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RESUMEN

Objetivo Identificar y caracterizar el virus SARS-CoV-2 en una leona africana (Panthera
leo), hembra, de edad avanzada, que presenté por varios meses signos relacionados
con enfermedad respiratoria atipica.

Métodos Se tomaron muestras de hisopados nasales 23 dias después de haber reportado
secrecion nasal inicial. Se realizé la deteccion del virus SARS-Cov2 mediante RT-gPCR y
posteriormente se caracterizo el genoma completo mediante secuencia lllumina.
Resultados Desde el punto de vista clinico, los resultados encontrados en las
muestras de sangre no mostraron cambios evidentes que se pudieran relacionar con
el virus o con todos los signos descritos desde el inicio del caso. Para la secuenciaciéon
genomica los analisis mostraron una alineacion mdultiple comparativa entre los tres
genomas (muestra Leona, FIP u NC_045512 [Wu han]) por medio de Mauve, centrado
en los genes Spike, E y M (archivo complementario, parte B). Se logré identificar 5
segmentos muy similares entre Leona y NC_045512 (Wuhan).

Conclusiones Es necesario adelantar mas investigaciones para estandarizar el
diagnostico de esta patologia en los animales. Asi mismo, se requieren estudios
gendmicos en estas especies. Ademas, se evidencid con la revision del estado de la
cuestion que existen muchos vacios del conocimiento en la implicaciéon zoondtica de
la pandemia y en el conocimiento de este virus en animales domeésticos y silvestres, lo
que supone un reto importante para las investigaciones de aqui en adelante.

Palabras Clave: PCR; infecciones por coronavirus; leones; animales salvajes; secuencia
lllumina (fuente: DeCS, BIREME).

ABSTRACT

Objective To identify and characterize the SARS-CoV-2 virus in an elderly African
lioness (Panthera leo) that presented signs related to atypical respiratory disease for
several months.

Methods Nasal swab samples were taken 23 days after infection. have reported initial
nasal discharge.

Results The SARS-Cov2 virus was detected by RT-gPCR and the complete genome
was subsequently characterized by lllumina sequencing. The results found in the blood
samples did not show obvious changes that could be related to the virus or to the
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signs described from the beginning of the case. For genomic sequencing the analyzes showed a comparative multiple
alignment between the three genomes (sample Leona, FIP or NC_045512 (Wu han)) by means of Mauve, focusing
on the Spike, E and M genes (Supplementary file, part B); 5 very similar segments between Leona and NC_045512

(Wuhan) was identified.

Conclusions It is necessary to carry out more research to standardize the diagnosis of this pathology in animals and
guarantee access to it. Also, genomic studies in these species. Additionally, it was evidenced with the literature review
that there are many knowledge gaps in the zoonotic implication of the Pandemic and in the knowledge of this virus in
domestic and wild animals, which represents an important challenge for research from now on.

Key Words: RT-gPC; coronavirus infections; lions; wild animals; lllumina sequence (source: MeSH, NLM).

1 sindrome respiratorio agudo severo causado por el

coronavirus tipo 2 (SARS-CoV-2), descubierto en

Wuhan (China) en el 2019, culpable de la actual
pandemia de COVID-19, ha causado millones de casos
confirmados en humanos de todo el mundo y otros
cuantos confirmados en animales tanto domésticos como
silvestres (1-5). También ha generado un sin ndmero
de problematicas sociales, econémicas, culturales, etc.,
en todo el mundo. Por ello, es importante abordar esta
problemadtica desde otras disciplinas que complementen
el enfoque epidemiolégico predominante (6).

Desde el inicio de la pandemia en el 2020 se sospechd
de su origen zoondtico, tal como se confirmé posterior-
mente, pese a que aun no se tiene total claridad del papel
que pueden jugar los animales silvestres y domésticos en
la cadena de transmisién entre las especies animales y los
seres humanos y viceversa (7,8).

