sanidad Animal ha sugerido que puede producirse la transmisidn de persona a animal v,
por lo tanto, los pacientes con COVID-19 deben limite el contacto con mascotas y otros animales
hasta que se conozca méas informacion sobre el virus. Adicionalmente, alin no hay evidencia que

demuestre que existe zoonosis inversa.
2.2 Origen del virus SARS-CoV-2

El SARS-CoV-2 pertenece a la familia Coronaviridae, orden Nidovirales, suborden Coronavirineae.
El brote de la enfermedad por Coronavirus-2019 (COVID-19) que conduce a una neumonia de origen
desconocido se relacioné con el mercado mayorista de mariscos de Huanan ubicado en la ciudad de
Wuhan, provincia de Hubei, China. El patégeno pronto fue identificado como un nuevo coronavirus
llamado virus del Sindrome Respiratorio Agudo Severo Coronavirus 2 (SARSCoV-2) y la
enfermedad se denomind Coronavirus Disease -2019 (COVID-19). EI SARS-CoV-2 es el tercer

coronavirus que ha surgido en las ultimas dos décadas.

Existen brechas significativas en la comprensién del papel de los vertebrados en su
transmision y si hay hospederos intermediarios que pueden actuar como reservorios y/o hospederos
amplificadores. La investigacion de hospederos intermediarios de SARS-CoV-2 puede ayudar a

comprender la dinamica de COVID-19 y evaluar la posibilidad de transmisién zoon6tica.

Un namero creciente de estudios ilustra que la transmision de persona a animal esta muy
extendida en gatos, visones, ciervos y otras especies. Las inoculaciones experimentales de gatos,
visones y hurones han perpetuado los ciclos de transmisidn. Se secuenciaron genomas completos de
inoculacion de SARS-CoV-2 y virus recuperados de gatos, perros, hdmsteres y hurones después de
la exposicion. Un total de 14 variantes emergentes (seis en genes no estructurales, seis en espiga y

una en cada orf8 y nucleocépside) se detectaron en virus recuperados de animales, incluyendo



sustituciones en los residuos de picos H69, N501 y D614. La seleccion de variantes de SARS-CoV-
2 in vitro e in vivo reveld residuos con importancia funcional durante el cambio de hospedador,
ilustran el potencial de la propagacion de los animales huéspedes para acelerar la evolucion de nuevos
linajes virales, hallazgos de especial preocupacion para los perros y gatos que viven en hogares con
pacientes con COVID-19 (Bashor et al., 2021).

De acuerdo con el anélisis gendmico del SARS-CoV-2, éste comparte una identidad del
96,2% con el genoma de un virus identificado en el murciélago nariz de herradura CoV (BatCoV
RaTG13), que indica un posible origen del virus en murciélagos (Lai et al., 2020; Malik et al., 2020).
Varios estudios sugirieron que el pangolin podria ser el potencial hospedero intermedio involucrado
en la evolucion del virus debido a la configuracion Unica del dominio de unién al receptor (Andersen
etal., 2020; Junejo et al., 2020; Kelley et al., 2015; Rehman et al., 2020). En otro estudio, se demostrd
que el SARSCoV-2 era un virus quimérico entre un coronavirus de murciélago y un coronavirus de

origen desconocido (Ji et al., 2020a).

El mecanismo de entrada del virus al hospedero es a través de una proteina espiga anclada a
la envoltura, media la entrada del coronavirus en las células del huésped uniéndose primero a un
receptor del huésped y luego fusionando las membranas virales y del huésped (X. Li et al., 2020). En
una similar investigacion, se informé sobre un nuevo coronavirus derivado de murciélagos, denotado
RmMYNO2, identificado a partir del analisis metagenémico de muestras de 227 murciélagos
recolectados en la provincia de Yunnan en China entre mayo y octubre de 2019 (H. Zhou et al., 2020);
este virus comparte una identidad de nucleétidos del 93,3% con el SARS-CoV-2 en la escala del
genoma completo y una identidad del 97,2% en el gen ORF1ab. Se encontr6 que la ACE2 felina y
humana tenian una identidad del 85.2%, siendo la identidad mas alta de una ACE en animales de
compafiia en relacion con la proteina ACE humana (Stout et al., 2020). Criticamente, y de manera
similar a SARS-CoV-2, RmYNO2 se caracteriz6 por la insercion de multiples aminoacidos en el sitio
de unién de las subunidades S1 y S2 de la glicoproteina espiga (spike) (S). Esto proporciona una
fuerte evidencia de que tales eventos de insercion pueden ocurrir naturalmente en animales pCoV
(Khailany et al., 2020; H. Zhou et al., 2020). Por otro lado, SARS-CoV-2 esta estrechamente
relacionado con el SARS-CoV (Kim et al., 2020; Petrosillo et al., 2020) y la similitud entre genomas
fue de aproximadamente el 80% (Lai et al., 2020; Malik et al., 2020; Zhang et al., 2020).

El dominio RBD de la proteina espiga de SARS-CoV-2, que se encuentra en el dominio S1,
es un elemento critico para determinar la susceptibilidad de la nueva especie huésped. Los estudios
realizados sobre la interaccion entre el RBD viral con el receptor celular del huésped (ACE2)

revelaron serpientes, pangolines y tortugas como posibles hospederos intermediarios (Liu et al.,



2020). Las tortugas, junto con otras especies animales, son animales predilectos en el Mercado

Mayorista de Mariscos de Huanan (Liu et al., 2020).

Uno de los probables hospederos intermediarios del SARSCoV-2 es el pangolin. Cuando se
compard el virus SARS-CoV-2 con el gen S de SARS-CoV, bat-CoV (As6526), bat-CoV (RaTG13),
visén-CoV y pangolin-CoV, se encontré 71,41%, 68,17%, 92,86%, 30,89% y 90% de similitud,
respectivamente (Gorbalenya et al., 2020b) . Cuando la homologia del SARS-CoV-2 y estos
coronavirus es inferior al 75%, se presume que el SARS-CoV-2 no es el mismo virus que los
coronavirus que surgen de estos animales silvestres. Se ha informado que SARS-CoV-2 no proviene
directamente del pangolin, pero se encuentra estrechamente relacionado, por lo que continGan las
investigaciones acerca de su relacion (Alekseev et al., 2008; Ji et al., 2020b; Yesilbag & Aytogu,
2020). Se necesitan mas investigaciones para confirmar el origen y la dindmica de transmisién del
SARS-CoV-2. Si bien se cree que los murciélagos y las civetas de palma eran los reservorios naturales
e intermedios del SARS-CoV, respectivamente, se ha aislado de animales y se ha adaptado al cultivo
de células de laboratorio (Cascella et al., 2022; Liu et al., 2020; Wan et al., 2020).

2.3 Transmision y patogenia de SARS-CoV-2 en Humanos

Hasta el 30 de marzo de 2023 se han reportado alrededor de 761 millones de casos de COVID-19 y
maés de 6.8 millones de muertes a nivel mundial. De acuerdo con la OMS, el virus puede propagarse
a través de pequefias particulas liquidas expulsadas por una persona infectada por la boca o la nariz
al toser, estornudar, hablar, cantar o respirar. Las particulas tienen diferentes tamarios, desde las mas

grandes, llamadas goticulas respiratorias, hasta las mas pequefias, o aerosoles.

Los datos disponibles actualmente apuntan a que el virus se propaga principalmente entre
personas gue estan en estrecho contacto, por lo general a menos de un metro o en sitios concurridos,
cerrados y/o con mala ventilacion donde suelen pasar largos periodos de tiempo, ya que los aerosoles
permanecen suspendidos en el aire o0 viajan a distancias superiores a 1 metro como maximo. Una
persona puede infectarse al inhalar aerosoles o goticulas que contienen virus o que entran en contacto
directo con los ojos, la nariz o la boca. También es posible infectarse al tocar superficies contaminadas
por el virus y posteriormente tocarse los ojos, la nariz o la boca sin haberse lavado las manos
(Coronavirus Disease 2019 (COVID-19): Situation Report, 73, n.d.).

La enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE2) es el receptor celular de SARS-CoV y
SARS-CoV-2. ACE2 es una proteina de membrana tipo | que se expresa en los pulmones, el corazon,
los rifiones y el intestino; su funcion fisiologica principal es la maduracion de la angiotensina, una

hormona peptidica que controla la vasoconstriccion y la presion arterial. La disminucion de la



expresion de ACE2 se asocia con enfermedades cardiovasculares (Donoghue et al., 2000; Y. Zhao et
al., 2020). La ACE2 de longitud completa consiste en un dominio peptidasa N-terminal y un dominio
similar a la colecta (CLD) C-terminal que termina con una Unica hélice transmembrana y un segmento
intracelular de ~40 residuos (Donoghue et al., 2000). El dominio de peptidasa de ACE2 separa la
Angiotensina | para producir Angiotensina Il (Zhu et al., 2020; Zisman et al., 2003).

En el caso del SARS-CoV, la glicoproteina espiga (proteina S) en la superficie del virion
interviene en el reconocimiento del receptor y la fusién de la membrana celular (Gallagher &
Buchmeier, 2001; Simmons et al., 2013). Durante la infeccion viral, la proteina S trimérica se divide
en subunidades S1y S2 y las subunidades S1 se liberan en la transicion a la formacion subsecuente a
la fusion S1, que contiene el dominio de unidn al receptor ( RBD), y se une directamente al dominio
de peptidasa de la ACE2, mientras que la proteina S2 es responsable de la fusion de membranas
(Belouzard et al., 2009; F. Li et al., 2005; Simmons et al., 2004, 2013; Song et al., 2018).Cuando S1
se une al receptor ACE2 del huésped, se expone otro sitio de ruptura en S2 y las proteasas del huésped
lo dividen, un proceso critico para la infeccion viral (Belouzard et al., 2009; Millet & Whittaker,
2015). Recientemente se reportd la estructura de la proteina S de SARS-CoV-2 y cédmo también
aprovecha la ACE2 para la infeccion del huésped; mostrando que su ectodominio se une al dominio
de la peptidasa de ACE2 con una constante de disociacion (Kd) de ~15 nM (Hoffmann, Kleine-
Weber, Krueger, et al., 2020; Hwang et al., 2020; Kuba et al., 2005; Q. Li et al., 2020).

ACE2 también funciona como acompafiante para el trafico de membrana del transportador
de aminoéacidos BO AT1, también conocido como SLC6A19, que media la absorcion de aminoacidos
neutros en las células intestinales de manera dependiente del sodio. EI mecanismo de tréafico de
membrana para ACE2 y BO ATL1 es similar al del complejo LAT1-4F2hc, encargado de transportar
aminodcidos neutros que requiere 4F2hc para su localizacion en la membrana plasmética
(Mastroberardino et al., 1998; Yan et al., 2019).Durante la infeccion por SARS-CoV-2, el virus se
dirige a la ACE2 de la superficie celular a través del RBD de la proteina espiga; se identificaron los
residuos de interaccion clave de ACE2 dentro del RBD, que incluyen: Q24, D30, H34, Y41, Q42,
M82, K353 y R357 (Cao et al., 2020).

Las principales lesiones tisulares causadas por SARS-CoV-2 en humanos se observan en
pulmones, manifestandose como lesiones multifocales, que conlleva a una hipoxemia como resultado
de una lesion pulmonar aguda. Se ha reportado dafio tisular generalizado, principalmente en corazon,
apareciendo como dafio miocardico agudo, lesiones cardiacas agudas por una tormenta de citoquinas
que lleva a una falla orgénica sistémica, rotura de la placa aterosclerética secundaria a hipertension

arterial. A la evaluacion oftalmoldgica se ha reportado principalmente ojo seco, vision borrosa,



congestion conjuntival y sensacion de cuerpo extrafio; algunas lesiones en piel pueden ser erupciones
tipo rash, urticaria, vesiculas similares a viruela, lesiones acro-cianéticas parcheadas en manos y pies,
mientras que los hallazgos patoldgicos incluyen hipocalcemia, asi como la elevacion de la fosfatasa,
asi como alteraciones mas severas como fendmenos tromboticos desencadenante de eventos tales
como infarto cerebral, isquemia cardiaca, muerte subita, embolismos, trombosis venosa profunda.

También se observa mayor incidencia de sangrados (Rodriguez & Nufiez, 2020).

2.4 Situacion actual del SARS-CoV-2 en animales

Hasta finales de diciembre de 2022 la WOAH ha reportado al menos 26 especies animales infectadas
de forma natural y en laboratorio con mayor frecuencia (Tabla 2), presentando 7 focos nuevos de
especies infectadas que incluyen gatos, perros, leones y visones americanos, ubicadas en 5 paises:
Canada, Estonia, México, Italia y Suiza (Figura 1). El primer caso de un animal diagnosticado con
SARS-CoV-2 y reportado como zooantroponosis reconocida (zoonosis reversa), fue un perro de raza
Pomerania en China, el cual se encontraba en contacto cercano con su tutor positivo a COVID-19 (Sit
etal., 2020).
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Figura 1. Distribucion mundial reciente de brotes de SARS-CoV-2 informados a la WOAH durante
el periodo comprendido del 1 al 31 de diciembre de 2022.

Aunque las formas exactas de transmision del SARSCoV-2 de humanos infectados a

animales se conocen vagamente, la posible transmision puede ocurrir al tocarse la nariz o la boca con
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manos contaminadas con gotitas respiratorias o saliva (Chen, 2020). En el momento de estornudar,
toser o hablar, los humanos infectados pueden diseminar gotitas respiratorias, que tienen un papel
fundamental en la transmision del virus a los animales (Ozaslan et al., 2020). Sin embargo, la
transmision del virus de las personas afectadas puede verse facilitada por algunos factores de riesgo
favorables, por ejemplo, besar, acariciar, lamer o abrazar animales de compafiia (Leroy et al., 2020b).

Se han utilizado pruebas de ELISA tipo sandwich de doble antigeno para detectar anticuerpos
especificos en al menos 35 diferentes especies de animales, las cuales, antes de aplicarlo a las
muestras de suero clinico, se confirmaron la sensibilidad y la especificidad del kit utilizando sueros
positivos y negativos para SARS-CoV-2 de animales de experimentacion. Posteriormente el kit se
utilizé para detectar anticuerpos especificos del SARS-CoV-2 en ganado doméstico (porcino, vaca,
oveja, caballo), aves de corral (pollo, pato, ganso), animales de experimentacion (ratones, ratas,
cobayas, conejos y monos), animales de compafiia (perros y gato) y animales salvajes (camello, zorro,
visén, alpaca, huroén, rata de bambu, pavo real, aguila, rinoceronte tigre, pangolin, gato leopardo,
chacal, panda gigante, algalia enmascarada, puercoespin, 0so, marta de garganta amarilla, comadreja,
pandas rojos y jabali). Los resultados mostraron que no se detectaron anticuerpos especificos contra
el SARSCoV-2 en las especies de animales anteriores, incluido el pangolin, que se ha informado
como un huésped intermedio del SARS-CoV-2 (Deng et al., 2020; Ward et al., 2020).

