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RESUMEN

El parvovirus canino tipo 2 (PVC-2) ha sido considerado como uno de los
patdgenos de mayor importancia clinica en los perros desde que emergié en 1978.
El PVC-2 es el agente causal de enteritis hemorragicas agudas y de miocarditis en
perros, con una morbilidad el 100% y una mortalidad del 10% en perros adultos y
del 91% en cachorros. Algunos reportes indican que tanto la prevenciéon como la
severidad de la enfermedad estan relacionadas con la tasa de titulos de
anticuerpos IgG contra PVC-2 en perros.

La presencia de anticuerpos contra PVC-2 en perros indica una vacunacion previa,
una exposicién con virus de campo o en el caso de cachorros la presencia de
anticuerpos derivados materno (ADM) y estos generalmente estan relacionados
con una proteccién confiable contra la enfermedad.

En este estudio fue analizada la frecuencia de anticuerpos IgG contra PVC-2 en
perros de la zona conurbada de Toluca, utilizando la técnica de Inhibicion de la
hemoaglutinacion.

Doscientos veintiddés sueros de perros provenientes de calle, criaderos y casas
fueron procesados mediante HI, mostrando que solo el 36.4% de la poblacion
analizada tiene anticuerpos O1 : 2 8tacion considerada protectora en este
estudio. 52/222 eran cachorros de seis semanas de edad con presencia de ADM,
con una mediana de titulos de anticuerpos de 1:96, solo el 9.6% tubo titulos de
anti cuer p o@entr&lgue2l BOR22 perros eran mayores de 6 semanas de
edad, con una mediana de titulos de anticuerpos de 1:128 y un 44.7% de perros

con antic2@&rpos O1:



INDICE

AGRADECIMIENTOS ...ttt ettt e e e e e e e e s e e e e e e e e s s snsnraeeeeeeeeas I
] D 1 [ @ N @ ] = P I
Y 1Y 1
INDICE . ...ttt ettt s ettt \Y
INDICE DE TABLAS, FIGURAS Y GRAFICAS ......cviveeeeeeeeeeeeeeeeee e VI
1. INTRODUGCCION.....ciiiitiiititieieieieiee sttt sttt ee b ee e e e s 1
2. REVISION DE LITERATURA ..ottt 4
2.1 Descripcion del agente etiolOgICO .........ccovviviiiiiiiiiiie e 4
2.2 Patogénesis de la gastroenteritis parvoviral .............ccccoevviiiiiiiiee e 8
2.3 Signos clinicos de la gastroenteritis parvoviral ............ccccceeeeiiiiiiiiiiiieeeeeeeee 12

2.3.1 Presentacion clinica con signos cardiaCos...........ooouvvvvieeiieeeei i 12

2.3.2 Presentacion clinica con Signos entériCoS...........ccuvuiiiiiieeeeeeeeiiiiiiie e, 13
o= 1o ] (0T |- 16

2.4.1 LeSIONES MACIOSCOPICAS ....vvvveeeieeeeeiiiiriiieieeeaeeasaaaisatreeeeeaeeessannnnneeseeeeeens 16

2.4.2 LeSIONES MICTOSCOPICAS ...uvvvvreriieeaeiiiiiiiiiieieeee e e e e ettt e ee e e e e e e annneeeeeeeeeeens 18
2.5 Aspectos de la respuesta inmune contra PVC-2 ...........oviiiiiiiiiiiiieiiciee e 20
2.6 Aspectos sobre la VaCuNACION.........cccoeceeiiiiiiiiie e 25
2.7 Técnicas para la determinacion de titulos de anticuerpos ............ccccccceeeeeennee 30

2.7.1 Inhibicion de la hemoaglutinacCion (H1).........cccccooviiiiiiiiiiiiee e 30

2.7.2 Inmunocromatografia ...........ccceeveiiiiiiiiic e 31

2.7.3 Ensayo por Inmunoabsorcion Ligado a Enzimas (ELISA) .........cccceee.... 32
2.8 Antecedentes relacionados a este trabajo...........cccvvvvviiviiiiiiiiiiiiiiiiii 35
3. JUSTIFICACION. ....oiiiieiiieieie ettt ettt ettt snenas 38
4. HIPOTESIS ..ottt 40
T © 1= | I 1V RO PPSRR 41
5.1 ODbjetivos €SPECITICOS .....cie i 41
B. MATERIAL. ..o e e e e e e e e e e e aaas 42