Los coronavirus han sido protagonistas de otras
pandemias afios atrds y han representado una preocu-
pacién constante en el mundo de la salud animal por
mas de treinta afios, durante los cuales se han llevado a
cabo multiples investigaciones para entender el compor-
tamiento de estos virus y como seria el mejor manejo,
tratamiento o vacuna (si es el caso). Pese a todos estos
esfuerzos, muchos coronavirus no se han podido eliminar,
aunque y si se han podido controlar parcialmente (9-11),
como el caso del coronavirus felino (FCoV) causante de
la peritonitis infecciosa felina (PIF), una patologia que
no solo afecta a los felinos domésticos, sino al parecer
a felinos y otros animales silvestres. Sin embargo, atn
existen muchos vacios del conocimiento respecto a esta
enfermedad que se sigue investigando alrededor del
mundo y los resultados que se han obtenido a través del
tiempo podrian ayudar al entendimiento de los casos de
SARS-CoV-2 actuales desde lo clinico (12-16).

Alafecha se han publicado mas de 1000 articulos cienti-
ficos sobre el SARS-CoV-2 en humanos. No obstante, ain
existen varios interrogantes sobre este virus (1-16). En
contraste, es mucho menor el nimero de publicaciones
sobre el SARS-CoV-2 en animales domésticos y silvestres,
lo cual constituye un reto para la salud ptblica.

En el caso especifico de la identificacién molecular de
SARS-CoV-2 en animales hay muy pocas publicaciones,
pese a que el virus se ha encontrado en tigres y leones
(siete animales en total del Zoolégico del Bronx en Nueva
York), en primates no humanos, en trece gatos y en
cuatro perros alrededor del mundo. Ademas, en estudios
experimentales han resultado susceptibles los felinos, los
hurones, primates y cerdos principalmente (3-11,13-15).

METODOS

Descripcién del caso

La identificacién molecular de SARS-CoV-2 se realizé en
una leona africana (Panthera leo), de 16 afios, que vivia
bajo cuidado humano en un zoolégico colombiano. Los
signos que podrian estar relacionados con el cuadro se
reportaron en 2021 (Figuras 1y 2).

Revisién de informacion

Se realizaron diferentes busquedas en inglés y espafiol en
buscadores como scoprus, Medline, Scielo, Bvs, PubMed
y Google Académico. Los descriptores usados fueron
“coronavirus”, “felinos”, “SARS-CoV-2”, “animales
domésticos”, “animales silvestres”, “felinos silvestres”,
“humanos”, “identificacién molecular”, “COVID-19”.
Muestras clinicas

Las muestras de sangre de la leona fueron tomadas con
los protocolos descritos por la medicina veterinaria para
toma de muestras y se enviaron refrigeradas a un labora-
torio veterinario avalado para su procesamiento.

Toma y transporte de la muestra de hisopado nasal

Las muestras de hisopado nasal se tomaron con un hisopo
estéril haciendo movimiento rotatorio en cada fosa nasal,
introduciendo lo mas posible el hisopo. Cada hisopo
fue depositado en cada medio de transporte haciendo
movimientos rotatorios y dejando la punta del hisopo
sumergido en cada medio de trasporte viral, que se prepard
en la sala de medios de cultivo del Departamento de Micro-
biologia de la Facultad de Medicina de la Universidad
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Figura 1. Resumen descripcion del caso de la leona africana (Panthera leo), 2021

26/02/21 Se reporta a la paciente con sonidos respiratorios anormales.
03/03/21 Se revisa por Médico Veterinario: Se evidencia sonido respiratorio superior y respiracion agitada.
04/03/21 Inicia tratamiento con Trimetoprim sulfametoxazol.
08/03/21 Se toman muestras de sangre a voluntad por condicionamiento operante.
09/03/21 Se inicia tratamiento Biorregulador para soporte renal.
19/03/21 Se observa depresion central en la punta de la nariz.
22/03/21 Se han reducido los sonidos y se inicia nebulizacién.
| 25/03/21 Se observa mayor depresion central en la punta de la nariz y deformidad de esta.
20/04/21 Amanece muy decaida. Se esta entrenando para tomar radiografia de cabeza a voluntad.
| 21/04/21 Se inicia tratamiento con Clembuterol.
03/05/21 Se realiza la radiografia. Se evidencia destruccion del cartilago de ambas fosas nasales.

Se suspende el tratamiento antibiético. Se evalia la posibilidad de imprimir unos stents
04-23-05/21 nasales en material biocompatible a EEUU para colocarselos y mejorar su respiracion y
calidad de vida.