Tabla 2. Especies animales infectadas reportadas en todo el mundo, por especie y region, al 31 de
diciembre de 2022, modificado de SARS-CoV-2 in animals-Situation Report 20
(WOAH, 2023).

Region
América  Asia  Europa
Perro X
Gato X X X
Titi de cola negra X
Lince canadiense X
Binturong X
Mono ardilla comin X
Lince euroasiatico X
Gato pescador X
Oso hormiguero gigante X
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Gorila X X
Hamster X
Hipopdtamo X
Ledn X
Mandril

Vison

Ciervo bura

Nutria

Huron

X X X X X X X

Puma X
Zorro rojo X
Leopardo de las nieves
Coati sudamericano
Hiena manchada
Tigre

Manati antillano

X X X X X X

Venado cola blanca

2.5 SARS-CoV-2 en perros y gatos

Al comienzo del brote de SARS-CoV-2, se pens6 que las mascotas no eran susceptibles a contraer
SARS-CoV-2. Entre el temor global debido a la rapida propagacion del COVID-19 y la ausencia de
tratamiento o vacuna especificos, se presentd el primer caso de transmision de persona a animal
registrado en Hong Kong, donde se vio afectado un perro Pomerania de 17 afios (AFCD, 2020). Este
caso generd preocupaciones sobre la posibilidad de transmision del SARS-CoV-2 de humanos a
animales y viceversa, lo que representaria las dificultades para combatir el virus de manera

significativa.

Posteriormente, se informo de una infeccion natural de un gato en Bélgica con rastros de los
virus identificados en las muestras recolectadas por PCR. Este gato mostro dificultad respiratoria,
vomitos y diarrea, lo que puede indicar una replicacion activa del virus dentro del animal (Chini,
2020; Jurgiel et al., 2020; Khailany et al., 2020). Sin embargo, el animal no fue examinado por un

veterinario, por lo que fue necesaria una evaluacion adicional, como la serologia. En otro estudio, Shi
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et al. (2020) demostraron que los gatos no solo podian estar infectados de forma natural con SARS-
CoV-2, sino también que los gatos adolescentes inoculados artificialmente con el virus presentaban
lesiones histoldgicas graves y murieron (Kelley et al., 2015).

En estudios posteriores, los perros mostraron seroconversién, pero no se pudo aislar el virus.
Sobre la base de hallazgos recientemente publicados, otros autores plantearon la hipdtesis de que
existe una proteccion cruzada inmunoldgica entre el SARS-CoV-2 y el coronavirus respiratorio
canino (CRCoV) debido a la alta homologia entre los epitopos de proteinas de espiga de los dos
coronavirus relacionados taxonoémicamente (Tilocca et al., 2020). El posible efecto protector de tener
una mascota contra los coronavirus merece consideracion cuando la prevalencia del coronavirus es
alta en la poblacién de mascotas. Los coronavirus respiratorios caninos a menudo ocurren entre
perros. La posesion de una mascota infectada puede provocar la transmisién de virus de animales a
humanos. Aungue todavia no se ha encontrado la posible proteccion causada por la posesion de una
mascota, la aparicion frecuente de coronavirus en caninos podria ayudar al sistema inmunol6gico

humano a desarrollar una mejor respuesta contra el SARS-CoV-2 (Jurgiel et al., 2020) (Tabla 3).

Tabla 3. Presencia de anticuerpos IgG antiSARS-CoV-2 detectados mediante ELISA en perros y
gatos en estudios realizados en diferentes paises.

Especie %I1gG ELISA PAIS PERIODO REFERENCIA
Gatos 14.7% China Enero-marzo 2020  Zhang et al., 2020
Perros 1.75% China Enero-septiembre Zhao et al., 2020
2020
Perros 7.56% Croacia Febrero-junio Stevanovi et al.
2020 2021
Gatos 0.69% Alemania Abril-septiembre = (Michelitsch et al.,
2020 2020)
Perros 14.69% poblacion
general Croacia Diciembre Stevanovic et al.
25.64% tutores (+) 2020 2021b
COVID-19
Gatos Negativo Italia Diciembre 2020 Stranieri et al.,
2021
Perros 16.21% Espafa Abril-agosto 2020 Perisé-Barrios et
al., 2021

13



Perros

Perros

y
Gatos

5.5%

13.3% perros
Negativo gatos
28% perros
40% gatos
1.66% perros
0.36% gatos
1.79% perros
1.17% gatos

15.4-38.5% perros

23.5-58.8% gatos
Negativo perros
4.5% gatos
0.37% perros
1.15% gatos

No determinado

No determinado

Negativo perros
Negativo gatos
1.1% perros
Negativo gatos
Negativo perros
Negativo gatos
15.4% perros
17.7% gatos
1.4% perros
2.2% gatos
1.17% perros
1.79% gatos

Francia

Hong Kong

Brasil

Bankok,

Tailandia

Polonia

Francia

Francia

EUA

Espafia

México

China

Alemania/ltalia

Francia

Paises Bajos

Reino Unido

Polonia

Febrero 2020-
Febrero 2021
Marzo 2020

Mayo- octubre
2020
Abril-diciembre
2020
Junio 2020-
febrero 2021
Mayo-junio 2020

Abril 2020

Marzo-noviembre
2020
Abril-mayo 2020

Octubre-diciembre
2020
Marzo 2020

Marzo-Julio 2020

Febrero-marzo
2020

Enero-marzo 2021

Septiembre 2020-
Febrero 2021
Junio 2020-
Febrero 2021

Laidoudi et al.,
2021
Sitetal., 2020
Calvet et al.,2021
Udom et al.,2021
Pomorska et al.,
2021
Fritz et al., 2021
Sailleau et al., 2020
Barua et al., 2020
Ruiz-Arrondo et
al., 2020
Sanchez-Montes et
al., 2021
Deng et al., 2020
Klaus et al., 2021
Temmam et al.,
2020
Aart et al., 2021

Smith et al., 2021

Pomorska-Mol et
al., 2021
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La susceptibilidad de los gatos y hurones al SARS-CoV-2 podria atribuirse a los ACE2
(receptores del SARS-CoV-2) (Hoffmann, Kleine-Weber, Schroeder, et al., 2020; Lai et al., 2020).
Estos receptores se expresan en las células epiteliales serosas de neumocitos de tipo Il de las glandulas
submucosas traqueobronquiales de los hurones. Ademas, las regiones de contacto con picos de SARS-
CoV-2 de ACE2 son similares tanto en hurones como en gatos, y se diferencian s6lo en dos
aminodcidos (Shi et al., 2020b).

Los informes también han documentado signos respiratorios o gastrointestinales en gatos
después de una infeccion natural por SARS-CoV-2 y cambios patoldgicos en el tracto respiratorio en
estudios experimentales (Hosie et al., 2021; Newman et al., 2020; OIE, 2020; Sailleau et al., 2020;
Shi et al., 2020b). La gravedad de la enfermedad en los gatos sintomaticos infectados naturalmente
con SARS-CoV-2 vario de leve a grave en los signos respiratorios, que incluyen, por ejemplo, disnea,
estornudos, tos y secrecion ocular, y de leve a moderada en los signos gastrointestinales, como diarrea
y vomitos (Garigliany et al., 2020; Hosie et al., 2021; Newman et al., 2020; Sailleau et al., 2020). La
necropsia en un gato, aunque infectado con SARS-CoV-2, mostr6 que la muerte fue causada por una
miocardiopatia hipertréfica subyacente, que resulté en un edema pulmonar y trombosis (Segalés et
al., 2020). En la necropsia se descubrid que otro gato, que fue sacrificado debido a la gravedad de la
disnea, padecia neumonia viral, con antigeno del SARS-CoV-2 detectable mediante tincion

inmunofluorescente del tejido pulmonar (Hosie et al., 2021).

En Francia se investigo la propagacion del nuevo coronavirus en 21 mascotas (9 gatos y 12
perros). Once casos mostraron sintomas compatibles con COVID-19; aunque tres de estos gatos
mostraron signos clinicos de enfermedad respiratoria o gastrointestinal, ningtn animal se considero
positivo por RT-PCR o por la presencia de anticuerpos especificos contra el SARS-CoV-2 (Sun et
al., 2021). En otro estudio, los investigadores demostraron que los hurones, los gatos y los perros
podrian infectarse experimentalmente con el SARS-CoV-2 por via intranasal (Liu et al., 2020). Varios
estudios informaron que el SARS-CoV-2 usa el mismo receptor, ACE2, para ingresar a la mucosa
respiratoria (Hoffmann, Kleine-Weber, Schroeder, et al., 2020; Lai et al., 2020; Shi et al., 2020c);
esto probablemente indica la posibilidad de transmision del SARS-CoV-2 de humanos a animales.
En un estudio experimental reciente, se observo que los gatos infectados con SARS-CoV-2 podian
transmitir el virus a gatos libres de virus que entraran en contacto con ellos. Sin embargo, si pueden
transmitir el virus a los seres humanos o si los seres humanos pueden transmitir el virus a las mascotas,

u otros animales aun no se comprenden completamente (Halfmann et al., 2020).
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2.6 Signos y sintomas de la COVID-19 en humanos y animales

SARS-CoV-2 afecta de distintas maneras en funcion de cada individuo, la mayoria de las personas
gue se contagian presentan sintomas de intensidad leve o moderada, y se recuperan sin necesidad de
hospitalizacion. Los sintomas mas habituales reportados por la OMS son fiebre, tos, cansancio,
pérdida del gusto o del olfato, sin descartar dolor de garganta, cefalea, algesia, enteritis, erupciones
cuténeas o pérdida del color de los dedos de manos y pies asi como conjuntivitis; los signos severos
reportados son disnea, saturacion de Oxigeno disminuida, pérdida de la movilidad generalizada, del
habla o sensacion de confusidn, dolor en el pecho, que pueden requerir atencion médica de urgencia

y si no son controlados, puede llevar al deceso del individuo.

Por otro lado, el Centro para Control y Prevencion de Enfermedades (CDC) al igual que la
Organizacion Mundial de la Sanidad Animal (OMSA, por sus siglas en espafiol) reportaron gque en
animales que contrajeron el virus presentaron lesiones tisulares en tragquea y alveolos que se
manifestaban como tos, estornudos, disnea, descarga nasal que llevan a una neumonia intersticial con
infiltracién celular inflamatoria, perivasculitis, vasculitis linfoplasmocitica grave, aumento de
neumocitos tipo Il, peribronquitis leve; descarga ocular, vémitos o diarrea, fiebre, inapetencia y
letargia, linfonodos tragueobronquiales aumentados de tamafio compatibles con hiperplasia linfoide

leve sin descartar a los individuos asintomaticos.
2.7 Métodos de deteccidon de SARS-CoV-2

La identificacién y el aislamiento rapidos de las personas infectadas son fundamentales. El
diagnostico se realiza mediante caracteristicas clinicas, de laboratorio y radioldgicas. Como los
sintomas vy los hallazgos radiol6gicos de COVID-19 no son especificos, la infeccion por SARS-CoV-
2 debe confirmarse mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) basada en acidos
nucleicos, amplificando una secuencia genética especifica en el virus. A los pocos dias de la
publicacién de los primeros casos, se presentd un flujo de trabajo de diagndstico validado para el
SARS-CoV2), que demuestra la enorme capacidad de respuesta lograda a través de la coordinacion
de laboratorios académicos y publicos en redes de investigacion internacionales y europeas (Corman
et al., 2020).

Segun la OMS, la decision de realizar la prueba “debe basarse en factores clinicos y
epidemiologicos”, con el fin de apoyar el manejo clinico de los pacientes y las medidas de control de
infecciones. En pacientes sintomaticos, se debe realizar una prueba de PCR de inmediato,
especialmente para los profesionales médicos con sintomas; sin embargo, el valor predictivo de las

pruebas varia notablemente con el tiempo desde la exposicion y el inicio de los sintomas. La tasa de
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falsos negativos es mas baja 3 dias después del inicio de los sintomas o aproximadamente 8 dias

después de la exposicion.
Los métodos de deteccion mas utilizados hasta el momento han sido:

¢ Analisis seroldgico (ELISA indirecto, cero-neutralizacion viral)

e Extraccion de ARN y RT-PCR (qPCR cuantitativa o en tiempo real)

2.7.1 Analisis Seroldgico

Las pruebas serologicas de COVID-19 se basan en anticuerpos dirigidos que se unen a antigenos
especificos del SARS-CoV-2. El suero sanguineo se recolecta y se aplica a una plataforma de prueba
gue contiene copias del antigeno viral. La accién capilar extrae la sangre a través del dispositivo
donde se mezcla con los antigenos. Si el paciente ha desarrollado anticuerpos en su sangre contra el
SARS-CoV-2, los anticuerpos correspondientes reconoceran y se uniran a los antigenos, lo que indica
una exposicion pasada al SARS-CoV-2. Las plataformas para las pruebas seroldgicas de COVID-19
en el mercado actualmente incluyen ensayos de flujo lateral, ELISA (ensayos de inmunoabsorcion
ligados a enzimas) e inmunoensayos quimioluminiscentes. Estos tipos de analisis difieren en cémo

detectan la union anticuerpo-antigeno (ASM, 2020).

La Administracion de Drogas y Alimentos de los EUA (FDA) ha publicado caracteristicas
de rendimiento actualizadas para las pruebas seroldgicas autorizadas para uso de emergencia, y la
Sociedad Estadounidense de Microbiologia ha desarrollado procedimientos paso a paso para ayudar
a los laboratorios a desarrollar protocolos de verificacion eficientes y efectivos para los ensayos
serologicos EUA. La interpretacion precisa de las pruebas serolégicas depende de la especificidad
del antigeno. Los antigenos pueden ser proteinas, polisacéridos o lipidos, pero si no son especificos
de patogenos, aumenta la posibilidad de reactividad cruzada y disminuye la fiabilidad de los
resultados de las pruebas. Los siguientes antigenos virales se han utilizado para detectar anticuerpos
contra el SARS-CoV-2.

e Proteina de espiga (proteinas S): son proteinas de superficie Unicas en forma de hongo que
se unen a las células huésped y median la entrada del virus. Cada mondémero de la proteina S
contiene dos subunidades, S1 y S2, que facilitan la union y la fusion de la membrana,
respectivamente. Las subunidades S1 y S2 pueden usarse individualmente o combinadas
como antigenos para pruebas seroldgicas.

e Nucleocapside (proteina N): es una proteina basica de uniéon al ARN que desempefia
funciones estructurales y no estructurales en la infeccion, forma la cpside viral del SARS-

17



CoV-2, y los datos sugieren que desempefia una serie de funciones adicionales en la
patogénesis.
o Dominio de unidn al receptor (RBD): representa la porcion de la proteina S1 que se une a la

enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE2).

