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ABSTRACT

Objective. Canine parvovirus is one of the most important diseases of dogs all over the world that
threaten their health. This study aimed to determine the prevalence of canine parvovirus in dogs
referred to the Small Animal Clinic of Tehran University in Tehran province by genomic method of
detection. Materials and methods. Diarrheal stool samples were obtained from 60 dogs during the
years 2014-2016 and the presence of CPV was investigated by PCR method. Results. Prevalence
of canine parvovirus infection in the studied dogs was 8.33% (5 Of 60). No significant differences
between different age groups and breeds were found. However, infection was significantly higher in
dogs with hemorrhagic diarrhea (3 of 25), but it was not statistically significant using chi-square test
(p>0.05). Conclusions. This study showed that hemorrhagic diarrhea and lack of vaccination may
be considered as important symptoms and risk factors for canine parvoviral infection in dogs and
Dog owners in Iran should be aware of the fact that vaccination against CPV infection must be done
carefully and on schedule to control and prevent the virus.

Keywords: Diarrhea, genomic detection, parvoviral infection, risk factor (Source: CAB).
RESUMEN

Objetivo. El parvovirus canino es una de las enfermedades mas importantes en perros en todo el
mundo la cual amenaza su salud. El objetivo de este estudio fue determinar la prevalencia del parvovirus
canino en perros remitidos a la Clinica de Pequefios Animales de la Universidad de Teheran en la
provincia de Teheran por el método de deteccion del genoma. Materiales y Métodos. Se obtuvieron
muestras de heces diarreicas de 60 perros durante los afios 2014-2016 y se investigd la presencia
de CPV por el método de PCR. Resultados. La prevalencia de infeccion por parvovirus canino en
los perros estudiados fue del 8.33% (5 Of 60). No se encontraron diferencias significativas entre los
diferentes grupos de edad y razas. Sin embargo, la infeccidn fue significativamente mayor en perros
con diarrea hemorragica (3 de 25), pero no fue estadisticamente significativa usando la prueba de
chi-cuadrada (p>0.05). Conclusiones. Este estudio demostrd que la diarrea hemorragica y la falta
de vacunacion pueden considerarse como sintomas y factores de riesgo importantes de la infeccion
por parvovirus canino en perros, y que los propietarios de perros en Iran deben ser conscientes del
hecho de que la vacunacion contra la infeccidon CPV debe hacerse con cuidado y a tiempo para controlar
y prevenir el virus.

Palabras Clave: Diarrea, deteccidon gendmica, infeccidn por parvovirus, factor de riesgo (Fuente: CAB).
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INTRODUCTION

Nowadays, in some people’s life dog has become
indispensable as a companion. Dogs have
diversified utility ranging from tracking, hunting,
instruments of war, bomb detecting squad and
healer of both physical and emotional problems
of humans, detecting criminals and guiding blind
people (1). In view of the need of dogs it is
inevitable to study the various diseases that are
important in dog's life. Among the viral diseases
the predominantly occurring diseases includes
canine parvoviral infection, canine distemper,
corona virus infection, canine hepatitis, canine
parainfluenza and rabies (2).

The family Parvoviridae comprises two
subfamilies, Parvovirinae and Densovirinae,
infecting vertebrates and insects, respectively.
Based on ICTV 10th report, eight genera are
included in the subfamily Parvovirinae, namely
Amdoparvovirus, Aveparvovirus, Bocaparvovirus,
Copiparvovirus, Dependoparvovirus,
Erythroparvovirus Protoparvovirus and
Tetraparvovirus. Canine parvovirus (CPV)
belongs to genus Protoparvovirus. Canine
parvovirus (CPV) was first identified in 1978 (3).
It has a single-stranded DNA genome length
of about 5.200 nucleotides. Parvoviruses are
small (diameter of 25 nm), non-enveloped that
their virion consists of a spherical capsid, which
is composed by three proteins and contains a
linear, single- strand DNA molecule (4). The
virus is a major pathogen of dogs and may
cause myocarditis in young puppies. It causes
hemorrhagic gastroenteritis in older animals.
Enteric form of disease has predominated and
it persists as a major problem in breeding
kennels, or where vaccination is widely practiced
(5). Parvovirus infection is most commonly
manifested with signs like, vomiting, bloody
diarrhea and severe leukopenia (6). In fact
virus causes a highly contagious disease that
can rapidly spread through a population of dogs.
Virus is generally shed extensively for 7-12 days,
but long-term excretion may occur as well (7).