24/05/21 Amanece muy deprimida, débil, disnea muy marcada y secrecién nasal.

Se realiza anestesia, toma de muestras, medicacion, hidratacion y profilaxis dental. Se
sospecha de causa infecciosa. Se colocan stents nasales provisionales. Nota: llama
25/05/21 la atencién un marcado edema en la regién faringea y las amigdalas aumentadas de
‘ tamafio lo que no permite la intubacién endotraqueal.

Se observa a la leona de mucho mejor animo y los sonidos respiratorios han desaparecido
29/05/21 casi por completo. Todos los tratamientos se ofrecian por medio del condicionamiento
operante (entrenamiento) por parte del area de salud comportamental.

No esta respondiendo bien al entrenamiento para recibir el tratamiento. Se observa
10/06/21 nuevamente dificultad respiratoria.
| Se esta en proceso de mandar a imprimir los stents nasales en EEUU.

No ha querido comer nada desde hace mas de 5 dias y esta respirando por la boca y no se ve bien.

15/06/21 Por lo que es necesario anestesiarla nuevamente y tomar la mejor decision para la paciente.

Se anestesia se evidencia que ha perdido alrededor de 30 kg, se observa una deshidratacion
de 8-10%, una CC de 1/5. Al retirar los stents provisionales y realizar palpacion
de los conductos nasales se evidencia que ademas de la destruccion del cartilago
16/06/21 se estan afectando los cornetes.

Se toman muestras entre ellas para PCR de SARS-CoV-2.

Se realiza la eutanasia con Euthanex © IV.
Se incinera el cadaver por riesgo de salud publica.

Fuente: historia clinica de la leona.

Figura 2. Radiografia lateral de cabeza de la leona africana (Panthera leo), 2021

; A2as
/

AR 3 .,

80 kVp 2.5 mAs O mA



REVISTA DE SALUD PUBLICA

Nacional de Colombia, de acuerdo con el protocolo
suministrado por el Instituto Nacional de Salud. Breve-
mente, para 400 ml de Caldo BHI, se agregaron 27
ml de albumina bovina fraccién V (7,5%), 4 ml de
penicilina 10,000 unidades/ml y 3,2 ml de anfotericina B
250 ug/ml. Una vez depositados los hisopos en los medios
de transporte correspondientes y se llevé bajo refrige-
racién de inmediato al laboratorio del Departamento de
Microbiologia de la Facultad de Medicina de la Univer-
sidad Nacional de Colombia.

Extracciéon de ARN viral del SARS-Cov2

El kit empleado para la extraccién del ARN viral fue
MGIEasy Nucleic Acid Extraction Kit (39), el cual hace uso
de la tecnologia de perlas supermagnéticas que se unen a
los acidos nucleicos. Inicialmente se empleé un tampén
de lisis para romper las células y la capsula viral, seguido
de una separaciéon magnética del ADN/ARN. Luego se
hicieron tres lavados antes de eluir el ADN/ARN en
agua libre de RNAasas. A continuacién, se llevd a cabo
el protocolo resumido, seguido de las instrucciones del
fabricante: se agregaron 200 pL de muestra a la mezcla
de tampén de lisis preparada previamente (perlas super-
magéticas, proteinasa K, etanol y solucién MLB, como lo
indica el fabricante), y se realizé vortex durante 1 min.
Seguidamente se centrifugd a 11000 rpm por 1 min
e inmediatamente se colocé en el soporte magnético
durante 1 min. Después de que el liquido aclard, se
deseché el liquido sobrenadante. Se afiadieron soo pl de
tampdén MW1 vy se retird el tubo del soporte magnético;
luego se mezcl6 bien durante 5-10 s. El tubo de centrifuga
se colocoé de nuevo en el soporte magnético durante 1
min. Una vez que el liquido quedé completamente claro,
se deseché el sobrenadante. Luego se afiadieron 500 pL
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de tampdén MW2. Se retird el tubo del soporte magnético
y se mezclé bien durante 5-10 s. Se colocé el tubo de
centrifuga en el soporte magnético durante 1 min y se
desechd el sobrenadante como se indicé anteriormente.
El siguiente paso fue agregar 600 pL de etanol absoluto
y se retird el tubo de centrifuga del soporte magnético.
Se mezcl6 bien durante 5-10 s y se coloc6 de nuevo en el
soporte magnético durante 1 min. Una vez que el liquido
quedd completamente claro, se desechd el sobrenadante.
Luego se incub6 a 56°C hasta que se evapord todo el
etanol. Luego se retiré el tubo de centrifuga del soporte
magnético y se adicionaron 5o pL de agua libre de RNasa.
Se mezcld y se incubd a §6°C, 1200 rpm durante 3 min.
Después de los 3 min, se colocé el tubo de centrifuga en
el soporte magnético. Después de que el liquido quedd
completamente transparente, se transfirié con cuidado
47 pL de la solucién de ARN a un tubo de 1,5 ml. Se
etiquetd y se almacend a -25 °C.