La interpretacion precisa de las pruebas serologicas depende de la especificidad del antigeno, pero
también del tipo de anticuerpo que se detecta. IgM, IgG, IgA vy el recuento total de anticuerpos son

los objetivos principales de las pruebas serolégicas de COVID-19.

e IgM: uno de los primeros anticuerpos producidos durante la infeccion, puede expresarse en
forma monomérica en la superficie de los linfocitos B o encontrarse circulando en la sangre
y el liquido linfatico en forma pentamérica; consta de 5 anticuerpos unidos para formar una
estructura similar a un anillo, que permite la unién simultanea de multiples antigenos y una
rapida eliminacion del torrente sanguineo durante la infeccion primaria. Aunque la IgM es el
anticuerpo mas grande por tamafio, su abundancia relativa en la sangre es solo alrededor del

10% del recuento total de anticuerpos en un lapso de 10 dias.

e IgG: anticuerpo circulante mas pequefio y abundante, existe en forma monomérica,
constituye aproximadamente el 80% del recuento total de anticuerpos y se encuentra
principalmente en el suero. Suele aparecer mas tarde en la infeccion cuando las células B
maduras reciben sefiales para pasar de la produccién de IgM a 1gG. Durante la respuesta
inmune secundaria, puede tener muchas funciones, incluida la neutralizacién directa de
microorganismos y su focalizacion en procesos mediados por células inmunes. La IgG es un

actor clave en el establecimiento de la inmunidad postinfeccion.

e IgA: responsable de proteger las superficies mucosas, existe en forma dimérica y se puede
encontrar en suero, secreciones mucosas, saliva, lagrimas, sudor y leche materna (ASM,
2020).

Segln datos anteriores sobre el SARS-CoV, es probable que las proteinas S y N sean los
principales inmundgenos entre las cuatro proteinas estructurales (es decir, proteinas S, E, M, N)
(Meyer et al., 2014; Okba et al., 2020), pero los candidatos antigénicos del SARS-CoV-2 deben
evaluarse para determinar su especificidad frente a la mayoria de los coronavirus humanos comunes
(HCoV-0C43, HCoV-HKU1, HCoV-229E, HCoV-NL63) y zoondticos (SARS-CoV, MERS -CoV).
Okba y col. analizaron la similitud de las proteinas S y N entre estos coronavirus y encontraron que

lasubunidad S1 en la proteina S del SARS-CoV-2 tiene la menor superposicion con otros coronavirus.
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Teniendo en cuenta estos resultados, las proteinas S1 y N son probablemente los antigenos mas

adecuados para las pruebas seroldgicas de COVID-19.

La serologia no debe utilizarse como diagnéstico independiente para identificar casos agudos
en la atencién clinica o con fines de rastreo de contactos. Las interpretaciones dependen de varios
factores, como el momento de la enfermedad, la morbilidad clinica, la epidemiologia y la prevalencia
dentro del entorno, el tipo de prueba utilizada, el método de validacion y la fiabilidad de los

resultados.

Se ha observado que la seroconversion es mas sélida y rapida en pacientes con enfermedad
grave en comparacion con aquellos con enfermedad mas leve o infecciones asintométicas. Los
anticuerpos se han detectado ya al final de la primera semana de enfermedad, pero también pueden
tardar semanas en desarrollarse en pacientes con infeccion subclinica / leve (Wélfel et al., 2020; J.
Zhao et al., 2020)

Un diagnéstico confiable de la infeccién por COVID-19 basado en la respuesta de anticuerpos
de los pacientes a menudo solo serd posible en la fase de recuperacion, cuando han pasado las
oportunidades para la intervencion clinica o la interrupcién de la transmisién de la enfermedad. Por
lo tanto, la serologia no es un sustituto adecuado de los ensayos viroldgicos para informar el rastreo
de contactos o el manejo clinico. La duracion de la persistencia de los anticuerpos generados en
respuesta al SARS-CoV-2 todavia esta en estudio. Ademas, la presencia de anticuerpos que se unen
al SARS-CoV-2 no garantiza que sean anticuerpos neutralizantes o que ofrezcan inmunidad
protectora (Seow et al., 2020; To et al., 2020).

2.7.2 Ensayo enzimatico (ELISA)

Los métodos de inmunoenzima han sido aplicados a la localizacion de antigenos intracelulares,
fueron desarrollados como alternativa a los ensayos radioinmunes para ayudar a la deteccion y
estimacion cuantitativa de anticuerpos especificos, cuyo proceso consiste en incubar el suero de
prueba en un tubo o placa de poliestireno con pozos revestidos del antigeno, para posteriormente
agregar la anti-inmunoglobulina y se procede a realizar lavados; la enzima permanece en el tubo o
placay es introducida a un lector de placas de ELISA, que ocupa el principio de espectrofotometria,
que mide la cantidad de luz que transmite o absorbe la muestra para diferentes longitudes de onda, el
cual indica la cantidad de anticuerpo que se encuentra en el suero, basandose en la insolubilizacion
de antigenos por adsorcion pasiva a un sélido fase, que en este caso son las paredes de los pozos en
la placa (Bull., 1976).

La deteccion de antigenos puede realizarse mediante alguno de los siguientes ensayos:
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1. ELISA competitivo. Usando tubos recubiertos con antisuero, una cantidad conocida de
antigeno marcado con enzima utilizado como antigeno de referencia, se mezcla con la
muestra desconocida y la disminucién, producto de la reaccion es proporcional al
antigeno presente en la solucion de prueba (Bull., 1976)

2. ELISA de doble anticuerpo (Sandwich). Después de recubrir la pared del tubo con
anticuerpo, se agrega el suero de prueba seguido del conjugado que consiste en el
anticuerpo inicial marcado con la enzima. El producto de reaccion es proporcional a la
cantidad de antigeno en el fluido de prueba (Bull., 1976)

3. ELISA indirecto. En esta técnica, los pozos se recubren con un antigeno. Se hace
reaccionar con el anticuerpo muestra y se agrega el anticuerpo estandar
(antiglobulinas) marcado con enzima y conduce al producto de color después de la
adicion de sustrato especifico. Después de unos minutos se agrega la solucion de
parada; finalmente el nivel del anticuerpo restante se mide con un lector de ELISA. La
intensidad del color es directamente proporcional a la concentracion de anticuerpos

presentes en la muestra(Alhajj & Farhana, 2021).

a) ELISA competitivo

v >

Incubar anticuerpo Anadir mezcla Afadir anticuerpo Afadir sustrato y
con antigeno a medir antigeno-anticuerpo secundario medir color
al pozo cubierto con conjugado con
antigeno enzima

b) ELISA sandwich

lavado lavado lavado
= = =l

Pozo cubierto con Afadir antigeno Afiadir anticuerpo Afadir sustrato y
anticuerpo a medir a medir secundario medir color
conjugado con
enzima

c) ELISA indirecto

lavado lavado lavado
—> —> -> \ \

Pozo con Afadir anticuerpo Afadir anticuerpo
antigeno a medir especifico a medir secundario conjugado
con enzima

Afadir sustrato
(S) y medir color

Figura 2. Esquema que muestra las diferencias en los de tipos de ELISA, competitivo, en sdndwich
e indirecto (adaptado de Alhaaj et al. 2021).
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Los procesos que se observan en la estandarizacion de las pruebas de ELISA tienen diversas

consideraciones:

Estandarizacion del antigeno. Los antigenos usados para ELISA son solubles, pero pueden
hacerse insolubles por adsorcion a una fase solida. Se pueden encontrar antigenos
satisfactorios solo mediante pruebas de rendimiento contra los sueros de referencia. Las
preparaciones de antigeno estables deben usarse en orden para garantizar una
reproducibilidad Optima. En general, la estandarizacion de los siguientes factores debe
considerar:

especies, cepas y etapa de desarrollo sobre el cual actuara el antigeno.

especies y cepas de animales usados como hospedador, o las condiciones in vitro empleadas.
periodo posterior a la infeccion antes de la recuperacion del agente

método de aislamiento.

método para preparar los antigenos solubles.

control de calidad.

Adsorcion a fase solida. La mayoria de los antigenos se adhieren a superficies de poliestireno
por adsorcion fisica. Por lo tanto, el uso de varios métodos de activacion o "espaciadores"
especificos han sido estudiados en orden de asegurar un procedimiento vinculante a un
antigeno més estandarizado; la atencion se centra actualmente sobre el uso de diferentes

superficies de poliestireno.

Las capacidades de enlazar nuevos lotes de tubos de poliestireno o las placas se pueden probar en una

titulacion de tablero de ajedrez usando antigenos estandar, antisueros y conjugados. Ademas de la

naturaleza del material de superficie, la adsorcion del antigeno a una fase sélida también depende a

tiempo, temperatura y pH.

Los procedimientos de adsorcion prolongados (durante la noche) a 4 ° C parecen dar como resultado

un recubrimiento mas uniforme. Pueden emplearse condiciones originalmente alcalinas, pero, en

algunas aplicaciones, el recubrimiento a un pH de 7 resultd satisfactorio. El recubrimiento debe

hacerse de inmediato antes de realizar cualquier ensayo, preferentemente evitando analizar tubos

recubiertos almacenados o placas que contienen la solucion antigénica.

El lavado se realiza:

Después de recubrir la superficie con antigeno directamente antes del ensayo.
Después incubacion del suero

Después de la incubacion del conjugado.

La solucidn salina tamponada con fosfato (0,01 mol / litro) PBS, pH 7,2) con 0,5 g / litro de

polisorbato-20, se puede usar como fluido de lavado. Agua corriente puede ser sustituida por el
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PBS, siempre que tenga pH neutro y bajo contenido de cloro. El lavado debe consistir en insertar
los tubos o placas tres veces durante 3-5 minutos cada una. La cantidad de veces de lavado puede
ser reducida a 1 minuto si los tubos se lavan con un exceso de lavado de fluido a presion (1-2 atm).

- Dilucién de antisuero. Las diluciones en suero se pueden hacer en PBS que contenga 0.5 g /
litro de polisorbato-20. En algunos casos, la adicion de 5 g / | de albumina de suero bovino
(BSA) disminuye la tincion no especifica (es decir, de fondo). Cuando ELISA se realiza
mediante pruebas en un suero de solo dilucion, la dilucion apropiada se encuentra llevando a
cabo una prueba preliminar con sueros de referencia positivo y negativos, y la dilucién que
es encontrada para dar las méximas diferencias en los valores de extincién entre los sueros

positivos y negativos conocidos luego es usada (Bull., 1976).

2.7.3 RT-PCR (gPCR cuantitativa o en tiempo real)

La prueba de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para COVID-19 es una prueba molecular
gue analiza una muestra obtenida de las vias respiratorias superiores, buscando material genético
(acido ribonucleico 0 ARN) de SARS-CoV-2; se utiliza para amplificar pequefias cantidades de ARN
de muestras y obtener acido desoxirribonucleico (ADN), que se replica hasta que el SARS-CoV-2 es
detectable si se encuentra presente. Ha sido la prueba diagndstica de oro para deteccién de COVID-

19 desde que se autoriz6 en febrero de 2020, pues es precisa y confiable (Vogels et al., 2020).

La mayoria de los ensayos de PCR estan disefiados para detectar dos 0 mas regiones genéticas
diana especificas; en raras ocasiones, puede producirse un resultado no concluyente cuando s6lo se
detecta una de las dianas (< 1%). Existen algoritmos cuantitativos para evaluar e interpretar los
resultados no concluyentes de la PCR, mediante la combinacion de datos de laboratorio, clinicos y

epidemioldgicos (Vogels et al., 2020).

La RT-PCR en tiempo real es un método de laboratorio de origen nuclear muy utilizado para
detectar la presencia de material genético especifico en patégenos, incluyendo la deteccion de SARS-
CoV-2. Permite ver los resultados casi de inmediato mientras el proceso aun estd en curso. Se
recolecta una muestra de las partes del cuerpo donde se acumula COVID-19, como la nariz o la
garganta; la muestra se trata con varias soluciones quimicas que eliminan sustancias como proteinas
y grasas y que extraen solo el ARN presente en la muestra. Este ARN extraido es una mezcla del
propio material genético del individuo muestreado y, si esta presente, el ARN del virus. Este se
transcribe de forma inversa a ADN utilizando una enzima especifica. Luego, se agregan fragmentos
cortos adicionales de ADN que son complementarios a partes especificas del ADN viral transcrito
(Jawerth, 2020).
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Si el virus esta presente en una muestra, estos fragmentos se adhieren a secciones diana del
ADN viral. Algunos de los fragmentos genéticos agregados se usan para construir hebras de ADN
durante la amplificacion, mientras que otros se usan para construir el ADN y agregar etiquetas
marcadoras a las hebras, que luego se usan para detectar el virus. La mezcla se coloca en una maquina
de RT-PCR, que pasa por temperaturas que calientan y enfrian la mezcla para desencadenar
reacciones quimicas especificas que crean copias nuevas e idénticas de las secciones objetivo del
ADN viral. El ciclo se repite unay otra vez para seguir copiando las secciones diana del ADN viral.

El ciclo se repite una y otra vez para seguir copiando las secciones diana del ADN viral; cada
ciclo duplica el numero anterior: dos copias se convierten en cuatro, cuatro copias en ocho, y asi
sucesivamente. Una configuracion estdndar de RT-PCR en tiempo real generalmente pasa por 35
ciclos, lo que significa que, al final del proceso, se crean alrededor de 35 mil millones de nuevas
copias de las secciones de ADN viral a partir de cada hebra del virus presente en la muestra. A medida
que se crean nuevas copias de las secciones de ADN viral, las etiquetas de los marcadores se adhieren
a las hebras de ADN vy luego liberan un tinte fluorescente, que es medido por la computadora de la
maquina y presentado en tiempo real en la pantalla; la computadora rastrea la cantidad de
fluorescencia en la muestra después de cada ciclo. Cuando se supera un cierto nivel de fluorescencia,
se confirma la presencia del virus. Se controlan cuantos ciclos se necesitan para alcanzar este nivel
para estimar la gravedad de la infeccion: cuantos menos ciclos, méas grave es la infeccion viral; sin

embargo, no se puede utilizar para detectar infecciones pasadas (Jawerth, 2020).