Although there are vaccination programs
against disease, vaccine failure are common. In
organized kennel, an outbreak may result in very
high morbidity and mortality rates. Therefore
early and fast diagnosis is necessary so that
infected dogs can be isolated and supportive
treatment can be administered for disease (3).

Clinical diagnosis of CPV infection is difficult because
the main clinical signs of disease (vomiting and
diarrhea) are common to other enteric diseases.
DNA based detection using PCR is one of the most
precise and rapid method for detection of CPV. This

INTRODUCCION

Hoy en dia, en la vida de algunas personas
el perro se ha vuelto indispensable como
compafiero. Los perros han diversificado su
utilidad desde el rastreo, caceria, instrumentos de
guerra, escuadron de deteccion de bombas hasta
curandero de problemas fisicos y emocionales de
los seres humanos, la deteccidn de delincuentes
y la guia de personas ciegas (1). En vista de la
necesidad de los perros, es inevitable estudiar
las diversas enfermedades que son importantes
en sus vidas. Entre las enfermedades virales
predominantes se encuentran la infeccidn
por parvovirus canino, el moquillo canino, la
infeccion por corona virus, la hepatitis canina,
la parainfluenza canina y la rabia (2).

La familia Parvoviridae comprende dos subfamilias,
Parvovirinae y Densovirinae, que infectan a
vertebrados e insectos, respectivamente. Segun
el décimo informe del ICTV, ocho géneros estan
incluidos en la subfamilia Parvovirinae, a saber,
Amdoparvovirus, Aveparvovirus, Bocaparvovirus,
Copiparvovirus, Dependoparvovirus,
Erythroparvovirus Protoparvovirus y Tetraparvovirus.
El parvovirus canino (CPV) pertenece al género
Protoparvovirus. El parvovirus canino (CPV) fue
identificado inicialmente en 1978 (3). Tiene una
longitud de genoma de ADN de una sola cadena de
unos 5.200 nucledtidos. El parvovirus es pequefio
(didmetro de 25 nm), no envuelto, su virién consiste
en una capside esférica, compuesta por tres
proteinas y contiene una molécula de ADN lineal,
de una sola hebra (4). El virus es un patdgeno
importante de los perros y puede causar miocarditis
en cachorros jovenes. Causa gastroenteritis
hemorragica en animales mayores. La forma
entérica de la enfermedad ha predominado y
persiste como un problema importante en las
perreras de cria, o donde la vacunacion se practica
ampliamente (5). La infeccién por parvovirus se
manifiesta mas comdnmente con signos de vomito,
diarrea sanguinolenta y leucopenia grave (6). De
hecho, el virus causa una enfermedad altamente
contagiosa que puede propagarse rapidamente a
través de una poblacidn de perros. Por lo general,
el virus se disemina extensamente durante 7-12
dias, pero también puede producirse una excrecion
a largo plazo (7).

Aunque existen programas de vacunacion contra
la enfermedad, el fracaso de la vacuna es comun.
En las perreras organizadas, un brote puede
resultar en tasas de morbilidad y mortalidad muy
altas. Por lo tanto, es necesario un diagndstico
precoz y rapido para poder aislar a los perros
infectados y administrarles un tratamiento de
apoyo en caso de enfermedad (3).
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assay requires only 2 to 4 hours for detection of
viral nucleic acid (8). The prevalence study may
some way beneficial to check the infection among
the susceptible population. Furthermore, the
epidemiology regarding CPV in the study area is
very scarce. Outbreaks of CPV have been reported
from many countries worldwide (9) and there are
some reports about the presence of virus based
on clinical diagnosis or detection of CPV from
fecal samples in Iran (10-12). However, as we
researched, there is no report of CPV from blood
samples in Iran. Therefore, the present study was
conducted to determine the prevalence of CPV
infection among dogs in the Tehran city of Iran, by
PCR, for which effective control measures could be
carried out.