Deteccion de los genes E y RdRp del virus SARS-
Cov2 mediante tiempo real RT-qPCR

Se empleé la tecnologia TagMan estandarizada por el
grupo de virologia de Charité-Berlin (40) con algunas
modificaciones. Los iniciadores y sonda utilizados
para la detecciéon de los genes E y RdRp fueron los
disefiados por el mismo grupo de virologia de Chari-
té-Berlin para la deteccién del ARN viral (17). Como
control de la extraccién para detectar falsos negativos
debido a inhibidores de la muestra, se empled el gen
humano de la ribonucleasa P (RNasa P), cuya deteccidén
fue estandarizada por el Grupo de Biologia Molecular
de la Secretaria de Salud de Bogota (comunicacién
personal). Los iniciadores y sondas de los genes anali-
zados se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Iniciadores y sondas empleadas en la deteccion de SARS-Cov1

Nombre del primer sonda

Secuencia de los primers/Sondas 5'-3*

RNAse P For.
RNAse P Rev.
RNAse P Pro1
RdRp_SARSr-F2
RdRp_SARSr-R1
RdRp SARSr-P2
E-Sarbeco-F1
E-Sarbeco-R2
E-Sarbeco-P1

AGATTTGGACCTGCGAGCG
GAGCGGCTGTCTCCACAAGT
FAM-TTCTGACCT-Nova-GAAGGCTCTGCGCG-BHQ-1
GTGARATGGTCATGTGTGGCGG
CARATGTTAAASACACTATTAGCATA
FAM-CAGGTGGAACCTCATCAGCGAGATGC-BHQ-1
ACAGGTACGTTAATAGTTAATAGCGT
ATATTGCAGCAGTACGCACACA
FAM-ACACTAGCCATCCTTACTGCGCTTCG-BHQ-1

Se empled la mezcla Luna Universal Probe One Step
(New England Biolabs) para la amplificacién. La concen-
tracién de reaccién de los iniciadores para los genes E
y RdRp es de 0,4 uM y de la sonda de 0,2 uM. Para el
gen RNAasaP, la concentracién de los iniciadores es de

0,2 uM y la sonda de 0,15 uM. El volumen de la reaccién
de amplificacién fue de 20 uL, de los cuales 5 uL corres-
ponden al ARN extraido. Posteriormente se colocé en el
termociclador y el programa de ciclaje fue el siguiente:
50°C 15” (obtencién del cDNA), seguido de 40 ciclos de
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95°Cs’, 60°C45”’; la captura de la fluorescencia se realiza
en el paso de extensién, es decir, durante los 60°C 45”.
Las sondas E y RdRp son detectadas en el canal FAM y
la sonda de RNasa P es detectada en el canal HEX. Las
muestras fueron consideradas positivas cuando la fluores-
cencia sobrepasa el umbral de deteccién en un Ct menor a
38. De lo contrario, fueron consideradas negativas.

Secuenciaciéon del genoma

La biblioteca de secuenciacién de Nanorope se prepard
de acuerdo con el protocolo de secuenciacién ARTIC
nCoV-2019 v3 (LoCost) (https://www.protocols.io/view/
ncov-2019-sequencing-protocol-v3-locost-bh42j8ye).