6.1 Material DIOIOQICO ........uueiii e e 42

6.2 Material de 1aboratorio ............coovviiiiiiiiiiiii 42
6.3 EQUIPO. ..o 43
O =T od 1Yo 1 TR 43
7. METODO ...ttt ettt ettt a et ne et b e 44
7.3 Inhibicion de la hemoaglutinacion (HI) ............eiiiiii i 45
7.4 INMUNOCIOMALOGIafial. ... 46
48 TN = 1Y P 46
8. LIMITEDE ESPACIO .....ooiviieeeiecee ettt 49
9. LIMITE DE TIEMPO......ccoiiiiieeieeeteee ettt ettt sttt ete e 50
10. RESULTADO ..ottt et e e e e e e e e e e e et e e e e e e eaneeeaneens 51
11, DISCUSION ..ottt ettt ee et e s e s 58
12, CONCLUSION .....ooiiiiceccee ettt eteeaeeae e 63
13, SUGERENCIAS ... ..ottt e e e e e s 64
14. LITERATURA CITADA . .. e e e e e e e 65
15, ANEXOS o e 73



Determinacién de la frecuencia de titulos de anticuerpos IgG protectores contra parvovirus
canino tipo 2 en una poblacién de perros de la zona conurbada de Toluca

INDICE DE TABLAS, FIGURAS Y GRAFICAS
INDICE DE FIGURAS

Figura 1 Modelo de la estructura de la capside del PVC-2...........cccccceiieiiiiiinnnnen. 5
Figura 2 Esquema de la patogénesis parvoviral .............ccccceeeriiiiiiiiiiieieee e 9
Figura 3 Cuadros de CONLINGENCIA .......cuuuvuiiiieeeiieeeeeiei e e e 51
Figura 4 Analisis de presencia de anticuerpos considerando la edad ................... 56
Figura 5 Analisis de presencia de anticuerpos considerando el sexo................... 57

INDICE DE TABLAS

Tabla 1 Concordancia entre IC, HI y ELISA para la deteccion de titulacion de
anticuerpos CONra CPV-2.......coo e 53
Tabla 2 Analisis de IC, HI y ELISA para la deteccion de anticuerpos IgG contra

Kenia Nayeli Escobar Pineda Vi



Determinacién de la frecuencia de titulos de anticuerpos IgG protectores contra parvovirus
canino tipo 2 en una poblacién de perros de la zona conurbada de Toluca

1. INTRODUCCION

La enteritis hemorragica por parvovirus canino es considerada la enfermedad viral
mas comun en los perros, ésta afecta principalmente a los cachorros menores de
6 meses de edad (Shashidhara et al., 2009). El agente etioldégico de esta
enfermedad es miembro de la familia Parvoviridae, género Protoparvovirus de la
especie Protoparvovirus de los carnivoros tipo 1 (Cotmore et. al., 2014) El
parvovirus canino tipo 2 (PVC-2), es un virus pequefio, con genoma de DNA de
hebra simple, los viriones tienen un diametro de aproximadamente 20 nm, y no
poseen envoltura. Son resistentes al éter, el cloroformo, a los acidos y al calor,
poseen la capacidad de hemoaglutinar eritrocitos principalmente de cerdo (Nandiy
Kumar, 2010).

El mecanismo de entrada del virus al organismo del animal es por la via oral-fecal
y también se puede realizar por el contacto con secreciones contaminadas o por
fomites (Cote, 2007). La viremia ocurre en promedio al quinto dia después de la
infeccion y va disminuyendo con relacion al incremento de anticuerpos seéricos
neutralizantes, posteriormente estas particulas virales se diseminan a la médula
0sea, intestino delgado y pulmoén (Meunier et al., 1985). La infeccion por PVC-2,
se caracteriza por una deplecion en el conteo de células leucocitarias, debido a la
muerte de las células precursoras de los leucocitos. Por otro lado, la replicacién
viral en las células epiteliales de las criptas intestinales provoca una necrosis del
epitelio y un acortamiento de las microvellosidades intestinales, disminuyendo la
capacidad de absorcién del intestino, como consecuencia se produce una diarrea
gue puede ser desde catarral hasta hemorragica (Flores, 1987; Gomez y Guida,
2010).