Toma de muestra Virus en la muestra Conversién ARN-ADN

\
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AAAMAAAAAAAAMA

Extraccion y transcripcion reversa RT-PCR en termociclador Amplificacion

Figura 3. Proceso de RT-PCR para identificar ARN viral. Adaptado de Jawert, 2020.
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Para realizar un mejor diagnéstico de COVID-19 en los seres humanos en fases tempranas de la

infeccion o en individuos asintomaticos con factores de riesgo de exposicion al virus, se realizé una

gréafica para la interpretacion de resultados de las pruebas moleculares, seroldgicas y el desarrollo

de los signos de la enfermedad (Figura 3) que ha sido empleado con éxito.

Situacion clinica
del paciente

carga viral

asintomitico

sintomaético

nCOV-2019 viremia

Sensibilidad analitica RT-qPCR, IgM, IgG

respuesta

reconvalescente inmune consolidada no-infeccioso

IgM detectable

limite de deteccion [+ = = =« = = s s s s s s e s c i c i i o« >
[T T T T < IgG detectable
limite de deteccién A copias ARN detectables -
RT-qPCR[ =7 - - - - - - -
1 | 1 1
od 7d 14d 21d 28d tiempo
RF-qPCR positivo
IgM positivo
lgG positivo

Figura 4. Correlacion entre la carga viral durante la infeccion por SARS-CoV-2, el progreso
clinico y el resultado positivo de ensayo RT-pPCR vy test seroldgicos. Adaptado de: Ministerio de

Sanidad de Espafia (2020). https://qgenomics.com/el-test-mas-rapido-para-detectar-covid-19-es-la-

rt-pcr/
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
3. 1 Justificacion

El COVID-19, causado por la infeccion por el SARS-CoV-2, es una enfermedad de origen zoonético
y, a través de la transmision generalizada de persona a persona, se convirtié en pandemia. Al 30 de
marzo de 2023, se han notificado alrededor de 761 millones de casos humanos confirmados en todo
el mundo, con més de 6.8 millones de muertes humanas. La naturaleza de este nuevo virus zoonético,
junto con su amplia distribucion y la susceptibilidad de algunas especies animales a la infeccién, se
manifiesta en infecciones animales derivadas del contacto cercano entre personas y animales (OIE,
2022).

El SARS-CoV-2 pertenece a la familia Coronaviridae de virus de ARN monocatenario de
sentido positivo. La familia consta de 46 especies de virus, la mayoria de las cuales han sido aisladas
de animales. Se sabe gue solo siete virus (NL63, 229E, HKU1, OC43, SARS, MERS y SARS-CoV-
2) infectan a los humanos, pero se cree que cada uno tiene un origen zoonatico. Por esta razén, ademas
del alto nivel de similitud de secuencia con un virus aislado de murciélagos Rhinolophus affinis,
RaTG13, se cree que el SARS-CoV-2 descendio directamente de los murciélagos o evoluciond en un

reservorio animal intermedio antes de transmitirse a los humanos (Koeppel et al., 2022).

El virus SARS-CoV-2 infecta a las células del hospedador mediante el acoplamiento de su
proteina S con el receptor ECA2, presente en varios tejidos del ser humano (P. Zhou et al., 2020).
Este receptor se encuentra en las células de varios animales silvestres y domésticos como el gato y el
perro, lo que incrementa la posibilidad de encontrar hospedadores potenciales en diferentes especies

animales, que podrian funcionar como reservorios (Luan et al., 2020).

Experimentalmente, se ha demostrado que mas de 30 especies, incluyendo animales
domésticos como perros, gatos, pollos, cerdos, patos y hurones pueden ser infectados por SARS-
CoV-2; ademas, se identificoé que los gatos domésticos pueden transmitir la infeccion intra-

especificamente por medio de gotas respiratorias (Shi et al., 2020a).

Hasta finales de diciembre de 2022, se ha notificado la infeccion de SARS-CoV-2 en
aproximadamente 699 animales tales como: binturong, perro, gato, gato pescador asiatico, gorila,
grandes felinos tales como ledn, tigre, leopardo de nieve, vison, coati sudamericano, venados, por
mencionar algunos y se mantiene la prevalencia en granjas de visones, asi como en musélidos en
general. La Organizacion Mundial de Sanidad Animal recomienda su reporte inmediato, inclusive de
casos negativos (OIE, 2022).
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La importancia de generar informacién sobre posibles hospedadores animales atiende a la
Prioridad de Investigacion identificada por la OMS en su documento “Ruta de Investigacion Mundial
Coordinada frente al COVID-19” (World Health Organization, 2020b), el cual tiene como objetivo
global, el prevenir la transmisién entre animales y humanos, incluyendo futuros saltos y desarrollar
estrategias preventivas en el sentido de “Una Sola Salud”. La prioridad incluye, determinar el rango
de posibles hospederos, realizar la filogenia del COVID-19 en animales de granja, mascotas,
silvestres y domésticos (World Health Organization, 2020b).

El estado de Puebla se encuentra entre los cuatro estados de la Republica Mexicana con mayor
numero de mascotas, el 55.05% de la poblacion cuenta con al menos un perro mascota viviendo
dentro de su hogar (INEGI, 2017); en el caso de la tenencia de gatos como mascota, cada dia es mas
frecuente entre los habitantes. La infeccion en seres humanos por SARS-CoV-2 inici6 en la Ciudad
de Puebla, el 9 de marzo de 2020, desde entonces se han registrado poco mas de 144,338 casos
positivos y 41,688 decesos, ocupando el 9° lugar a nivel nacional, segin la tasa de infeccion
(https://datos.covid-19.conacyt.mx), mientras que el municipio de Puebla se reporta como el
municipio con méas contagios, de acuerdo con el Gobierno del Estado de Puebla al 29 de marzo de
2023. Este trabajo plantea la estandarizacion de la prueba serodiagnéstica para la deteccion del
antigeno SARS-Cov-2 en suero de perros y gatos por ensayo de ELISA indirecto. Este proyecto
atiende a la necesidad de investigacién sobre la deteccion de posibles hospedadores animales, en la
ciudad de Puebla, sumando al monitoreo epidemiolédgico (unidades centinela) para colaborar con la
comprension de la dindmica de transmision, los factores de riesgo relacionados con la infeccion en
las mascotas, lo que servira para generar informacién aplicada a la contencién y mitigacién de la
pandemia (Olival et al., 2017).

3.2 Pregunta de investigacion

¢Cudl es la frecuencia de deteccion de anticuerpos tipo IgG contra SARS-CoV-2 determinada en el
suero de animales de compafiia (perros y gatos) y la localizacion de animales positivos en el
Municipio de Puebla, Puebla y area Metropolitana que hayan o no estado en contacto con personas
positivas a COVID-19 durante la segunda ola de la infeccién en México? Y de ser asi, ;cuales son
los factores de riesgo demograficos, genéticos y de héabitos de tenencia de mascotas asociados a la

presencia de anticuerpos?
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3.3 Objetivos
Objetivo general

Determinar la frecuencia de la deteccion de anticuerpos especificos IgG anti-SARS-CoV -2 en
muestras de suero de gatos y perros que habitan en el municipio de Puebla, Pue. y area Metropolitana,
asi como la ubicacion geografica de individuos positivos y los factores de riesgo asociados a la

presencia de anticuerpos en el periodo de noviembre 2020 a marzo de 2021.

Objetivos particulares

1. Colectar sangre completa de perros y gatos que acudan a consulta médica por cualquier
circunstancia al Hospital Veterinario de perros y gatos UPAEP y Hospitales veterinarios
privados en los municipios del area Metropolitana de la ciudad de Puebla durante el periodo
del 15 de noviembre de 2020 al 31 de marzo de 2021.

2. Determinar la seropositividad de anticuerpos IgG a SARS-CoV-2 en suero de gatos y perros
con base en el protocolo ELISA indirecto usado en humanos, adaptado al uso en perros y
gatos.

3. Evaluar los factores de riesgo de tipo demogréaficos, genéticos, de habitos de tenencia de
mascotas del tutor y del contacto con una persona positiva, negativa o probable a COVID-
19.

4. Construir un mapa de la ciudad de Puebla y area Metropolitana con la distribucion por colonia
de donde provienen los casos de perros y gatos positivos a anticuerpos ELISA IgG anti
SARS-CoV-2 en el periodo evaluado.
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4. HIPOTESIS

El 50% de la poblacion muestreada de perros y gatos durante el estudio presentard anticuerpos
IgG anti-SARS-CoV-2, y los factores de riesgo asociados mas importantes seran la edad,

frecuencias de contacto fisico con el tutor y la cercania con personas positivas a COVID-19.
5. MATERIALES Y METODOS

Este trabajo pertenece al proyecto “Gatos Yy perros mascota como unidades centinelas para el estudio
epidemioldgico de SARS-CoV-2 en humanos” (CONCYTEP, Convenio 110/2020 y 209/2020) y ha
sido aprobado por el Comité de Etica en la Investigacion del Decanato de Ciencias Médicas de
UPAEP (CONBIOETICA21CE100620131021).

5.1 Poblacion y muestra

La poblacién de estudio fueron gatos y perros que habitan en el municipio de Puebla, Puebla y area
Metropolitana. El tipo de muestreo fue por conveniencia, y la muestra estuvo compuesta por gatos y
perros que fueron llevados de manera intencional por su tutor a una clinica u hospital veterinario para

recibir cualquier servicio veterinario (consulta, medicina preventiva o seguimiento a tratamiento).
5.2 Criterios de seleccion
Criterios de inclusion

Perros y gatos de cualquier raza y sexo, mayores a 1 mes de edad residentes del municipio de Puebla
y area metropolitana que hayan o no estado en contacto con personas positivas 0 sospechosas a SARS-
CoV-2 y que presenten o no signologia respiratoria o digestiva, cuyos tutores hayan leido y firmado
el consentimiento ampliamente informado y completado una encuesta para evaluar los factores de

riesgo.
Criterios de exclusion

Perros y gatos en consulta de urgencia, hembras gestantes o lactantes, asi como pacientes cuyo tutor

no aceptara participar en el estudio o no llenara la encuesta de manera completa.
5.3 Disefio del muestro

El tipo y disefio de este estudio es observacional, descriptivo, prospectivo, transversal, no

probabilistico (muestreo por conveniencia).
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5.4 Hospitales Veterinarios que participaron en el estudio

Los pacientes participantes del estudio acudieron a los siguientes centros médicos veterinarios:
Hospital Veterinario para Pequefias Especies UPAEP, Centro Clinico para Pequefios Felinos Cattoz,
Centro Veterinario La Paz, Centro Veterinario Wego y Hospital Veterinario de Puebla, cuya direccién

se muestra en la tabla 4.

Tabla 4. Hospitales veterinarios privados en donde se invitd a los tutores de perros y gatos a

participar en el presente estudio.

Hospital o Centro clinico Direccion

Hospital Veterinario para perros y gatos 15 sur 710, Barrio de Santiago. CP 72410,
UPAEP Puebla, Puebla.
Centro Veterinario La Paz Chignahuapan 5, La Paz. Puebla, Puebla.
Centro Clinico para Pequefios Felinos
Cattoz Chignahuapan 3, La Paz. Puebla, Puebla.
2 Norte 2012, Residencial Linda Vista de Jesus.
San Pedro Cholula, Puebla.
Hospital Veterinario de Puebla Lateral Recta a Cholula 3608, San Andrés

Cholula, Puebla.

Centro Veterinario Wego

5.5 Obtencion y preparacion de la muestra sanguinea

Se obtuvieron de 1 a 5 ml de sangre completa (de acuerdo con la talla y peso del paciente) por
venopuncion de vena yugular, vena ceféalica o vena safena de perros y gatos utilizando jeringas
desechables estériles de 5 ml con aguja hipodérmica negra 22G o aguja hipodérmica verde 21G de
acuerdo con el tamafio del paciente, previa tricotomia y asepsia del area. En el caso de los individuos
felinos que no permitieron la venopuncion en estado alerta, se solicitd autorizacion al tutor para
realizar una sedacion leve utilizando anestesia inhalada (Isoflurano), en un lapso no mayor a 15
minutos. En gatos cuyos tutores decidieron participar en la campafia Spay Day (campafia de
esterilizacion gratuita realizada en el Hospital Veterinario UPAEP), donde la muestra fue obtenida

durante la cirugia.
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5.5.1 Manejo de la muestra de suero

La sangre completa se colectd en tubos rojos sin anticoagulante BD Vacutainer, se mantuvo a

temperatura ambiente durante 20 minutos en posicion vertical con ayuda de una gradilla hasta la

formacidn de un coagulo y posteriormente se colocé dentro de una centrifuga por 10 min a 3000 rpm.

El suero (aproximadamente 1 ml) se separ6 usando una pipeta monocanal; se recolectd en tubos

Eppendorf de 2 ml que fueron rotulados en la tapa con el nimero de caso correspondiente y se congeld

a -80° hasta su analisis. El proceso desde la invitacion a los tutores de mascotas, hasta la toma y

conservacion de la muestra, se indica en la figura 4.

Recepcion en el centro

médico

Abordaje a propietarios

Invitacidn a participar

en el proyecto

Entrega y lectura de

consentimiento informado

Tricotomia del sitio de
toma de muestra

(yugular, vena cefalica)

Examen Fisico General

Abordaje del paciente

Entrega y llenado de

encuesta

Embrocado del sitio de

toma de muestra

Obtencion de muestra de sangre:

5 ml totales

Colocacidén en tubos de muestra:

EDTA 2 ml

Tubo s/anticoagulante: 3 ml

Centrifugar muestra de

tubo sin anticoagulante

s/ anticoagulante

Separar coagulo de tubo

Homogeneizar tubo EDTA

Esperar 20 minutos para formacion de

coagulo en tubo s/anticoagulante

Separar suero con

micropipeta

Llenado de tubos Eppendorf

Marcar Eppendorf con

con suero

nombre y nimero de caso

Almacenamiento de

muestra en tubo EDTA

Congelamiento suero

en tubos Eppendorf

Figura 5. Diagrama de flujo para la realizacion del muestreo desde la invitacion del tutor del paciente

hasta la toma de muestras sanguineas, separacion y conservacion del suero para el posterior analisis

de ELISA.
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5.6 Determinacion de anticuerpos 1gG anti-SARS-CoV-2

Se determind la presencia de anticuerpos 1gG en perros y gatos mediante ELISA indirecto, el cual es
un ensayo in vitro de tipo semi-cuantitativo. De manera breve, se utilizo el kit comercial Anti-SARS-
CoV-2 ELISA (IgG) (EUROIMMUN, Lubeck, Alemania) disefiada para la deteccion de anticuerpos
en seres humanos, el cual consiste en una placa de 96 pozos recubiertos con la proteina S
recombinante (34161348, 32485620, aislado Wuhan-Hu-1). En el primer paso, las muestras de suero
de los pacientes fueron diluidas y encubadas en los pozos; en caso positivo, los anticuerpos
especificos 1gG se unieron al SARS-CoV-2. Para detectar los anticuerpos, la muestra se incubé por
segunda vez con un anticuerpo secundario IgG anti-perro o anti-gato marcado enzimaticamente,

catalizando una reaccion colorimétrica.