MATERIALS AND METHODS

Blood sampling and DNA extraction. This
study was a cross-sectional survey and the
target group was all dogs who referred to Small
Animal Clinic of Tehran University and have
shown general gastroenteritis symptoms. The
fecal samples were obtained during the period
of 2014-2016 and were analyzed to detect
CPV NS1 gene. Dogs were divided into two age
groups (less or more than 6 months), 4 different
breeds (terrier, German shepherd, Doberman
Pinschers and mixed) and 2 groups based on
clinical symptoms (hemorrhagic diarrhea and
non-hemorrhagic diarrhea), using Fisher’s exact
test. The samples were stored at -20 until testing.
Then, DNA was extracted using tissue and blood
DNA extraction kit (DYNABIO, Cat No: KI0015)
according to the manufacturer’s instructions.

Detection of CPV by PCR. The presence of
CPV was detected using the primers designed
by Beacon designer software. The sequences
of the Forward and reverse primers were
5'- GAATCAACCATGGCTAAC -3’ and 5'-
GTCTTGACTCTGAGGATTG -3’ respectively. Each
PCR reaction was performed in a final volume of
25 pl containing 11 pl of deionized sterile water,
10 pl of Tag DNA Polymerase 2x Mix Red-Mgcl2
2 mM (GeneAll, Cat. No. A180301), 1 pmol of
each primer and 2 pl of DNA template.

The thermal cycling conditions for the amplification
were 1 cycle for 4 min at 94°C, 35 cycles of 30 s
at 94°C, 45 s at 59°C and 45 s at 72°C, with a
final extension step of 5 min at 72°C. Positive and
negative controls (from Veterinary Laboratories
Agency, UK) were included in each analysis. 6
pl of the amplified products were loaded on a
1.3% agarose gel, and visualized by staining with
ethidium bromide and compared to DNA markers
(100 base pair ladder, Fermentas).

El diagnostico clinico de la infeccion por CPV es
dificil porque los principales signos clinicos de la
enfermedad (vomito y diarrea) son comunes a
otras enfermedades entéricas. La deteccidon basada
en ADN mediante PCR es uno de los métodos mas
precisos y rapidos para la deteccion de CPV. Este
ensayo solo requiere de 2 a 4 horas para la deteccion
de acido nucleico viral (8). El estudio de prevalencia
puede ser de alguna manera beneficioso para
comprobar la infeccién en poblaciones susceptibles.
Ademas, la epidemiologia de CPV en el area de
estudio es muy escasa. Se han senalado brotes
de CPV en muchos paises de todo el mundo (9) y
hay algunos informes sobre la presencia del virus
basados en el diagndstico clinico o la deteccion de
CPV a partir de muestras fecales en Iran (10-12).
Sin embargo, no hay informes de CPV de muestras
de sangre en Iran. Por lo tanto, el presente estudio
se llevo a cabo para determinar la prevalencia de
la infeccion por el CPV entre los perros de la ciudad
irani de Teheran mediante la PCR, para lo cual se
pudieron aplicar medidas de control eficaces.

MATERIALES Y METODOS

Toma de muestras de sangre y extraccion de
ADN. Este estudio fue una encuesta transversal
y el grupo objetivo fueron todos los perros que
se refirieron a la Clinica de Pequefios Animales
de la Universidad de Teheran que han presentado
sintomas generales de gastroenteritis. Las
muestras fecales se obtuvieron durante el
periodo 2014-2016 y se analizaron para detectar
el gen CPV NS1. Los perros se dividieron en dos
grupos de edad (menos o mas de 6 meses),
4 razas diferentes (Terrier, Pastor Aleman,
Doberman Pincher y Mixto) y 2 grupos basados
en los sintomas clinicos (diarrea hemorragica y
diarrea no hemorragica), utilizando la prueba
exacta de Fisher. Las muestras se almacenaron
a -20 hasta la prueba. A continuacién, se extrajo
el ADN utilizando el kit de extraccion de ADN
de tejidos y sangre (DYNABIO, N° de catalogo:
KI0015) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante.

Deteccion de CPV por PCR. La presencia
de CPV se detectd utilizando los primers
disefiados por el software de disefio Beacon. Las
secuencias de los primers Forward y Reverse
fueron 5’- GAATCAACCATGGCTAAC -3’y 5'-
GTCTTTACTCTGAGGATTG -3’ respectivamente.
Cada reaccién de PCR se realiz6 en un volumen
final de 25 pl que contenia 11 pl de agua estéril
desionizada, 10 pl de Taq DNA Polymerasa 2x Mix
Red-Mgcl2 2 mM (GeneAll, Cat. No. A180301),
1 pmol de cada imprimacién y 2 pl de plantilla
de ADN.
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Sequencing. Two PCR positive samples in a
volume of 50 ml were sent to Bioneer Company
and sequencing performed on the ABI 3730XL
DNA Analyzer by the Sanger method.