La muestra se transcribi6 inversamente con el kit LunaS-
cript® RT SuperMix (New England BioLabs), y los 2 grupos
de amplicones de virus de PCR se prepararon con paneles
de cebadores IDT ARTIC nCoV-2019 V3. Se utilizaron el
kit EXP-NBD196-Oxford Nanopore y el kit SQK-LSK109-
XL-Oxford Nanopore para el cédigo de barras ylaligadura,
respectivamente. Se usaron perlas magnéticas Ampure
XP (Angencourt Bioscience Corporation, MA, EE. UU.)
en los pasos de limpieza, y se usé el kit de ADN Qubit HS
(Thermo Fisher Scientific Inc.) para las cuantificaciones
de grupos y bibliotecas. La biblioteca se cargd y secuencié
en un secuenciador MinION MkiC (Oxford Nanopore),
usando una celda de flujo FLO-MIN-106D. MinKNOW,
version 21.05.8 realizé la amplificacién de bases rapidas y
demultiplexacién en vivo.

Analisis bioinformatico
Las lecturas obtenidas fueron preprocesadas, ensam-
bladas y analizadas por medio de la canalizacién

Viralrecon (18). Brevemente, la calidad de la secuencia
se determino utilizando PycoQC. Luego se procesé poste-
riormente con el software Guppyplex y Artic Minion. Las
métricas de alineacidén se obtuvieron utilizando SAMtools
y Mosdepth. El andlisis posterior para la determinacién
de variantes y la clasificacién taxonémica se realizé con
BCFtools, snpEff, Pangolin 3.1.16 y Nextclade 1.7.0.
La implementacién del algoritmo BLAST de NCBI y el
software MAUVE también se utilizaron para andlisis
comparativos del genoma (19).

RESULTADOS

Revision de informacion

Con los descriptores mencionados en el apartado de
metodologia, se obtuvieron mas de 2 ooo articulos discri-
minados de la siguiente manera:

ePara descriptores como SARS-CoV-2, COVID-19 en
humanos: mas de 1 ooo

ePara descriptores como SARS-CoV-2 en felinos y
animales silvestres: 9o

* Para descriptores como coronavirus en felinos: mas de 1000

*Para descriptores como SARS-CoV-2 y zoonosis: 300

Luego de la lectura de los articulos, se escogieron —de
acuerdo con su pertinencia y calidad— solo 140 para el
desarrollo de este articulo.

Muestras clinicas
Los resultados obtenidos de las muestras de sangre se
muestran de manera comparativa en la Tabla 2.

Tabla 2. Resultados comparativos de las muestras de sangre en una leona africana (Panthera leo), 2021

Parametro Resultado F1*  Resultado F2** Resultado F3*** Unidad Valor normal ****
Hematocrito 44 38 42,8 % (24-51,5)
Hemoglobina 16,9 13,2 12,5 gr/dl (11-17,7)
Eritrocitos 12.3 8.7 8,42 x108 cel/ul (6,2-15)
VCM 46 43,7 50,8 fl (37-58)
HCM 13,8 1 14,8 pg (15-17)
Leucocitos 9,4 14,9 211 x103 cel/ul (5-19,9)
Neutréfilos Relativo 80 65 56 % (47-87)
Neutrofilos Absoluto 7.5 9,6 11,8 x103 cel/ul (0,01-15,2)
Linfocitos Relativo 20 15 25 % (8-36)
Linfocitos Absoluto 2 2,2 5,2 x103 cel/ul (0-3,85)
Eosindfilos Relativo 0 0 5 % (0-9)
Eosindfilos Absoluto 0 0 1,05 x103 cel/ul (0,06-1,2)
Monocitos Relativo 0 14 14 % (1-11,6)
Monocitos Absoluto 0 2,0 2,95 x103 cel/ul (0-1)
Plaquetas 536 464 488 x102 cel/ul (150-500)
Proteinas totales 8 6,6 7,8 gr/dl (6,8-8,7)
Albimina - 3,2 - gr/dl (3-4,4)
Globulina - 3,4 - gr/dl (3-4,4)
Creatinina 3,6 2,3 3.1 mg/dl (1,8-3,6)
Nitrégeno ureico 35 23 21,2 mg/dl (19,4-51,4)
ALT 36 51 23 U/L (25-98)
AST 34 54 39 U/L (17-59)
FeCoV ELISA - Negativo - - -
Observaciones al No No Neutrdfilos toxicos (30%) y