El proceso fue adaptado para detectar lecturas de IgG de perro y gato (Escobedo-Straffon et
al., 2021). Se utilizaron los siguientes controle en perros para la construccién de la curva: control
positivo (CP) del Anti-IgG perro, CP Anti- IgG humano (control propuesto para descartar el cruce
con anticuerpos de humano para SARS-CoV-2), CP perro confirmado por PCR, control negativo del
kit, control negativo perro por PCR, perro vacunado contra coronavirus canino, control negativo perro

por PCR y no vacunado contra coronavirus canino y el calibrador.

En el caso de los gatos se utilizaron los siguientes controles para la construccion de la curva
estandar: control positivo (CP) del Anti-lIgG gato, CP Anti- 1gG humano (control propuesto para
descartar el cruce con anticuerpos de humano para SARS-CoV-2), CP gato sospechoso positivo,

control negativo del kit, control negativo de gato sospechoso negativo y el calibrador.

El resultado de la densidad dptica fue evaluado en el espectrofotometro con la lectura a 450
nm. Las muestras de suero con absorbancia de <0.99 se consideraron negativas, los sueros con
absorbancias >1.0 se consideraron positivas. En humanos, el kit comercial tiene una sensibilidad de
94.4% (a los 10 dias post infeccion) y una especificidad de 99.6% (Beavis et al., 2020).
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5.7 Determinacion de los factores de riesgo

Para evaluar los factores de riesgo asociados a la infeccion, se realiz6 una entrevista a cada uno de
los tutores que aceptaron participar con su mascota en el estudio. Los datos se recolectaron en un

formato de encuesta, que se muestra en el Anexo 1.
Los factores de riesgo a considerar en la encuesta fueron los siguientes:
a) Factores genéticos (raza).

b) Pardmetros demograficos (sexo del paciente, edad del paciente, rango de edad del tutor, sexo

del tutor, ubicacion del domicilio, tipo de casa habitacion)

¢) Asistencia al Centro de atencion Veterinario (frecuencia, medicina preventiva, inmunizacion

CoV en caso de los perros).

d) Convivencia del tutor con su mascota (si comparte o no alimentos con la mascota, tipo de

dieta de la mascota, si duerme con la mascota).

e) Ambiente (convivencia con otras mascotas, especie de mascotas, si estuvo en contacto con

Paciente sospechoso/positivo a COVID-19).

f) Habitos de tutores y mascotas (permanencia en interiores/exteriores, ubicacion platos de
comida y agua, limpieza de platos, tiempo que pasa el tutor fuera de casa, besos/caricias a la

mascota, paseos con tutor/terceros).
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Variable

5.8 Cuadro de Variables Operacionales

Tabla 5. Cuadro que muestra las Variables operacionales que se consideraron en el

presente estudio.

Definicion Conceptual

Definicion

Operacional

BIMESTNES

Indicadores en el Tipo de

estudio Variable

Deteccion
de
anticuerpos
tipo anti
IgG contra
SARS-
CoV-2

Factor de

Riesgo

Presencia de
anticuerpos tipo 19G
anti SARS-CoV-2 en
suero de perros y gatos
gue habiten en el
municipio de Puebla y
area Metropolitana.
Cualquier rasgo,
caracteristica 0
exposicion de un
individuo que aumente
su probabilidad de
sufrir una enfermedad
o lesion. (OMS)

Glucoproteinas
del

gammaglobulinas

tipo

involucradas en la
respuesta inmune

especifica.

Los factores de
riesgo pueden
dividirse en:
-demograficos
-Genéticos
-Conducta
-Fisioldgicos

-Medioambiental

-Habitos de
tenencia del
propietario

Absorbancia 0
densidad dptica de
las muestras de
suero problema
obtenidas después
de la prueba ELISA
de anticuerpo tipo
IgG.

1. Factores de
riesgo  de tipo
demogréfico

2. Factores de
riesgo de tipo

genéticos

3. Factores de
riesgo  de tipo

conductuales

4. Factores de
riesgo  de tipo

fisioldgicos

Deteccion de Dependiente,
anticuerpos por cuantitativa,
ELISA, con base en continua.

la curva de

calibracion.

1. Edad y sexo del 1.Independiente,

paciente, lugar de cuantitativa,

residencia; todos los discontinua.
individuos que
habiten en el
municipio de Puebla
y area metropolitana.
2. Raza, especie 2.Independiente,
cualitativas,

cuantitativa,

discontinua.
3. Habitos 3.Independiente,
indoor/outdoor cualitativa

4. Presencia de signos = 4.Independiente,
respiratorios y/o cualitativa

digestivos

33



5. Factores de 5. Convivenciadel @ 5.Independiente,

riesgo de tipo tutor con su mascota cualitativa

medioambientales  (caricias, besos, etc.),
contacto con paciente
sospechoso/positivo

a CovID-19
6. Factores de 6. Vacunacién, @ 6.independiente,
Riesgo de tipo desparasitaciones cualitativa
tenencia del ' vigentes,visitas al
propietario MVZ

5.9 ANALISIS ESTADISTICO

Los datos sobre variables cualitativas de los tutores, perros y gatos fueron analizados mediante
estadistica descriptiva. Los resultados de la presencia de anticuerpos IgG se reportaron como variables
categoricas y se emple6 un analisis de test exacto de Fisher.

Se usaron tablas de contingencia de 2 x 2 para analizar los factores de riesgo y obtener valores de
Odds ratio (OR) asociados a la presencia/ausencia de anticuerpos anti-SARS-CoV-2. Se obtuvieron
los intervalos de confianza y los OR para cada factor de riesgo. Los analisis estadisticos se realizaron

empleando el software R, version 4.2.

6. LINEAMIENTOS BIOETICOS

Este proyecto fue revisado y aprobado por el Comité de Etica en la Investigacion del Decanato de
Ciencias Médicas de la Universidad Popular Auténoma del Estado de Puebla
(CONBIOETICA21CE100620131021, Nov 2020). Todos las muestras de suero fueron recolectadas
de gatos y perros cuyos tutores aceptaron participar en el estudio, después de conocer los alcances,
del estudio, riesgos para la mascota y beneficios para la sociedad, todos los participantes firmaron el
consentimiento informado y se les compartio la carta de resguardo de datos. Se anexa formulario de

consentimiento ampliamente informado (Anexo 2).
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7. RESULTADOS

7.1 Evaluacion de la presencia de anticuerpos anti SARS-CoV-2 en perros

Se evaluaron un total de 48 perros en el periodo del 10 de noviembre de 2020 al 30 de marzo 2021.
Entre los pacientes caninos, el 56% fueron machos y el 44% hembras, de las razas: Yorkshire Terrier,
Schnauzer standard (3), Chihuahuefio (2), Bullterrier inglés (2), Pastor Aleméan ()7, Lhasa Apso (1),
Mestizo (13), Ganadero Australiano (1), Dachshund (1), Gran Danés (1), Scottish Terrier (1),
Pomeranian (1), Poodle Standard (2), Pitbull (1), Shar Pei (1), Rottweiler (1), Labrador Retriever (2),
Golden Retriever (2) y Husky Siberiano (2). La edad promedio de los pacientes caninos fue 6 afios +
de 3.63. El 33.3% de los pacientes caninos tenian vacunacion mayor a 6 meses de su Ultima
aplicacion, pero solo 18 pacientes fueron inoculados con vacuna contra coronavirus canino, en cuanto
a desparasitaciones, 22 individuos habian sido desparasitados en los Gltimos 6 meses, por lo que su

medicina preventiva se encontraba vigente al momento del muestreo.

El 77% de los pacientes caninos conviven con otras mascotas, principalmente perros (58.3%),
perros y gatos (14.58%) y 12 de éstos eran mascotas Unicas. El 43.7% de los individuos tienen libre
acceso a interiores y exteriores de su domicilio, mientras que el 35% (17 individuos) habitan
Unicamente dentro de casa y 20.8% Unicamente viven en el exterior (patio, jardin, terraza, etc.); el
62% de perros participantes tiene habitos de dormir con su tutor durante la noche y el 100% de tutores
refieren que tienen habitos de besos y caricias con sus mascotas. El 79% refiere que sale a pasear con

sus perros y gue ellos son los Unicos que realizan esa actividad.

El 54.17% de los tutores mencionan gue colocan los platos de comida y agua de sus mascotas
principalmente fuera de casa, aunque 2 de ellos menciona que tienen platos de comida y agua dentro
y fuera de casa, sin embargo, el 52.08% de los tutores no lavan los comederos 1 vez al dia como
minimo. La dieta de los perros muestreados se basa principalmente en alimento comercial (91.67%),
sin embargo, los tutores de 3 perros mencionan que la dieta de sus perros esta compuesta por alimento

comercial y comida casera, asi como solo 1 individuo tiene dieta casera exclusivamente.

Las encuestas arrojan que los perros tienen tutores mujeres en un 70.8% de los casos y 29.17%
lo conforman hombres, principalmente en un rango de edad de mas de 25 afios (75%); habitando en
un 85% casas habitacion y s6lo 7 pacientes habitan un departamento, también se report6 que 29 de
los 48 tutores (60%) que participaron en el estudio pasaban més de 4 horas al dia fuera de casa,

utilizando vehiculos de su propiedad para trasladarse a sus centros de trabajo.
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La frecuencia de pacientes caninos que resultaron positivos a IgG anti-SARS-CoV-2 fue del
20.83% (10 pacientes de 48 perros muestreados), de los cuales el 12% fueron machos (6) y 8%
hembras (4) de las razas Chihuahuefio (1), Labrador Retriever (2), Mestizo (4) y Pastor Aleman (3).
La edad promedio de los pacientes seropositivos (n=10) fue de 3.5 afios, de los cuales solo el 30%
mostrd signos respiratorios. En cuanto a las visitas al MVZ de rutina solo el 40% de pacientes
positivos acudia en un lapso no mayor a 6 meses, el 60% de pacientes presentaba desparasitacion
vigente, mientras que el 50% de individuos positivos se presentaron a administracion de vacuna en
los Gltimos 6 meses, a su vez, solo el 40% confirm6 que se habia aplicado la vacuna contra

Coronavirus Canino.

Con relacion al entorno de los pacientes positivos, se reportd que el 100% vive en casa
habitacion, de los cuales el 90% convive con otros animales en casa, mayormente con perros (70%),
con perros y gatos (20%) y s6lo 1 individuo es mascota Unica en su domicilio. EI 70% de pacientes
positivos pasa la mayor parte de su tiempo en interiores y exteriores, sin preferencia por alguno,
mientras que s6lo 2 individuos habitan completamente en interiores y 1 Gnicamente en exteriores; sin
embargo, de los 10 pacientes positivos, el 70% refiere que por las noches duerme en la habitacion

con el tutor y éstos tienen habitos de besos y caricias para con su mascota sin excepciones.

La dieta de los pacientes positivos estd basada en alimento comercial (crogqueta) en su
totalidad, sin descartar que en ocasiones el 70% de éstos reciben alimentos caseros (probaditas) por
parte de sus tutores. Los habitos de limpieza diarios de comederos y bebederos en los pacientes
positivos los realiza Gnicamente el 40% de los tutores, tomando en cuenta que el 60% de estos colocan
los platos de su mascota en exteriores y solo 1 reporta tener comederos y bebederos dentro y fuera de
casa. En cuanto a las actividades al aire libre, el 80% de los pacientes positivos refieren salir a la calle

a pasear, exclusivamente con sus duefios.

En cuanto a los tutores de los pacientes positivos, se reporta que el 80% son mujeres y 20%
hombres, cuyos rangos de edad son mayores a 25 afios en un 70%; el 60% de tutores pasan menos de
4 horas fuera de casa al dia al momento de la realizacion de la encuesta, presuntamente en sus sitios
de trabajo o comprando viveres mientras que el 40% de tutores pasan més de 4 horas al dia fuera de
sus domicilios; el 100% reportd transportarse por vehiculos de uso particular (no taxi o transporte

publico).

Finalmente, el 60% de los pacientes positivos (6) estuvieron en contacto con una persona

sospechosa o positiva a COVID-19, que es el 12.5% del total de pacientes muestreados, mientras que
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el 40% de pacientes positivos (4) que no estuvieron en contacto con una persona sospechosa o positiva
a COVID-19 fue de 8.33%

Tabla 6. Pacientes caninos evaluados para la deteccién de anticuerpos IgG anti-SARS-CoV-2 en la
Ciudad de Puebla y area Metropolitana. Se muestran las caracteristicas de los pacientes (edad, sexo
y raza), densidad 6ptica de la prueba ELISA y la interpretacion del resultado.