RESULTS

Infection and statistics. 60 fecal samples
tested by PCR. Of these, 5 samples (8.33%) were
positive for CPV NS1 nucleotide fragment. 3 (of
25) positive cases (14.28%) had hemorrhagic
diarrhea (Table 1). The distribution of the
disease in two age groups of the tested dogs
(less or more than 6 months) is mentioned in
Table 2 and the distribution of positive cases in
4 different breeds (terrier, German shepherd,
Doberman Pinschers and mixed) is listed in Table
3. No significant differences between different
age groups and breeds were found. However,
infection was significantly higher in dogs with
hemorrhagic diarrhea (3 of 25), but it was not
statistically significant (p>0.05) using chi-square
test (IBM SPSS.22).

Table 1. The prevalence of parvovirus in groups
categorized according to the type of

symptoms.
Positive Positive
symptom (Number) (Percent) Total
Non-hemorrhagic diarrhea 2 5.71 35
Hemorrhagic diarrhea 3 12 25
Total 5 8.33 60

Table 2. The prevalence of parvovirus in different age

groups.
Age grou Positive Positive Total
ge g p (Number) (Percent)
Less than 6 3 8.11 37
More than 6
months 2 8.7 23
Total 5 8.33 60

Table 3. The prevalence of parvovirus in various
breeds in this study.

Breed (Nomber) (Percont) Total
terrier 1 9.09 11
German shepherd 0 0 8
Soberen i
mixed 3 10.00 30
Total 5 8.33 60

Las condiciones de ciclos térmicos para la
amplificacion fueron de 1 ciclo durante 4 min
a 940C, 35 ciclos de 30 s a 94°C, 45 s a 59°C
y 45 s a 729C, con un paso final de extensién
de 5 min a 72°C. En cada analisis se incluyeron
controles positivos y negativos (de la Veterinary
Laboratories Agency, Reino Unido). 6 ul de los
productos amplificados fueron cargados en un
gel de agarosa al 1.3%, y visualizados mediante
tincién con bromuro de etidio y comparados con
marcadores de ADN (escalera de 100 pares de
bases, Fermentas).

Secuenciaciéon. Dos muestras positivas de
PCR en un volumen de 50 ml fueron enviadas a
Bioneer Company y la secuenciacién se realizd en
el analizador de ADN ABI 3730XL por el método
de Sanger.

RESULTADOS

Infeccion y estadisticas. 60 muestras fecales
fueron analizadas por PCR. De éstas, 5 muestras
(8.33%) resultaron positivas para el fragmento
de nucledtido CPV NS1. 3 (de 25) casos positivos
(14.28%) tuvieron diarrea hemorragica (Tabla
1). La distribucién de la enfermedad en los dos
grupos de edad de los perros examinados (menos
0 mas de 6 meses) se menciona en la Tabla 2 y
la distribucion de los casos positivos en 4 razas
diferentes (Terrier, Pastor Aleman, Doberman
Pincher y mixto) se enumera en la Tabla 3. No
se encontraron diferencias significativas entre
los diferentes grupos de edad y razas. Sin
embargo, la infeccién fue significativamente
mayor en perros con diarrea hemorragica (3 de
25), pero no fue estadisticamente significativa
(p>0.05) mediante la prueba de chi- cuadrado
(IBM SPSS.22).

PCR. La CPV se detecté mediante una prueba de
PCR especifica para el fragmento de nucleétido
CPV-NS1. La banda especifica de CPV con un
tamafio de 150 pb se detectd en el control
positivo de ADN. Los productos de PCR positiva
tenian el mismo tamafo que los del control
positivo (Figura 1).

Secuenciacion. Después de la secuenciacion,
el BLAST de las secuencias leidas, confirmd
la presencia del fragmento CPV-NS1 en las
muestras positivas (Figura 2).

DISCUSION

El parvovirus canino (CPV) es el virus entérico
mas importante responsable de la enteritis grave
que infecta a los cénidos en todo el mundo.
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PCR. CPV was detected using PCR test specific
for the CPV-NS1 nucleotide fragment. The
CPV-specific band with the size of 150 bp was
detected in DNA positive control. The positive
PCR products were in the same size as those
from the positive control (Figure 1).