La proteccion contra la infeccion durante las primeras semanas de vida se logra
mediante transferencia pasiva de inmunoglobulinas de la madre. Los cachorros
recibirdn anticuerpos por via transplacentaria y mediante la toma de calostro,

estos anticuerpos tienen en promedio una vida media de 9.7 dias, la proteccién
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mediante anticuerpos derivados maternos (ADM) es en promedio de 10-14
semanas (Greene, 2012). Existe un periodo critico en el que los anticuerpos
presentes en el suero sanguineo de los cachorros no son los suficientes para
proveer proteccion contra un agente infeccioso, pero si lo son para interferir con
un intento de inmunizacion activa mediante vacunacion. Este periodo dependera
de los titulos de anticuerpos presentes en los cachorros, lo cual es condicionado a
los titulos de anticuerpos que poseia la madre poco antes de la gestacion
(Greene, 2012). Es importante la determinacion de titulos de anticuerpos en

cachorro a primo vacunacion para evitar este periodo y garantizar la inmunizacion.

La inmunidad activa se adquiere por via de vacunacion o contacto por virus de
campo. En ocasiones los perros después de la vacunacién muestran proteccion
parcial y si posteriormente se exponen al virus de campo pueden sufrir infeccion
subclinica, que reforzard su inmunidad contra la enfermedad pudiendo alcanzar
titulos promedio de anticuerpos inhibidores de la hemoaglutinacion de hasta
1:5120 (Elia et al., 2005). La determinacion de titulos de anticuerpos en perros
adulto que ya han sido desafiados con el virus ya sea vacunal o de campo esta
todavia en controversia, algunos autores refieren que la determinacion de éstos no
son necesarios para los procesos de revacunaciéon (Selbitz y Moos, 2006). Sin
embargo, actualmente se sabe que el parvovirus canino tipo C puede infectar a
perros adultos previamente inmunizados (Aguilar, 2014; Decaro et al., 2008), por
lo que debe ser importante confirmar la presencia de anticuerpos protectores
contra ésta enfermedad, esto permitira saber si el perro se encuentra protegido y

ayudara a determinar el momento exacto de la revacunacion.

Existen diferentes técnicas de laboratorio que han sido desarrolladas para
determinar los titulos de anticuerpos que poseen los perros. Una de ellas son los
kits (paquetes) sensibles basados en pruebas de ELISA, estas pruebas resultan
confiables durante la fase aguda de la enfermedad (2-8 dias post infeccion)

(Gobmez y Guida, 2010). También existen pruebas basadas en
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inmunocromatografia que se pueden utilizar en las clinicas veterinarias, estas son
de facil uso y rapidas de realizar, sin embargo su sensibilidad no es mayor al 80%.
La prueba de inhibicion de la hemoaglutinacion (HI) se emplea de manera habitual
para estimar los niveles anticuerpos que inhiben la hemoaglutinacion, estos
anticuerpos son iguales que los que causan la neutralizacion del virus y sus
niveles sirven para estimar el grado de inmunidad. La HI es una prueba altamente
especifica y sensibles, facil de realizar, de bajo costo, simple y rapida (MacLachlan
y Dubovi, 2011). S2 | os t2tul os de anticuerpos
consideran titulos protectores, pero si los titulos se encuentran entre 1:20 a 1:180
no solo no proveeran proteccién, sino que interferiran con la inmunizacion activa
contra PVC-2 (Nandi y Kumar, 2010).

En diferentes paises se han realizado muestreos en perros para determinar la
prevalencia de los titulos de anticuerpos que poseen éstos y su papel en la
infeccion por Parvovirus; otros estudios sugieren que si minimo el 50% de los
perros de una poblacion poseen titulos protectores de anticuerpos contra
parvovirus, se podra tener el control de la enfermedad, incluso podria erradicarse
(Schultz et al., 2010). En México no existen estudios que analicen los titulos de
anticuerpos contra PVC-2 en las diferentes poblaciones de perros, por lo tanto, se
desconoce el papel de estos en el control de la infeccidon por este virus. En este
trabajo determinaremos la frecuencia relativa de los titulos de anticuerpos en una

poblacion de perros en la zona conurbada de Toluca.
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2. REVISION DE LITERATURA
2.1 Descripcion del agente etiolégico