Densidad Interpretacion

Identificacion Raza Grupo  Sexo Optica del resultado
de edad (nm) ELISA IgG

P-01 Schnauzer <lafio Hembra  0.593 Negativo
4-6 Positivo

P-02 Chihuahuefio afos Macho 1.634
Husky Negativo

P-03 Siberiano <lafio Macho 0.616
7-10 Negativo

P-04 Dachshund anos Hembra  0.8305
Yorkshire 10+ Negativo

P-05 Terrier afos Macho 0.563
Yorkshire 1-3 Negativo

P-06 Terrier afnos Hembra 0.501
Golden 1-3 Negativo

P-07 Retriever afos Macho 0.4105
Labrador 7-10 Positivo

P-08 Retriever afnos Hembra 1.794
7-10 Negativo

P-11 Mestizo afos Macho 0.465
Pastor Negativo

P-12 Aleman <lafio Macho 0.485
Pastor 4-6 Negativo

P-13 Aleman anos Hembra 0.378
Husky 4-6 Negativo

P-14 Siberiano afnos Hembra  0.4135
10+ Negativo

P-15 Rottweiler afnos Macho 0.4315
Bullterrier 4-6 Negativo

P-16 Inglés afios  Hembra  0.4695
Bullterrier 1-3 Negativo

P-17 Inglés anos Macho  0.3485
Pastor 4-6 Negativo

P-18 Aleman afnos Hembra 0.91
Pastor 4-6 Negativo
P-19 Aleman afnos Macho 0.54

7-10 Negativo

P-21 Schnauzer afnos Macho 0.588
P-22 Shar-Pei <lafio Hembra 0.6785 Negativo
Pitbull 7-10 Negativo

P-23 Terrier afos Hembra 0.656
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7-10 Negativo

P-27 Poodle anos Hembra  0.5125
7-10 Negativo

P-29 Chihuahuefio afnos Macho 0.637
1-3 Positivo

p-24 Mestizo afios Macho 2.539
Pastor 7-10 Positivo

p-24.2 Aleman afios | Hembra 1.492
Pastor 1-3 Positivo

p-28 Aleman afios | Hembra 1.558
1-3 Negativo

P-30 Schnauzer afios Macho 0.658
7-10 Negativo

P-34 Poodle anos Macho 0.686
P-36 Mestizo 10+afios Macho 0.535 Negativo
Ganadero Negativo

P-37 Australiano <l afio @ Macho 0.585
1-3 Negativo

P-39 Mestizo afos Macho 0.611
Jack Russell 7-10 Negativo

P-40 Terrier anos Macho 0.665
10+ Negativo

P-41 Mestizo afos Hembra 0.493
4-6 Positivo

P-42 Mestizo anos Macho 1.288
1-3 Negativo

P-43 Mestizo afos Hembra 0.764
1-3 Negativo

P-44 Mestizo afos Macho 0.832
Pastor 1-3 Positivo

P-47 Aleman anos Macho 1.0

4-6 Negativo

P-48 Mestizo afos Hembra 0.929
10+ Negativo

P-49 Mestizo anos Macho 0.811
Golden 7-10 Negativo

HVP-01 Retriever afos Hembra 0.725
10+ Negativo

SIN Lhasa Apso afios Macho 0.902
SIN Mestizo <1 afio Hembra 1.217 Positivo
SIN 7-10 Negativo

Mestizo anos Hembra 0.777
S/IN Scottish 7-10 Negativo

Terrier anos Macho 0.682
SIN Yorkshire Negativo

Terrier 4-6 aflos Hembra 0.686
SIN Pomerania  4-6 afios Macho 0.800 Negativo
SIN 7-10 Negativo

Gran Danés = afios Hembra 0.672
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SIN 7-10 Positivo
Mestizo anos Macho 1.200

S/N Labrador 7-10 Positivo
Retriever afnos Macho 2.812

7.2 Evaluacion de la presencia de anticuerpos anti SARS-CoV-2 en gatos

Se evaluaron un total de 30 gatos en el periodo del 10 de noviembre de 2020 al 30 de marzo 2021.
Entre los pacientes felinos, el 50% (15) fueron machos y el 50% (15) hembras, de las razas Persa (1)
y Doméstico de pelo corto (DPC, 29). La edad promedio de los pacientes felinos fue 3.6 afios + 2.56;
el 60% de los pacientes felinos tenian vacunacion mayor a 6 meses de su ultima aplicacion, pero sélo
un paciente fue inoculado con vacuna contra coronavirus felino; en cuanto a desparasitaciones, 20
individuos habian sido desparasitados en los ultimos 6 meses, por lo que su medicina preventiva se
encontraba vigente al momento o del muestreo, las caracteristicas de los pacientes gatos evaluados se

muestran en la tabla 7.

El 86.67% de los pacientes felinos conviven con otras mascotas, principalmente perros y
gatos (53.3%), otros gatos (23.3%), perros (10%) y 4 de éstos eran mascotas Unicas. El 33.3% de los
individuos tienen libre acceso a interiores y exteriores de su domicilio, mientras que el 53.3% (16
individuos) habitan Unicamente dentro de casa y 13.3% Unicamente viven en el exterior (con o sin
habitos de vagabundeo); el 86.67% de gatos participantes tiene habitos de dormir con su tutor durante
la noche y el 100% de tutores refieren que tienen habitos de besos y caricias con sus mascotas. El
76.6% refiere que no permite que sus gatos tengan habitos de vagabundeo y s6lo 7 permitian a su

gato salir durante el dia.

La dieta de los gatos muestreados se basa principalmente en alimento comercial (90%), sin
embargo, los tutores de 3 gatos mencionan que su dieta esta compuesta por alimento comercial y
comida casera y, gque, en ocasiones, 18 tutores suelen darles probaditas de comida. El 83.23% de los
tutores mencionan que colocan los platos de comida y agua de sus mascotas principalmente dentro
de casa, aungue 5 de ellos menciona que tienen platos de comida y agua dentro y fuera de casa, sin
embargo, el 63.33% de los tutores no lavan los comederos 1 vez al dia como minimo, sélo 11 personas

lo hacen.

Las encuestas arrojan que los gatos tienen tutores mujeres en un 80% de los casos y 20% lo
conforman hombres, principalmente en un rango de edad de mas de 25 afios (60%); habitando en un
70% casas habitacion, s6lo 9 pacientes habitan un departamento. EI 56.6% de los tutores refirieron
que suelen pasar méas de 4 horas al dia fuera de casa, utilizando principalmente transporte pablico y

el 46.6% posee un vehiculo de su propiedad para trasladarse a sus centros de trabajo.
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La frecuencia de pacientes felinos que resultaron positivos a 1gG anti-SARS-CoV-2 fue del
40% (12 pacientes), de los cuales el 27% fueron machos (8) y 13% hembras (4), todos de raza
Domeéstico de pelo corto. La edad promedio de los pacientes positivos es mayor a 4 afos; siendo el
58.33% de los pacientes positivos mayores a 6 afios, los cuales solo el 8.33% mostrd signos

respiratorios.

En cuanto a las visitas al MVZ de rutina sélo el 41.67% de pacientes positivos acudia en un
lapso no mayor a 6 meses, por lo que el 75% de pacientes presentaba desparasitacion vigente, mientras
que el 66.67% de individuos positivos se presentaron a administracion de vacuna en los ultimos 6

meses, a su vez, solo el 8.3% confirmé que se habia aplicado la vacuna contra Coronavirus Felino.

Con relacion al entorno de los pacientes, se report6 que el 58.33% de pacientes positivos vive
en casa habitacion y el 41.67% habitan en un departamento, de los cuales el 91.67% convive con
otros animales en casa, principalmente con gatos (41.67%) con perros y gatos (50%) y sélo 1
individuo es mascota Unica en su domicilio. El 66.67% de pacientes positivos pasa la mayor parte de
su tiempo en interiores, 2 gatos tenian habitos de vagabundeo (16.6%), y 2 gatos tienen acceso libre
a interiores y exteriores (16.6%); de los 12 pacientes positivos, el 75% duerme en la habitacidn con

el tutor y éstos tienen habitos de besos y caricias para con su mascota sin excepciones (100%).

La dieta de los pacientes positivos estd basada en alimento comercial (crogueta) en su
totalidad, sin descartar que en ocasiones el 25% de éstos reciben alimentos caseros (probaditas) por
parte de sus tutores. Los habitos de limpieza diarios de comederos y bebederos en los pacientes
positivos los realiza el 50% de los tutores, considerando que el 100% de individuos cuentan con

comedero y bebedero dentro de casa.

En cuanto a los tutores de los pacientes positivos, se reporta que el 83.33% son mujeres y
16.67% hombres, cuyos rangos de edad se encuentran en la misma proporcion (50% >25 afios, 50%
<25 afios); el 41.67% de tutores pasan menos de 4 horas fuera de casa al dia al momento de la
realizacion de la encuesta, presuntamente en sus sitios de trabajo o comprando viveres mientras que
el 58.33% de tutores pasan mas de 4 horas al dia fuera de sus domicilios; el 50% reporto transportarse
por vehiculos de uso particular (no taxi o transporte publico) y el resto de propietarios confirmaron

usar diariamente el transporte publico para desplazarse.

Finalmente, el 66.67% de los pacientes positivos (8) estuvieron en contacto con una persona
sospechosa o positiva a COVID-19, que es el 26.67% del total de pacientes muestreados, mientras
que el 33.3% de pacientes positivos (4) que no estuvieron en contacto con una persona sospechosa o

positiva a COVID-19 fue de 13.3% del total de individuos felinos participantes en el estudio.
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Tabla 7. Pacientes gatos evaluados para la deteccion de anticuerpos 1gG anti-SARS-CoV-2 en la

Ciudad de Puebla y area Metropolitana. Se muestran las caracteristicas de los pacientes (edad, sexo

y raza), densidad dptica de la prueba ELISA y la interpretacion del resultado.

Identificacion Raza Grupo de Sexo Densidad Interpretacion
edad optica (nm) de resultado
ELISA 1gG
G-02 DPC No reportado = Macho 1.443 Positivo
G-03 DPC 7-10 afos Macho 1.758 Positivo
G-04 Persa 1-3 afios Hembra 0.272 Negativo
G-05 DPC 10+ afios Macho 1.386 Positivo
G-06 DPC 4-6 afios Macho 1.131 Positivo
G-08 DPC 7-10 afios Macho 1.583 Positivo
G-10 DPC 5 meses Hembra 1.063 Positivo
G-11 DPC 1-3 afios Macho 2.638 Positivo
G-12 DPC 1 afio Macho 0.571 Negativo
G-13 DPC 1-3 afios Hembra 0.576 Negativo
G-14 DPC 1 afio Hembra 0.519 Negativo
G-15 DPC <1 afio Macho 0.973 Negativo
G-17 DPC <1 afio Hembra 0.793 Negativo
G-18 DPC <1 afio Hembra 0.923 Negativo
G-19 DPC <1 afio Hembra 1.386 Positivo
G-20 DPC 1 afio Macho 0.942 Negativo
G-21 DPC <1 afio Macho 0.633 Negativo
G-22 DPC 1 afio Macho 1.758 Positivo
G-25 DPC <1 afio Macho 0.441 Negativo
G-27 DPC 1 afio Macho 0.647 Negativo
G-29 DPC 1 afio Macho 0.640 Negativo
G-32 DPC 4-6 afos Hembra 1.583 Positivo
G-33 DPC 1-3 aflos Macho 1.322 Positivo
G-34 DPC 4-6 afios Hembra 0.640 Negativo
G-35 DPC <1 afio Hembra 0.714 Negativo
G-38 DPC 1-3 afios Hembra 1.163 Positivo
G-40 DPC 1-3 aflos Hembra 0.325 Negativo
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G-41 DPC <1 afio Hembra 0.502 Negativo
G-42 DPC 1-3 afios Hembra 0.815 Negativo
G-52 DPC 4-6 afios Hembra 0.528 Negativo

En la figura 5 se muestra una comparacion de los individuos perros y gatos que se evaluaron para
conocer la frecuencia de infeccidn de perros y gatos en el municipio de Puebla y area
Metropolitana.

% Gatos negativos

% Gatos positivos

% Gatos positivos machos
% Gatos positivos hembras
% Perros negativos

% Perros positivos

% Perros positivos machos
% Perros positivos hembras

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Figura 6. Comparacién de la seropositividad de los individuos perros y gatos que se evaluaron para
conocer la frecuencia de infeccion de perros y gatos en el municipio de Puebla y area

Metropolitana.

7.3 Factores de riesgo asociados a la infeccion por SARS-CoV-2

El analisis de Odds ratio (OR) mostré los factores de riesgo asociados a la presencia/ausencia de
anticuerpos anti-SARS-CoV-2 en ambas especies evaluadas (perros y gatos). Los resultados
mostraron que el Unico factor de los habitos de tenencia del tutor que incrementa significativamente
la probabilidad de tener la infeccion en perros y gatos es “compartir alimento con la mascota”
(OR=2.61; 95% CI 0.96-7.21; p=0.038). Otros factores disminuyeron significativamente la

probabilidad de tener la infeccion en perros y gatos como: el plato de comida de la mascota fuera de
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casa (patio) (OR=0.26; 95% CI 0.06-0.82; p=0.018); més de 4 horas que el tutor pasa fuera de casa
(OR=0.39; 95% CI 0.14-1.05; p= 0.046); la edad del tutor >25 afios (OR=0.35; 95% CI 0.12-099;
p=0.046).

En la tabla 8 se pueden observar los valore obtenidos para factores que pueden contribuir a aumentar
la probabilidad de presentar la infeccion en perros y gatos, como: sexo (machos son mas propensos),
la frecuencia de atencién médica veterinaria y desparasitacion (a mayor frecuencia, mayor riesgo).

Los intervalos de confianza y los OR para cada factor de riesgo evaluados se muestran en la tabla 8.

Tabla 8. Resultados del analisis estadistico de los factores de riesgo asociados a la infeccidn por

SARS-CoV-2 en perros y gatos mediante la prueba de Odds Ratio.

Variables Odds_Ratio Intervalode Intervalo de Valor P

confianza confianza

inferior superior

Especie animal (pero/gato) 0.4550388 0.1685487 1.1989114 0.1156
Tutor sospechoso o positivo a 0.6511833 0.2314531 1.7492034 0.3748
COVID-19
Sexo (machos) 1.798849 0.6866199 4.8140319 0.265
Edad 1.216418 0.4657031 3.2070467 0.8243
Frecuencia de visitas al 1.473586 0.5604592 3.8958987 0.5014
veterinario
Signos Respiratorios 1.677271 0.4295983 6.2283863 0.3729
Desparasitacion 1.525244 0.5380574 4.2483022 0.4691
Vacunacion 0.5933647 0.2221073 1.5527401 0.2711
Otras mascotas en casa 1.452598 0.4296393 5.7562598 0.5921
Especies de mascotas en casa 0.6042426 0.2149007 1.7240265 0.3323
Lugar donde el animal pasa  0.8349679 0.206915 2.909645 1
maés tiempo en casa
Comparte la cama en el 0.9550409 0.3366465 2.8398288 1
dormitorio
La mascota sale a pasear 0.6104198 0.2171943 1.6368372 0.3673
Alimentacion 0.9670511  0.04846572 58.9534768 1
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Tutor comparte alimentos con
la mascota

Ubicacion del plato de comida
(fuera)

Limpieza diaria del plato de
comida

Género del tutor

Edad del tutor (méas de 25
anos)

Tipo de casa por construccion
Tiempo que pasa el tutor fuera
de casa (> 4 horas/dia)

Uso de transporte publico por

parte del tutor

2.61709

0.2628681

0.9293372

0.7471588
0.3513678

0.8019009
0.3973397

0.9702421

0.9665987

0.06934455

0.3492624

0.2559692
0.1216045

0.1673424
0.1452738

0.3278243

7.2146069

0.8248037

2.4368678

2.2641954
0.9985362

3.1269516
1.0507612

2.7330889

0.03872

0.01853

0.6158
0.04652

1
0.04615

7.4 Mapa de distribucion de los pacientes perros y gatos ELISA 1gG anti SARS-CoV-2 positivos

en la ciudad de Puebla y el area Metropolitana

De acuerdo con los datos recopilados durante la entrevista de tutores de los pacientes participantes,

se realiz6 un mapa de distribucion de acuerdo con la colonia donde habitaban las mascotas en el

momento de realizarse el muestreo. El punto azul es la ubicacién del paciente negativo control

(negativo a PCR, anticuerpos anti-SARS-Cov-2) y los puntos rojos son los pacientes que tuvieron

presencia de anticuerpos anti SARS-CoV-2, lo cual nos muestra que, en la zona norte del municipio

de Puebla, Puebla los pacientes muestreados (perros y gatos) estuvieron en un mayor riesgo de

infeccion.
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Figura 7. Mapa de distribucién de pacientes perros y gatos ELISA IgG anti-SARS-CoV-2 positivos

(puntos rojos) por colonia en el municipio de Puebla, Pue. y Area Metropolitana.
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8. DISCUSION

Este estudio seroepiodemiolégico es el primero realizado para detectar anticuerpos anti SARS-CoV-
2 en perros y gatos en México, y en la ciudad de Puebla y el area Metropolitana, ademas representa
el segundo en evaluar la susceptibilidad de mascotas a SARS-CoV-2 en nuestro pais (Sanchez-
Montes et al., 2021). El estudio aporta informacion relacionada a la susceptibilidad de las mascotas
por infectarse con el virus de la COVID-19 y su relacidn con los habitos de tenencia de animales, que
se suma a otros estudios que abarcan la primera y segunda ola de esta enfermedad (2020-2021) sobre

infecciones dadas en perros y gatos en todo el mundo.