Sequencing. After sequencing, the BLAST of the
read sequences, confirmed the presence of CPV-
NS1 fragment in the positive samples (Figure 2).

There is 97% identity between PCR product
sequence and canine parvovirus NS1 gene.

BLAST Results

Parv21_ParvF

RID PBGM3HVA401R (Expires on 06-20 05:52 am)
Query ID Icl|Query_193655 Database Name nr
Description Parv21_ParvF Description Nucleotide collection (nt)
Molecule type nucleic acid Program BLASTN 2.4.0+
Query Length 128

Descriptions

Sequences producing significant alignments:

Description Max Total Query E Ident | Accession
score score cover value

Canine parvovirus 2a strain CPV/CN " .

e e 162 182 5% 2042 %% KR002605.1

Ganine parvovirus 2b strain CPVICN 3

prtn 182 182 as% 2042 6% KR00Z799.1

Canine parvovirus 2b stcain CPVICN . "

HL312013, complats genome - 18 o ooz % AHleind

Canine parvoirus 2b stcain CPUICN

Pra et tule Gagiaedl 182 182 as% 2042 %% KRO002793.1

Canine parvovirus 2a strain CPVICN )

el 182 182 as% 2042 9% KR002792.1

Canine parvouirus strain CPV-407

nonstructural protein 1 (NS1) gene. 178 176 81% 8e41 % AY742950.1

complete cds

Canine parvoinus strain CPV-412

nonsiructural protein 1 (NS1) gane, 176 176 81% 8a41 % AY742048.1

completecds

Canine parvevirus strain CPV-402

nonstructural protein 1 (NS1) gane, 176 176 81% 8a41 % AYT42046.1

complete cds

Alignments

Canine parvovirus 2a strain CPV/CN/SD19/2014, complete genome
Sequence |D: gh|KR002805.1| Length: 4269 Number of Matches: 1
Range 1: 1672 to 1782

Score Expect Identities Gaps Strand Frame

107/111(96%) 1/111(0%) Plus/Plus

182 bits(98) 26-42()

Fealtures:

G-AAAC

ARARC
124

1782

Figure 2. Sequencing of a CPV-NS1 PCR product.

DISCUSSION

Canine parvovirus (CPV) is the most important
enteric virus responsible for severe enteritis
infecting canids worldwide. It has been most
frequently detected in both diarrheal and normal
feces. It has been approved CPV-2 specifically
associate with diarrheal cases (13). Despite
its DNA genome, the virus possesses a high
genetic substitution rate which is responsible
for uninterrupted antigenic evolution and rapid
appearance of new antigenic variants (6).

1: positive control, 2: positive sample, 3: negative control, 4: 100bp DNA ladder.
Figure 1. CPV NS1 PCR amplification products
following electrophoresis.

Se ha detectado con mayor frecuencia tanto
en heces diarreicas como en heces normales.
Ha sido aprobado el CPV-2 especificamente
asociado con casos de diarrea (13). A pesar de
su genoma de ADN, el virus posee una elevada
tasa de sustitucion genética, responsable de una
evolucion antigénica ininterrumpida y de la répida
aparicidon de nuevas variantes antigénicas (6).

Existen varios métodos utilizados para la
deteccidn de este virus: microscopia electrénica
(EM), aislamiento del virus (VI), aglutinacion del
latex (LA), hemaglutinacion (HA), hibridacion in
situ (ISH), ELISA y analisis de reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR) (5,7-9).

Aunque EM y VI son altamente especificos y
sensibles, a menudo consumen demasiado
tiempo y son demasiado costosos para su uso
rutinario en un entorno clinico. LA es una prueba
rapida, pero carece de especificidad. HA carece
de fiabilidad sin una prueba de inhibicién, y tiene
la desventaja adicional de requerir un suministro
continuo de eritrocitos frescos (14). La prueba
ELISA puede ser menos sensible que la EM (15).

El analisis de la reaccion en cadena de la polimerasa
se ha aplicado ampliamente para el diagnéstico de
laboratorio debido a su sensibilidad y especificidad
(2,14,17). De hecho, la PCR se convierte en un
importante método moderno de diagndstico. En la
actualidad, el método estandar para diagnosticar
la presencia de patdgenos virales en muestras
clinicas se basa en el cultivo y otras técnicas que
consumen mucho tiempo y son engorrosas. Sin
embargo, se esta investigando activamente el uso
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There are several methods used for detection
of this virus: electron microscopy (EM),
virus isolation (VI), latex agglutination (LA),
hemagglutination (HA), in situ hybridization
(ISH), ELISA, and polymerase chain reaction
(PCR) analysis (5,7-9).