Cuadro Hematico

abundantes agregados plaquetarios

Fuente: Historia clinica, Zims: 2021. F1: 08/03/21 * Bajo condicionamiento operante a voluntad; F2: 25/05/21 ** Primera anestesia; F3: 16/06/21 *** Segunda
anestesia. **** Valores de referencia tomados de Zims medical para Panthera leo: 2021.
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Extraccion de ARN viral del SARS-Cov2
Se extrajo ARN viral compatible con SARS-Cov2 de las
muestras de hisopada nasal de la leona (Panthera leo).

Deteccion de los genes E y RdRp del virus SARS-Cov2
y del gen RNasa P mediante tiempo real RT-qPCR
Se logré amplificar el gen E y el gen RdRp del virus
SARS-Cov2 de la muestra obtenida de la leona, como se
observa en las Figuras 3A y 3B, respectivamente. Igual-
mente, se logré detectar el gen RNasaP en el control
positivo, indicando la ausencia de inhibidores de la PCR
(Figura 3C).

Como control positivo para el gen E se empled una
muestra humana positiva para SARS-Cov2 y cuya curva
se observa en la gréafica de color verde. El control negativo
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es la mezcla de pcR sin adicién de cDNA (curva de
amplificacién de color azul). El control de extraccién (C
ext 2) es una muestra humana negativa para SARS-Cov2
(curva de amplificacién azul). La muestra de la leona se
extrajo por duplicado y se obtuvieron, en ambos casos,
un resultado positivo representado por las curvas de
amplificacién de color rojo.

Como control positivo para el gen RdRp, se empled
una muestra humana positiva para SARS-Cov2, y cuya
curva se observa en la grafica de color verde. El control
negativo es la mezcla de pCR sin adicién de cDNA (curva
de amplificacién de color azul). La muestra de la leona se
corrié por triplicado y en una de las corridas se obtuvo una
curva de amplificacién positiva en el limite de deteccién
(curva de color rojo).

Figura 3A. Deteccion del gen E del virus SARS-Cov2 mediante tiempo real RT-gPCR de la
muestra de hisopado nasal de la leona (Panthera leo), 2021

Amplification

Flour  Target Sample Cq Color
. FAM GenE CRNAP  NEG AZUL
g FAM GenE CNEG NEG AZUL
g’ FAM GenE CPOSE 22,72 VERDE
& FAM GenE LEONA 27,87 ROJO
FAM GenE LEONA 27,25 ROJO
FAM GenE Cext2 NEG AZUL
Cycles
Fuente: Laboratorio de Microbiologia. Facultad de Medicina. Universidad Nacional de Colombia, 2021.
Figura 3B. Deteccion del gen RdRp del virus SARS-Cov-2 mediante tiempo real
RT-qPCR de la muestra de hisopado nasal de la leona (Panthera leo), 2021
Amplification
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Fuente: Laboratorio de Microbiologia. Facultad de Medicina. Universidad Nacional de Colombia; 2021.
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Figura 3C. Deteccion del gen humano RNasa P mediante tiempo real RT-gPCR de la muestra
de hisopado nasal de la leona (Panthera leo), 2021

Amplification
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9 L
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T 5%
> 4
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2 3
114
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Flour Target Content  Sample Cq Color
HEX RNAasaP Unkn CRNAP 27,69 VERDE
HEX RNAasaP Unkn C NEG NEG AZUL
HEX RNAasaP Unkn LEONA NEG ROJO
HEX RNAasaP Unkn LEONA 38,73 ROJO

Fuente: Laboratorio de Microbiologia, Facultad de Medicina, Universidad Nacional de Colombia, 2021.

El control positivo para el gen RNasaP es una muestra
humana, cuyo resultado fue positivo confirmado por la
presencia de la curva de amplificacién de color verde. Este
resultado indica que no se encontraron inhibidores de la
PCR en esta muestra control. En la muestra de la leona el
resultado fue negativo (curvas de amplificacién de color
rojo). Sin embargo, fue positiva para el gen E (Figura 44A),
indicando que no hubo presencia de inhibidores de la PCR.