La especie animal mas afectada en este estudio fue la felina, ya que se identificé una alta
frecuencia de seroconversion contra el SARS-CoV-2 de 40% IgG positivo, lo que concuerda con el
estudio realizado en Francia, en donde dependiendo la zona geogréfica en la que se encontraban los
gatos, la seroconversidn fue del 23.5 al 58.8% (Fritz et al., 2020). Otros estudios que reportaron una
alta frecuencia anticuerpos de este virus en gatos, fueron los realizados en Brazil durante la primera
ola (20%, Amaral Calvet et al., 2021), China 14.7% (Zhang et al., 2020) y Holanda con el 17.7% de
gatos positivos (Aart et al., 2021). Diferentes estudios experimentales reportaron que los gatos son
capaces de transmitir el virus SARS-CoV-2 a otros gatos por contacto directo; pueden ser
asintomaticos o tener signos respiratorios durante el curso de la infeccién (Bosco-Lauth et al., 2020).
Los altos titulos de anticuerpos que encontramos, al igual que en otras investigaciones, pueden
proteger a los gatos de futuras infecciones (Bosco-Lauth et al., 2020; Gaudreault et al., 2021;
Halfmann et al., 2020).

Se identific6 una alta frecuencia de seroconversion contra el SARS-CoV-2 en perros (20.83%
IgG positivo), lo que es més alto que el informado en estudios similares para perros realizados en
Europa, América y Asia durante la primera y segunda ola de la pandemia de COVID-19. Como
ejemplo los estudios que analizaron la frecuencia de deteccidn de anticuerpos contra SARS-CoV-2
en perros mascota a través de ELISA en Croacia en el que se detect6 el 7.56% (Stevanovic, Vilibic-
Cavlek, et al., 2021), en China el 1.75% (Zhao et al., 2021), Tailandia 1.66% (Udom et al., 2021),
Alemania 0.67% (Michelitsch,et al., 2020), lo cual puede deberse a las diferencias en el disefio del
estudio, como por ejemplo el momento de la toma de la muestra durante la ola de COVID-19, el uso
de kit ELISA comerciales o fabricados en cada laboratorio. Ademas, esto sugiere que es poco
probable que los perros sean un reservorio importante de infeccion humana (Smith et al., 2021). La
concientizacion de las personas de esos paises con menor frecuencia de anticuerpos sobre la

susceptibilidad de los animales al SARS-CoV-2, podria haber colaborado con la proteccién de las
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mascotas contra la infeccidn a través de buenas acciones de bioseguridad en el hogar, especialmente

en los hogares infectados.

Realizando una comparativa de este estudio con los realizados por Fritz et al., 2020, Calvet
et al., 2021 y Barua et al., 2021 podemos encontrar ciertas similitudes y diferencias en cuanto a los
procesos Y la estructuracion en el disefio del estudio, ya que en todos los ya mencionados se realizaron
analisis de suero de perros y gatos mediante ELISA durante los primeros 2 a 3 meses después de
confirmarse que el tutor era positivo a COVID-19 o era sospechoso y presentaba sintomas de la
enfermedad, con excepcion del estudio realizado por Barua y colaboradores (2021), pues su muestreo
fue completamente aleatorio y sin establecer criterios de seleccion de los individuos de estudio , tal
como fue el caso del realizado por Calvet y este estudio, en los que se establecid un rango de edad de

los pacientes perros y gatos que podian participar en el estudio (> 1 mes de edad).

Calvetetal. y Fritz et al. (2021), realizaron el estudio con una pequefia muestra dentro de una
misma ciudad, al igual que el presente trabajo, por lo que estas cifras pueden limitar las conclusiones
definitivas, pues se considera que es un sector pequefio el que participé y que, por tanto, no es
totalmente concluyente; sin embargo, en otro estudio realizado en la segunda ola por la COVID-19
en Francia (Barua et al., 2022), se analiz6 un amplio grupo que abarcé a individuos (perros y gatos)
gue habitan en 48 estados diferentes en donde se determiné que la frecuencia de infeccion por SARS-
CoV-2 fue de 2.5% en perros y 3.3% en gatos. Estos resultados no son comparables al presente
estudio, ya que existen diferencias en las condiciones en las que habitan los participantes, tales como
las costumbres de los tutores, el medio ambiente, los habitos de tenencia de mascotas, alimentacion,
por mencionar algunos. En el presente estudio, al igual que el realizado por Barua (2022), Fritz et al.,
(2020) y Calvet et al., (2021), se realizaron revisiones médicas a los participantes, mediante un
Examen Fisico General, para evaluar la condicion general de salud de estos y poder identificar a los
individuos que pudiesen presentar signos respiratorios, digestivos o ambos, para asi poder

correlacionarlos con los resultados del ELISA que se realiz6 posteriormente.

En el estudio realizado por Fritz et al., (2020), se evaluaron un total de 67 perros, de los cuales
solo el 23% mostraron signos respiratorios, en el caso de los gatos, se observaron datos respiratorios
en 39% de los pacientes (n=54 gatos). En el presente estudio el 12% de los perros y 32% de los gatos,
mostraron signos respiratorios, probablemente relacionado con la severidad de la segunda ola de

COVID-19 en México, que fue la de mayor contagio en nuestro pais (CITA).

Calvet et al., reportd que 6 participantes muestreados presentaron signos respiratorios,

digestivos 0 ambos (no menciona la especie ni el sexo), a diferencia de la presente, donde en el caso
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de los perros, s6lo 2 pacientes positivos presentaron signos respiratorios, en el caso de los gatos
Unicamente 1 gato presentd signos respiratorios y el resto de los individuos se encontraron
asintomaticos o clinicamente sanos al momento de realizar el Examen Fisico General previo a latoma
de muestra. Cabe mencionar que Calvet et al., fueron los unicos que le dieron seguimiento a los
participantes durante un lapso de 6 meses, en los cuales, de los 39 participantes, 2 no pudieron
continuar con el seguimiento. Cabe mencionar que solamente Calvet et al., fueron los Unicos en
aplicar una encuesta sobre la tenencia de mascotas y los habitos de higiene y convivencia de los
tutores para con ellos, similar a la realizada en este trabajo; sin embargo, Fritz et al pudo obtener datos
significativos de algunos tutores durante la anamnesis realizada previamente al Examen Fisico
General. Los 3 trabajos coinciden en que los habitos de higiene y tenencia asi como las conductas del
tutor para con sus mascotas son parte fundamental de la transmisién de la enfermedad de humanos
hacia animales, pues significaria que estos pacientes presentaron anticuerpos IgG contra SARS-CoV-
2 contraidos por contacto directo con personas positivas o sospechosas a COVID-19 en su mayoria
debido a que suelen dar abrazos, besos y caricias constantemente a sus mascotas, sin descartar que
los tutores refirieron que convivian directamente con sus mascotas durante el periodo de cuarentena
post infeccion, permitiéndoles principalmente permanecer en cama con ellos, lo cual podria sugerir
gue algunos pacientes positivos pudieron o no contraer el virus estando en contacto con superficies
consideras como fémites, pero también significaria que los pacientes presentaron anticuerpos 1gG
contra SARS-CoV-2 contraidos por contacto directo con personas positivas o sospechosas a COVID-

19 en su mayoria.

En los estudios consultados, asi como en el presente trabajo se logré determinar mediante
ELISA indirecto la densidad dptica de todos los pacientes muestreados, la densidad dptica para
considerar una muestra positiva en cada uno fue variable (Fritz y Calvet no lo mencionan) y dependia
del kit utilizado para la realizacion del analisis en este trabajo, los valores se consideraron positivos

si sobrepasaban los 1.1 nm.

Como parte de la validacién de resultados, Fritz et al (2020) realizaron una comparativa de
los resultados del suero de los pacientes muestreados con suero de pacientes sanos almacenados
previamente meses antes de declararse la pandemia por COVID-19 en el hospital de Lyon, Francia
mientras que la presente obtuvo la muestra de una paciente canina y felino que se encontraran
clinicamente sanos, no les haya sido administradas vacunas contra coronavirus canino y felino y que

no se hubiesen encontrado en contacto con tutores positivos a SARS-CoV-2.
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De acuerdo con los resultados, podemos determinar que la frecuencia de infeccidn de perros
(machos y hembras) es de 20.83%, mientras que la frecuencia de infeccion de gatos (machos y
hembras) es de 40%, podemos observar que hay una diferencia numérica de casos positivos en
machos, por lo que la realizacion de los métodos estadisticos fue necesaria para poder reafirmar dicha
aseveracion preliminar. Se debe considerar que un factor de riesgo importante es el habito de besos y
caricias con las mascotas, particularmente porque desde el comienzo de la pandemia en marzo de
2020, diversas organizaciones dedicadas a la vigilancia epidemiol6gica y el comportamiento del virus
recomendaron mantenerse lejos de familiares y mascotas, ya que hasta entonces no se conocia
informacién acerca del comportamiento del virus en animales, principalmente en animales de
comparfiia cuya convivencia con personas es muy estrecha, lo cual los haria eventualmente
susceptibles al virus, por lo que podemos concluir que el contacto con personas positivas o0
sospechosas a COVID-19 esta relacionado con la presencia de 1gG en sus mascotas, y que, a pesar de
gue hubiese presencia de anticuerpos, estos no representan un riesgo para la salud de las personas, no
sin aclarar que las personas si pueden transmitir el virus a pequefias especies (perros y gatos). No se

detectaron signos respiratorios en la mayoria de los individuos muestreados.

De acuerdo con Mathavarajah y Dellaire (2020), se ha reportado que SARS-CoV-2 infecta a
los animales de forma especifica en algunas especies, donde se ha demostrado que los felinos, tales
como los gatos (en el caso de animales domésticos) son mas susceptibles al virus que los perros
debido a que se ha logrado caracterizar la estructura y la evolucion de la ACE2, donde se identifico
que el virus interacta de forma similar entre el ACE2 de humanos y en animales de la familia Felidae
pero no en Canidae, provocando que la proteina ACE2 felina sea de las méas estrechamente
relacionadas con la ACE2 humana, especialmente en lo que involucra la interfaz de unién del
receptor, lo que explicaria por qué la transmision entre gatos puede ocurrir con mayor facilidad que
con perros a partir del contacto con un humano que ha contraido la infeccion y que se pudo

correlacionar con los resultados obtenidos en esta tesis.
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9. CONCLUSIONES

Este estudio seroepiodemioldgico se origind como una respuesta al Illamado de la OMS y de
la OMSA en el primer semestre del 2020, para evaluar la susceptibilidad de hospederos
animales al SARS-CoV-2 en contacto cercano con los seres humanos, sobre todo al inicio de
la pandemia por la COVID-19.

Este estudio fue el primero realizado para detectar anticuerpos especificos tipo IgG anti-
SARS-CoV-2 en perros y gatos en México, en la ciudad de Puebla, Puebla, asi como el area
Metropolitana, ademas representa el segundo en evaluar la susceptibilidad de mascotas a
SARS-CoV-2 en nuestro pais.

La informacion aqui reportada, colabora al grueso de la literatura que demuestra que los
animales domésticos como perros y gatos estan en contacto con virus humanos y son
susceptibles de adquirir la infeccion y mostrar anticuerpos especificos contra el SARS-CoV-
2, demostrando la posibilidad de Zooantroponosis 0 Zoonosis reversa.

Se identifico la presencia de anticuerpos especificos IgG anti-SARS-CoV-2 en el 40% de los
gatos evaluados (12 pacientes), de los cuales el 27% fueron machos (8) y 13% hembras (4),
todos de raza Doméstico de pelo corto. La edad promedio de los pacientes positivos es mayor
a 4 afios; siendo el 58.33% de los pacientes positivos mayores a 6 afios, los cuales sélo el
8.33% mostro signos respiratorios.

La frecuencia de pacientes caninos que resultaron positivos a IgG anti-SARS-CoV-2 fue del
20.83% (10 pacientes), de los cuales el 60% fueron machos (6) y 40% hembras (4) de las
razas Chihuahuefio (1), Labrador Retriever (2), Mestizo (4) y Pastor Aleméan (3).

En el 60% de los pacientes canino positivos (6) estuvieron en contacto con una persona
sospechosa o positiva a COVID-19.

En los gatos y perros se determiné que el Unico factor relacionado con los habitos de tenencia
del tutor que incrementa significativamente la probabilidad de mostrar anticuerpos contra el
virus, es “compartir alimento con la mascota”. Sin embargo, existen otros factores que
disminuyeron significativamente la probabilidad de mostrar anticuerpos anti-SARS-CoV-2
como: el plato de comida de la mascota se encuentra fuera de la casa (patio), que el tutor pase
mas de cuatro horas fuera de casa y la edad del tutor de mas de 25 afios.

Se demostrd que en algunos pacientes gatos y perros que cursaron con signos respiratorios y
digestivos y que estuvieron en contacto con personas sospechosas o positivas a COVID-19,
fueron seropositivos a anticuerpos contra SARS-CoV-2, lo que sugiere que existid

transmision del virus de seres humanos a perros y gatos.
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La zona norte de la ciudad de Puebla resultd ser la zona geografica en donde habitan un
nimero mayor de perros y gatos positivos a anticuerpos anti-SARS-CoV-2.
Es necesario continuar con el monitoreo epidemiolégico de ésta y otras zoonosis que afectan

a los perros y gatos para evitar futuros brotes.
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1. ANEXOS
U |UPAEP

Anexo 1. Formato de carta de consentimiento informado para participantes en la
Investigacion de la FMVZ y Biotecnologia de UPAEP

Este Formulano de Consentimiento Informado se dinge a propietanios de gatos y perros
mascotas, que han sido diagnosticadas como positivos por la infeccién por SARS-CoV- 2,
y que ademas, hayan o no mostrado signos de la infeccion (sintomaticos vy asintomaticos),
en &l Municipio de Puebla, México, para invitardos a participar en la investigacion dirigida
por las Facultades de Medicina Veterinara y Zootecnia y de Biotecnologia y de la UPAEP.