Although EM and VI are highly specific and
sensitive, they often are too time consuming and
expensive for routine use in a clinical setting. The
LA is a rapid test, but it lacks specificity. The HA
lacks reliability without a confirmatory inhibition
test, and has the additional disadvantage
of requiring a continuous supply of fresh
erythrocytes (14). The ELISA may be less
sensitive than EM (15).

Polymerase chain reaction analysis has been
widely applied for laboratory diagnosis because
of its sensitivity and specificity (2,14,17). In
fact, PCR becomes an important part of modern
diagnhostic methods. Currently, the standard
method for diagnosing the presence of viral
pathogens in clinical samples relies on culture
and other techniques which are time consuming
and cumbersome. However, active research is
under way using new molecular methods such
as PCR (9). PCR is shown in previous studies
that may detect virus even at a concentration as
low as about 10 infectious particles per reaction,
corresponding to a virus titer of about 103 PFU/ml
of unprocessed fecal material (8). This sensitivity
is good agreement with results of a published
study by another group using different primers,
pretreatment protocols and PCR conditions (13).
For these mentioned reasons PCR was used for
detecting CPV.

The purpose of this study was to detect CPV in
dogs with diarrhea distributed throughout Tehran
province of Iran between 2014 and 2016 and
to identify some risk factors associated with
CPV infection. From 60 dogs suspected of being
infected with CPV, historical data and clinical signs
were collected. Fecal samples were screened
for CPV by PCR assay and those positive were
confirmed by sequencing. The study revealed an
overall prevalence of canine parvovirus infection in
suspected dogs to be 8.33%. Previously, Mochizuki
et al (14) detected CPV-2 DNA from fecal samples of
dogs with diarrhea by nested PCR. They found CPV-
2 DNA in 22 out of 59 (37.3%) fecal samples (14).
Schunck et al (8) detected CPV-2 DNA from fecal
specimens derived from enteritic dogs by single
round PCR. Using this method, they established the
presence of CPV-2 DNA in 54 out of 65 (83.1%)
samples tested. Also, the presence of CPV in India
has been confirmed by Ramadass and Khader.
Strain of CPV present in India has been documented
to be CPV 2a (4).

de nuevos métodos moleculares como la PCR (9).
Se ha demostrado en estudios anteriores que la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) puede
detectar virus incluso a una concentracion hasta
de 10 particulas infecciosas por reaccion, lo que
corresponde a una titulacion de aproximadamente
103 PFU/mI de materia fecal no procesada (8).
Esta sensibilidad esté de acuerdo con los resultados
de un estudio publicado por otro grupo que utiliza
diferentes primers, protocolos de pretratamiento
y condiciones de PCR (13). Por estas razones se
utilizé la PCR para la deteccion de CPV.

El propdsito de este estudio fue detectar
CPV en perros con diarrea distribuida por
toda la provincia de Teheran en Iran entre
2014 y 2016 e identificar algunos factores
de riesgo asociados con la infeccion CPV. Se
recogieron datos histéricos y signos clinicos en
60 perros posiblemente infectados con CPV. Las
muestras fecales se examinaron para detectar
CPV mediante la prueba de PCR y las que
resultaron positivas se confirmaron mediante
secuenciacioén. El estudio revelé una prevalencia
general de infeccidon por parvovirus canino en
perros sospechosos del 8.33%. Anteriormente,
Mochizuki et al (14) detectaron ADN CPV-2 de
muestras fecales de perros con diarrea por PCR
anidada. Encontraron ADN CPV-2 en 22 de 59
(37.3%) muestras fecales (14). Schunck et al (8)
detectaron ADN CPV-2 a partir de especimenes
fecales derivados de perros enteriticos mediante
una sola ronda de PCR. Utilizando este método,
establecieron la presencia de ADN CPV-2 en 54 de
las 65 (83.1%) muestras analizadas. Ademas, la
presencia de CPV en la India ha sido confirmada
por Ramadass y Khader. Se ha documentado que
la cepa de CPV presente en la India es CPV 2a (4).