Analisis bioinformatico

Para evaluar el origen taxonémico del ARN muestreado,
se usaron dos genomas diferentes como referencia para el
ensamblaje. El primero fue el aislamiento del coronavirus
2 del sindrome respiratorio agudo severo Wuhan-Hu-1
(ntmero de identificacién NC_045512.2 en la base de
datos refseq del NcBI). El segundo fue el virus de la perito-
nitis infecciosa felina (F1P) (nimero de identificacién
NC_002306.3 en la base de datos refseq del NCBI), un
coronavirus que provoca una infeccién mortal en los felinos
(20,21). El ensamblaje del genoma contra la referencia
FIP no super6 los requisitos minimos de cobertura de
Viralrecon y, por lo tanto, no pudo ser utilizado para
un analisis posterior.

Con respecto al ensamblaje del genoma de Wuhan-
Hu-1, el contenido general de N en el genoma secuenciado
fue del 64%, lo que llev a Pangolin a rechazar cualquier
clasificacién. Sin embargo, Nextclade pudo clasificar la
secuencia del genoma como perteneciente al clado 20C
e identificé las siguientes 4 mutaciones en los genes que
codifican las proteinas Spike, ORF1b y ORF3a: C14408T,
C23604A, G24410A y G25563T, correspondientes a
las sustituciones de aminodcidos: S:P681H, S :DgsoN,
ORF1b:P314L y ORF3a:Q57H respectivamente (20,21).

Para comprender las diferencias entre el ARN de la
leona muestreado y ensamblado, el genoma de FIP y el
genoma de referencia de Wuhan, se realizaron andlisis

adicionales entre estos tres. Los analisis BLAST se reali-
zaron entre FIP y el genoma ensamblado de la leona,
asi como entre este tltimo y el genoma de referencia de
Wuhan (NC_045512.2).

La alineacién general de la leona vs. FIP mostré una
cobertura total del 5%, con un 68,48% de identidad
(archivo complementario X, parte A), localizada en una
region especifica entre las posiciones ~ 15000-210000
pb en FIp. La alineacién entre la leona y NC_045512.2
mostré una cobertura del 35% con una identidad del
100%, distribuida de principio a fin de ambas secuencias
(archivo complementario X, parte A). La alineacién entre
FIPy NC_045512 mostrd una cobertura del 25%, con una
identidad del 63,34% en una regién localizada entre las
posiciones ~10500-23000bp en el genoma de referencia
de NC_o045512 (archivo complementario X, parte A).

Se realizé una alineacién mdltiple comparativa entre
los tres genomas por medio de Mauve (21), centrandose
en los genes Spike, E y M (archivo complementario,
parte B). Como se esperaba del analisis BLAST anterior,
la FIP general parece estar mas distante (en términos de
similitud de secuencia) de NC_045512 y el genoma de
la leona. Con respecto al gen de codificacién de Spike,
se logré identificar 5 segmentos muy similares entre la
leona y NC_045512, y un segmento similar de bajo nivel
entre la regién de inicio de la regién S, asi como otros 3
segmentos de bajo nivel en la regién central de la misma
regién S entre los tres genomas. En cuanto al gen E, no se
encontrd similitud entre los tres genomas, pero si entre
los genomas de leonas y NC_45512. Una situacién similar
se observé para el gen M.

DISCUSION

El objetivo fue identificar SARS-CoV-2 en una leona
africana (Panthera leo), hembra de edad avanzada, que



REVISTA DE SALUD PUBLICA

presentd por varios meses signos de enfermedad respi-
ratoria atipica.

La brecha que existe entre las publicaciones de
humanos y animales relacionadas con la pandemia es
muy amplia (1,3-11,13-15,22-24) y esto evidencia, por
un lado, que la preocupacién por la supervivencia de la
humanidad es de vital importancia, pero, por otro lado,
sigue evidenciando la falta de articulacién interinsti-
tucional e interdisciplinaria para el entendimiento y
afrontamiento de enfermedades como estas, que son
catalogadas como zoonosis (25,26), y el enfoque predo-
minante epidemiolégico a nivel mundial para responder a
estos problemas de salud publica (6).