Proyecto: “Gatos y permos mascota como unidades centinelas para el estudio
epidemioclogico del SARS-CoV-2 en humanos en el Municipio de Puebla”.

Nombre del Investigador Principal: Dra. Fabiola Carolina Espinosa Gomez ( Dra.
Elizabeth Bautista

Nombre del Investigador Estudiante: MVZ Oscar Emilio Palacios Cruz
Nombre de la Universidad: Universidad Popular Auténoma del Estado de Puebla, UPAEP.

El proposito de este estudio es conocer si las mascotas (perros v gatos) son
susceptibles de presentar el virus que causa la pandemia llamada COVID-19, sobre todo
aquellas mascotas que vivan dentro de la casa de propietarios/pacientes que han sido
diagnosticados como positivos por la infeccion del SARS-CoV-2, v que, ademas hayan o
no mosirado signos de la infeccion (sintomaticos y asintomaticos), en el Estado de Puebla,
Mexico. Si fueran susceptibles los perros y gatos, seria importante conocer si fusron
contagiados por sus propios propietanos, y si hay condiciones del propio amimal que hayan
colaborado en que se infectaran.

Esta investigacién incluira una dnica extraccion de muestra de sangre de su gato o
perro, la muestra tendra un volumen maximo de 3 ml. También incluye la toma de muestra
con un hisopo de algoddn esténl, que sera introducida a la nanz yo cavidad oral de su
mascota.

Si usted accede a participar en este estudio, se le pedira responder preguntas para
completar una encuesta y permitir que se tome muestra sanguinea de su gato o pero. Esto
tomara aproximadamente de 10 a 15 minutos de su tiempo y se le pedira gque unapersona
diferente a usted asista al Hospital Veterinario UPAEF con su mascota para la toma de
muestra.

Antes de la toma de muestra, se realizara un examen fisico general a su mascota.
La muestra sanguinea de su gato o perro sera extraida por Médicos Vetennanos titulados,
especialistas en el manejo de gatos y perros domésticos v perfectamente capacitados para
la toma de muestras bioldgicas. En todo momento se cuidara la salud v bienestar de su
permo o gato.

La muestra sanguinea sera evaluada para determinar si existen alteraciones ylo
metabolitos que indiquen salud o enfermedad de su mascota, asi como la posible existencia
de anticuerpos contra el virus de la COVID-19. La muestra de hisopo de algoddn servira
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para experimentos de laboratorio que muestre si existe el virus en su mascota. En caso de
ser positivo, su gato o perro no representa ningun riesgo para usted o su familia, de
acuerdo a que aun no hay informacion cientifica que demuestre riesgos para los
seres humanos.

La participacion en este estudio es estrictamente voluntaria. La informacion que se
recoja sera confidencial y no se usara para ningun ofro proposito fuera de los de esta
investigacion. Sus respuestas al cuestionario seran codificadas usando un nimero de
identificacion y, por lo tanto, seran anénimas. Si usted elige conocer los resultados de la
prueba de sangre o del hisopado, podremos informarle, siempre y cuando nos proporcione
un correo electronico o un teléfono particular al cual podamos comunicamos en el futuro. El
estudio podra resultar en un informe del estado de salud general personalizado a cada perro
y gato, este informe sera gratuito y se le hara llegar por correo electronico.

Si tiene alguna duda sobre este proyecto, puede hacer preguntas en cualquier
momento durante su participacion en él. Igualmente, puede retirarse del proyecto en
cualquier momento sin que eso lo perjudique en ninguna forma. Si algunas de las preguntas
de la encuesta le parecen incomodas, tiene usted el derecho de hacérselo saber al
investigador o de no responderlas.

Riesgos para su gato o pefro

Aunque se tomara la muestra sanguinea de las mascotas maximizando las medidas
precautorias de una lesion, es posible que se pueda lesionar el vaso sanguineo por la
entrada de la aguja o el movimiento involuntarno del paciente. Los riesgos son minimos y
solamente estan relacionados con la formacion de un moreton (hematoma). Para la toma
de muestra con el hisopo, no existen riesgos, ya que es solo una pequeia introduccion del
algodon como si limpiaramos el area.

De igual forma, en el caso de gatos que no permitan el manejo para realizar la toma de
muestra es posible que se le solicite el manejo con anestesia inhalada para poder facilitar
la recoleccion de muestra sanguinea. Como tal, el proceso de anestesia inhalada es seguro,
aunque cada paciente puede reaccionar de manera distinta ante el procedimiento.

Beneficios

El primer beneficio para usted es conocer de forma gratuita, si su gato o perro ha estado en
contacto con la infeccion y de ser asi, se le capacitara de manera corta con estrategias para
que minimice el riesgo futuro de que su mascota pueda contraer esta u otra enfermedad.
Los beneficios para la comunidad es conocer si el virus se encuentra contaminando el
ambiente en que todos vivimos, ya que no solo el gato o perro sino también otros animales
como cerdos, pollos y hamsters se pueden contaminar.

Confidencialidad
La encuesta es anénima y no le pediremos sus datos particulares como nombre, direccion,
telefono. En el caso de que usted desee conocer los resultados de los analisis de la sangre
de su gato o perro, podra compartimos un correo electronico o teléfono para hacerle llegar
la informacion. Estos datos seran conocidos solamente por el equipo de investigacion y
mantendran en todo momento la confidencialidad de sus datos.
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Derecho a e o retirarse

Esto es una reconfirmacion de que su participacion es voluntara y tiene el derecho a
retirarse, si es que ya no quiere participar con su gato o perro en el estudio. Es su eleccion
y todos sus derechos seran respetados.

A Quién C
Si tiene cualquier pregunta puede hacerlas ahora o mas tarde, incluso después que
hayamos tomado las muestras de sangre y de hisopos. Si desea hacer preguntas mas
tarde, puede contactar cualquiera de las siguientes personas:

Dra. Fabiola Espinosa (cédula profesional 4599944), comreo:

fabiolacarolina.espinosa@upaep.mx
Teléfono celular: 22 81 77 85 28

Dra. Elizabeth Bautista Rodriguez, correo: glizabeth bautista@upaep.mx

Este proyecto ha sido revisado y aprobado por el Comité de Etica en la Investigacion del
Decanato de Ciencias Médicas de la Universidad Popular Autonoma del Estado de Puebla,
UPAEP.
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Formulario para manifestar la “participacion voluntaria” en el proyecto de
investigacion

He sido invitado a participar en la investigacion que tiene como nombre “Gatos y perros
mascota como unidades centinelas para el estudio epidemiologico del SARS-CoV-2 en
humanos en el Municipio de Puebla, Pue.”

Entiendo que me haran unas preguntas sobre los habitos que tengo en la tenencia de mi/mis
gatos o perros para llenar una encuesta anénima. Mi gato o perro sera manejado por
Médicos Vetennarios para tomar una muestra de sangre de volumen maximo de 3 ml,
usando una aguja hipodérmica. He sido informado de que los riesgos son minimos para mi
gato o perro y pueden incluir solo un pequefio hematoma en el area en donde se introduzca
la aguja, para tomar la muestra de sangre.

Se me ha proporcionado el nombre de un investigador que puede ser facilmente contactado
usando el nombre y correo electronico que se me ha dado de esa persona.

He leido la informacion proporcionada o me ha sido leida. He tenido la oportunidad de
preguntar sobre ella y se me ha contestado satisfactoriamente las preguntas que he
realizado. Consiento voluntariamente participar en esta investigacion como participante
propietario de un gato o perro y entiendo que tengo el derecho de retirarme de la
investigacion en cualquier momento sin que me afecte en ninguna manera.

Nombre del propietario de la mascota:
Firma del propietano de la mascota:

Fecha Dia/mes/aiio:
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Anexo 2. Carta de Responsabilidad, Resguardo y Confidencialidad de la Informacion

La que suscribe, Dra. Fabiola Carolina Espinosa Gomez, de nacionalidad mexicana, de
profesion meédica vetennaria zootecnista (cédula profesional 4599944), profesor
investigador de tiempo completo con ID 3412095 de la Facultad de Medicina Vetennana y
Zootecnia de la Universidad Popular Autonoma del Estado de Puebla UPAEP, manifiesto
lo siguiente:

1) Que, participo en la coordinacion y ejecucion del Proyecto de Investigacion
denominado “Gatos y pemos mascota como unidades centinelas para el estudio
epidemiologico del SARS-CoV-2 en humanos en el Municipio de Puebla, Pue.”

2)  Que, me comprometo a que toda la informacion obtenida en la encuesta aplicada a
los participantes que son propietarios de perros y gatos que cumplan con los criterios de
inclusion y que hayan firmado el formato de consentimiento informado para participar en
este proyecto, sera tratada de manera estrictamente confidencial, tomando todas las
medidas de seguridad y proteccion adecuadas que aseguren que no sera conocida por
terceros no autonizados.

3)  Que, adquiero el compromiso de no utilizar con fines de difusion, publicacion por
cualquier medio, o transferencia de los datos personales obtenidos, relacionada con los
intercambios de informacion derivados de esta investigacion epidemiologica desarrollada
en la UPAEP. Los datos obtenidos seran empleados de forma anonima y Gnicamente con
fines cientificos y de investigacion, y podran concluir en una publicacion académica.

4)  Asimismo, asumo la responsabilidad de enterar a todas las personas que estaran
relacionados con el proceso del proyecto mencionado, de los compromisos,
responsabilidades y alcances contenidos en esta carta, a fin de garantizar la
confidencialidad aqui comprometida.

Atentamente
“La Cultura al Servicio del Pueblo”
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Dra. Fabiola Carolina Espinosa Gomez Profesor Investigador de Tiempo Completo
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia

Av 15 Pte 1910, Barrio de Santiago, 72410 Puebla, Pue.
Teléfono: 222 9285155, Ext. 7734

fabiolacarolina espinosa@upaep.mx
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Evaluacion de los posibles factores de riesgo la infeccién de Coronavirus 2019
en perros y gatos

NGmero de Encuesta:
Datos de la mascota
Especie: Sexo: Edad:
o Gato o Hembra o<1ano o 1a3anos o4 a6 anos
o Perro o Macho o 7 a 10 afios o > 10 afios

Instrucciones: seleccione una o varias respuestas correctas.

1. ¢ Con qué frecuencia lleva a su mascota al médico veterinario?
n>lvezalmes w1vezalmes wncada3-4meses wncada6meses o 1vezalano
2. ;Cuando fue la ultima ocasion que su mascota presenté problemas respiratorios?

t1 Nunca ha presentado © Hace 1 semana 0 Hace 15dias © Hace 1 mes
0 Hace 2-3 meses © Hace 6 meses ©Hace1ano o Hace>1ano

3. ¢ Cuando fue la dltima vez que su veterinario desparasité a su mascota?

o Nunca se ha desparasitado © Hace 1 semana o« Hace 15dias © Hace 1 mes
0 Hace 2-3 meses o« Hace6meses ¢ Hace1ano ©Hace>1aio

4. ; Cuando fue la ultima vez que su veterinario vacunoé a su mascota?

1 Nunca se ha vacunado o Hace 1semana o Hace 15dias © Hace 1 mes
0 Hace 2-3 meses o Hace6meses o Hace1ano o©oHace>1ano

5. ¢ Cuales son las vacunas con las que cuenta su mascota?

Perro Gato
o Parvovirus canino o Distemper canino o Calicivirus felino o Rinotraqueitis viral felina
o Adenovirus canino o Coronavirus canino  © Panleucopenia felina o Chlamydia felina
0 Leptospirosis o Parainfluenza canina o Leucemia viral felina < Rabia
0 Bordetella o Rabia

6. En caso de tener mas de 1 mascota, ;todas sus mascotas conviven entre ellas?
oSi  oNo

7. ¢ Qué especie(s) tiene como mascota y cuantos?

oPerro(#_) o©Gato(#_) w©Otros:
8. ¢ Sitio del hogar donde pasa mas tiempo su(s) mascota(s)?

o Patio o Sala o Cochera o1 Cocina -1 Comedor 1 Habitacion
& Cuarto especial para ella o Otro:

9. ¢ Su mascota duerme con los miembros del hogar?
nSi oNo




10. Marque las actividades afectivas que realiza con su mascota:
o Abrazos o Caricias w©Besos o Ninguna
12. ; Con qué frecuencia su mascota sale de paseo?

o No sale o« Diariamente 0 5-6 veces por semana 1 3-4 veces por semana
o 1-2veces porsemana o 1vezcada 15dias o 1 vezcadames

13. ;Quién es el encargado de pasear a su mascota?

uSalesolo ©Yomismo o Un miembrodel hogar o Contrato a alguien externo
14. Forma de compra de alimento para su mascota:

o Agranel o Bulto sellado o« Prepara la dietaen casa o Otro:
15. ; Comparte alimentos con su mascota?

aSi aNo

16. Sitio del hogar donde su mascota tiene sus trastes de agua y comida:

anPatio o Sala ©Cochera ©Cocina o Comedor o Habitacion
o1 Cuarto especial paraella o Otro:

17. ; Con qué frecuencia lava los frastes de su mascota?

o Después de comer o©Unavezaldia o CadaZ2dias «© Cada 3erdia
anUnavezalasemana ©Unavezcada 15dias o Unavez al mes

Datos del tutor

Ocupacion: Sexo: Edad:
o Mujer n<25 o 25-30
o Hombre o 30-45 o251

1. Tipo de hogar donde habita:

o Casa independiente o Departamento en edificio o Otro:

2. Tiempo que pasa fuera de casa diariamente:
a<4horas o 4abhoras w6a8horas ©8a10horas ©> 10 horas
3. ¢ Cual es el medio de transporte que emplea para poder trasladarse de manera continua?

o1 Vehiculo automotor propio  «© Servicio de taxi © Transporte urbano (ruta) o© Bicicleta
o Apie o Otro:

4. ; Cuales son los espacios publicos que mas frecuenta?

o Sitio de trabajo © Mercado/Supermercado  « Plaza comercial o Parque
o Gimnasio o Calle

5. Ha tenido usted o alguno de los miembros de su hogar contacto con una persona positiva o
sospechosa a SARS-CoV-2

a Si ooNo o No sabe
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