Estudios previos reportaron que los perros
en Tailandia fueron infectados con CPV-2 al
neutralizar las pruebas de anticuerpos. La CPV
se esta extendiendo progresivamente en Italia,
Portugal, Espafa y Alemania y se ha detectado
también en Vietnam (15-18).

En el presente estudio se observd una baja
tasa de incidencia (8.33%). El hallazgo anterior
no estuvo de acuerdo con los de Phukan et al,
quienes reportaron una incidencia de 42.29%
de infeccién CPV entre perros con sospecha
de infeccidn por el método ELISA de sandwich
en Assam, India (19). Srinivas et al también
reportaron una incidencia de 53.90% por PCR
usando H primer en cinco estados del sur
de la India (20). Sin embargo, Phukan et al.
reportaron incidencias mas altas, como 64%
positivas por ELISA de sandwich y 76% por
ELISA indirecto (21). Singh et al. reportaron una
mayor incidencia, de 63%. Esta alta incidencia
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Previous studies reported that dogs in Thailand
were infected with CPV-2 by neutralizing antibody
tests. CPV is progressively spreading in Italy,
Portugal, Spain and Germany and has been
detected in Vietham also (15-18).

In the present study, a low incidence rate was
observed (8.33%). The above finding wasn’t
in accordance with those of Phukan et al who
reported 42.29% incidence of CPV infection
among suspected dogs by sandwich ELISA
method in Assam, India (19). Srinivas et al also
reported 53.90% incidence by PCR assay using
H primer in five states of southern India (20).
However, higher incidences were reported by
Phukan et al such as 64% positive by sandwich
ELISA and 76% by indirect ELISA (21). Singh et
al. reported a higher incidence of 63%. Such high
incidence might be due to prevalence of endemic
infection in the population under study (22) or
the type of diagnostic test that each group used.
Furthermore, the pattern of CPV induced disease
in a population is largely influenced by the
susceptibility of host, environmental conditions
such as housing, hygiene, population density,
and pathogenicity of the infectious agent (23).

Joshi et al (24) reported lower incidences up
to 23.02% by counter immunoelectrophoresis.
However, these variations observed in the
prevalence are difficult to explain due to the
different study area and difference in the
methods of sample analysis.

In this study breed-wise distribution of CPV
revealed mixed breeds (10.0%) were more prone
to CPV infection than other breeds. However,
this higher CPV prevalence wasn't statistically
significant (p>0.05) using chi-square test
(IBM SPSS 22). Similar findings were reported
previously (25) where 27.23% incidence was
observed in the local breed. Archana et al (26)
also reported higher prevalence of 56.9% in
nondescript dogs. More incidences in mixed
breeds might be due higher population of this
breed making their close proximity to spread the
infection and poorness or absence of vaccination
schedule being followed by the owners of mixed
breed presumably due to lack of awareness
among them. No specific comments can be made
on breed susceptibility as the population density
of breeds varies from one geographical area to
another (26).

Age-wise prevalence was found to be more between
the age group of below 6 months. However, this
higher CPV prevalence wasn't statistically significant
(p>0.05) using chi-square test (IBM SPSS 22).
This higher prevalence rate below 6 months also
reported earlier (20,27-29). The higher incidence of

podria deberse a la prevalencia de la infeccion
endémica en la poblacién estudiada (22) o al tipo
de prueba diagndstica que cada grupo utilizo.
Ademas, el patrén de la enfermedad inducida
por el CPV en una poblacién esta influido en gran
medida por la susceptibilidad del huésped, las
condiciones ambientales como el alojamiento,
higiene, densidad de poblacion y la patogenicidad
del agente infeccioso (23).

Joshi et al (24) reportaron menores incidencias de
hasta 23.02% por contra inmunoelectroforesis.
Sin embargo, estas variaciones observadas en la
prevalencia son dificiles de explicar debido a la
diferencia en el area de estudio y en los métodos
de andlisis de la muestra.