Lo anterior se convierte en una limitacién importante
para lograr una comprensién integral de la problemadtica
actual y, al mismo tiempo, aumenta los vacios del conoci-
miento en la relacién salud animal-humana, atrasando el
diagnéstico oportuno en el caso de los animales domés-
ticos y silvestres y en la formulacién de planes de control
mas eficaces para la humanidad.

Pasando a la descripcién del caso de la leona, cabe
resaltar que luego de la revisién de los articulos publi-
cados sobre SARS-CoV-2 en animales domésticos y
silvestres, se puede decir que la paciente presenté cambios
descritos en publicaciones como el aumento de tamafo
de las amigdalas y secrecién nasal y los cambios iniciales
del cuadro hematico que podrian o no presentarse o estar
relacionados con otras patologias (3-11,13-15).

Sin embargo, otros signos descritos en el caso
(como los cambios estructurales en el cartilago nasal, la
depresién central en la punta de la nariz, la afectacién de
los cornetes, sonidos respiratorios superiores y disnea)
no se han descrito en las publicaciones existentes y no
es posible establecer la relacién de estos signos con el
SARS-CoV-2. Por lo anterior, es necesario adelantar mds
estudios que permitan profundizar esta informacién en
animales, sobre todo en felinos silvestres. Cabe resaltar
que una de las teorias iniciales (al momento de la presen-
tacién de la depresién central en la punta de la nariz y la
observacién de la destruccién de los cartilagos nasales en
la radiografia, luego de descartar el origen traumatico) fue
el posible acenso de bacterias de cavidad oral que llegaron
al cartilago nasal, provocando esta destruccién (27,28).
Cabe mencionar que durante el desarrollo del caso se
realizé un ELISA para la deteccién de coronavirus felino
(FeCoV) y esta salid negativa, como sucedié en ocasiones
anteriores a lo largo de su vida, como se evidencié en su
historia clinica.

Se logré la identificacién molecular del virus de
SARS-CoV-2 en esta paciente, a partir de muestras
de hisopados nasales, con la técnica utilizada para el
diagndstico en humanos (descrita en la metodologia) por
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el laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Medicina
de la Universidad Nacional de Colombia. Esto muestra,
por un lado, que los protocolos y técnicas de diagndstico
para SARS-CoV-2 desarrolladas en humanos son aplicables
en animales domésticos y silvestres como lo muestran
los pocos estudios existentes (7-9,11,29-30) y en el caso
colombiano, especificamente, es fundamental realizar mas
estudios para estandarizar el diagnéstico en animales y
generar acceso a estos procesos desde la salud animal.

Con respecto a la secuenciaciéon gendémica, el hecho
de que con la base de las pipetas utilizadas no pudiera
obtener una alineacién factible cuando se usé el genoma
de F1P como referencia (pese a que pudo obtenerla cuando
se usé NC_o45512 como referencia) sugiere que el ARN
muestreado estd mas cerca del genoma de referencia de
Wuhan que del coronavirus causante de FIP.

Esta sugerencia también es compatible con la mayor
similitud entre la regidon del gen codificante Spike del
genoma ensamblado entre NC_o4§512.2 y el genoma
ensamblado, asi como la ausencia total de similitud entre
los genes E y M, entre NC_045512.2 y el genoma ensam-
blado de Leona, en comparacién al genoma de FIP.

La baja similitud general entre NC 045512 y el
genoma ensamblado, que también mostrd un patrén
ciclico de alineacién seguido de una desalineacién de
principio a fin en ambos genomas, no permitié evaluar
qué tan relacionados estaban ambos genomas. Por ello,
se sospecha que una combinacién de varios factores,
como cebado, cobertura y mutaciones, son la causa de
este patrén de ensamblaje.

Sin embargo, el genoma secuenciado por la presente
fue clasificado como perteneciente al clado 20C del
software Nextstrain, particularmente debido a las susti-
tuciones identificadas P681H y Dg5oN.

Por todo lo anterior, es preciso adelantar mas inves-
tigaciones para entender las dindmicas de transmisioén y
patogénesis de esta infeccién en los animales domésticos
y silvestres, y el rol que juegan para el entendimiento y la
transmision de este virus a los humanos (31-39) ¢
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