En este estudio, la distribucidén del CPV en cuanto
a la raza reveld que las razas mixtas (10.0%)
eran mas propensas a la infeccién por CPV que
otras razas. Sin embargo, esta mayor prevalencia
de CPV no fue estadisticamente significativa
(p>0.05) utilizando la prueba de chi-cuadrado
(IBM SPSS 22). Se informaron hallazgos
similares previamente (25) donde se observd
una incidencia del 27.23% en la raza local.
Archana et al (26) también informé una mayor
prevalencia del 56.9% en perros no descriptos.
Més incidencias en razas mixtas podrian deberse
a una mayor poblacién de esta raza, lo que
hace que su proximidad a la propagacion de la
infeccidn y la falta de calendario de vacunacién
sea seguido por los propietarios de la raza mixta,
presumiblemente debido a la falta de conciencia
entre ellos. No se pueden hacer comentarios
especificos sobre la susceptibilidad de la raza ya
que la densidad de poblacion de las razas varia
de un area geografica a otra (26).

Se encontrd que la prevalencia con respecto a la
edad era mayor entre el grupo de edad de menos de
6 meses. Sin embargo, esta mayor prevalencia de
CPV no fue estadisticamente significativa (p>0.05)
utilizando la prueba de chi-cuadrado (IBM SPSS
22). Esta tasa de prevalencia mas alta por debajo
de 6 meses también se informd anteriormente
(20,27-29). La mayor incidencia de CPV por
debajo de 6 meses podria deberse a la afinidad
del virus por células de criptas intestinales que se
multiplican rapidamente en crias de destete con
mayor indice mitdtico debido a cambios en la flora
bacteriana y en la dieta debido al destete (30,31)
. La disminucion del nivel de anticuerpos maternos
después de los 3 meses de edad podria ser uno de
los factores predisponentes, que hacen que el grupo
de edad de 3 a 6 meses sea mas propenso al CPV
y que a medida que avanzan en edad se vuelven
propensos a la infeccion en areas endémicas
debido a la disminucién en titulos protectores
(25,31). En contraste, Phukan et al. informé la
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CPV below 6 months might be due to the affinity of
the virus for rapidly multiplying intestinal crypt cells
in weaning pups with higher mitotic index due to
changes in bacterial flora as well as in the diet due to
weaning (30,31). The fall in maternal antibody level
after 3 months age might be one of the predisposing
factors, which make the age group of 3-6 months
old more prone to CPV and as they advance in age
become prone to the infection in endemic areas due
to decline in protective titers (25,31). In contrast
Phukan et al. reported highest incidence in the age
group of 7-12 months followed by 1-6 months, 13
months and above (19).The prevalence in the age
more than 6 months might be due to improper
age or timing of vaccination, non-boostering of
the animals and improper maintenance of cold
chain for storage of vaccines (31). We found
that dogs with hemorrhagic diarrhea are mostly
infected with parvovirus. However, this higher CPV
prevalence wasn't statistically significant (p>0.05)
using chi-square test (IBM SPSS 22). Since virus
replication requires rapidly dividing cells of fetuses
and newborns or of hematopoietic and intestinal
tissues of young and adult animals its presence in
hemorrhagic diarrhea is predictable (3).

In this study we found the overall prevalence of
CPV in dogs was 8.33% using PCR, and due to the
fact that all parvoviruses are highly stable in the
environment, as they are extremely resistant to
pH and temperature changes and to treatment,
vaccination against CPV infection must be done
carefully and on schedule to control and prevent
the CPV disease.
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incidencia mas alta en el grupo de edad de 7-12
meses seguido de 1-6 meses, 13 meses y mas
(19). La prevalencia en la edad de mas de 6 meses
podria deberse a la edad inadecuada o el momento
de la vacunacion, sin refuerzo de los animales
y el mantenimiento inadecuado de la cadena
de frio para el almacenamiento de las vacunas
(31). Encontramos que los perros con diarrea
hemorragica estan infectados principalmente con
parvovirus. Sin embargo, esta mayor prevalencia de
CPV no fue estadisticamente significativa (p>0.05)
utilizando la prueba de chi-cuadrado (IBM SPSS
22). Como la replicacidn del virus requiere la
divisién rapida de células de fetos y recién nacidos
o de tejidos hematopoyéticos e intestinales de
animales jévenes y adultos, su presencia en la
diarrea hemorragica es predecible (3).

En este estudio encontramos que la prevalencia
global de CPV en perros fue 8.33% usando PCR,
y debido al hecho de que todos los parvovirus son
altamente estables en el ambiente, ya que son
extremadamente resistentes al pH y cambios de
temperatura y al tratamiento, vacunacién contra
CPV la infeccién debe realizarse con cuidado y
segun lo programado para controlar y prevenir
la enfermedad por CPV.
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