El PVC-2, esta agrupado junto con el virus de la panleucopénia felina, el virus de
la enteritis del visén y el parvovirus del mapache dentro de la familia Parvoviridae,
pero el PCV-2 pertenece al género Protoparvovirus (Miranda et al., 2015). PVC-2
es un virus de ADN de cadena simple, contiene 5200 nucleétidos, tiene un peso
molecular de 1.5 a 2.2 x 10° daltons y no posee envoltura. (Figura 1) Su genoma
tiene dos marcos abiertos de lectura, el primero codifica a las dos proteinas no
estructurales denominadas (NS1 y NS2) las cuales son generadas a través del
splicing alternativo del mARN viral, el segundo codifica para tres proteinas
estructurales (VP1, VP2 y VP3). La capside del virus esta compuesta de 5 0 6
copias de VP1 y 54 o 55 copias de VP2 (Nandi y Kumar, 2010; Hueffer y Parrish,
2003; Desario et al., 2005). La proteina VP3 resulta del rompimiento de VP2 solo
después del proceso de traduccidén de esta proteina, su funcion no ha sido bien
estudiada. Las proteinas de la capside son altamente antigénicas, por lo que,
juegan un rol importante en la determinacion del hospedero y el tropismo hacia
ciertos tejidos (Mittal et al., 2014).

La gastroenteritis hemorrdgica causada por PVC-2 fue descrita como una
enfermedad potencialmente fatal y altamentec ont agi osa en | a
fue aislado por primera vez en 1978, pero, las primeras muestras positivas de
titulos de anticuerpos contra PVC-2 se observaron en suero de perros
muestreados en Europa entre los afos 1974 y 1976, los primeros sueros positivos
en USA, Japon y Australia fueron reportados a inicios de 1978 (Parrish, 1999). Sin
embargo se ha especulado que el virus pudo haber emergido una década antes
de que la enfermedad clinica fuera descrita (Hoelzer y Parrish, 2010; Nandi y
Kumar, 2010).

Kenia Nayeli Escobar Pineda 4
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Fuente: adaptado de Hueffer and Parrish, 2003
Figura 1. Modelo de la estructura de la cdpside del PVC-2, las areas en rojo entre la cresta del eje triple

corresponde a las regiones activas del tropismo celular y actian como receptores para la célula hospedadora.

1.- Depresion del eje doble, 2.- cresta del gje triple, 3.- cafién, 4.- cilindro eje quintuple.

Se cree que el PVC-2 fue originado como una variante del virus de la
panleucopenia felina (FPV por sus siglas en ingles). Existen tres hipotesis de
como emergio el virus; estas incluyen una mutacion directa del FPV, la cual

permitié que este virus evadiera la barrera de especie y asi pudiera infectar a los
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perros; otra hipotesis indica que una mutacion en el virus vacunal de la
panleucopenia felina permitio la adaptacion a nuevo hospedero, es decir el perro
a través de carnivoros no domésticos, como los visones y los zorros. Esta
evolucion requirid una substitucion y una mutacion paralela de tres aminoacidos
claves (Truyen, 2006). PVC-2 y FPV son patégenos muy importantes para perros
y gatos domeésticos respectivamente. Un andlisis filogenético revelé que todas las
variantes del PVC-2 descienden de un mismo ancestro estrechamente relacionado
con el virus de la panleucopenia felina, el cual infecta gatos, minks y hurones, pero
no perros o cultivos celulares de perros (Parrish, 1999; Nandy y Kumar, 2010).
Existe un 98% de homologia entre las secuencias del FPV y PVC-2 con tan solo
seis codificaciones diferentes de nucleétidos en el gen VP2 en las posiciones
3025, 3065, 3094, 3753, 4477 y 4498 (Martella et al., 2005; Parrish, 1999). Los
efectos biologicos de estos pequefios cambios fueron suficientes para que PVC-2
adquiriera la habilidad de infectar perros, pero perdiera la capacidad de infectar y
replicarse en gatos. Las mutaciones que sufrié el virus dando origen a nuevas
variantes ocurrieron en la Proteina VP2 de la capside en la posicion 87, 300 y 305
(Hueffer y Parrish, 2003), afectando la afinidad para reaccionar con anticuerpos
monoclonales, la unién a receptor de la transferrina felina (TfR) y la replicacion en
los gatos (Mittal et al., 2014). Los anticuerpos monoclonales ensamblan en los
epitopes presentes entre los aminoacidos 55-77, 345-365 o 446-466 en la VP2 en
B19, también inhiben la HA, el primero de estos epitopes es equivalente a la parte
loop 1 en el PVC, el cual se incluye en el residuo 93 determinante del rango de
hospedero. El segundo epitope corresponde al loop que es responsable de las
diferencias en las propiedades hemoaglutinantes del FPV y PVC, este puede
contener el recetor de eritrocitos y el tercer epitope corresponde a una region

altamente conservada regién del PVC (Agbandje et al., 1995).

El PVC-2 fue reemplazado por los subtipos 2a el cual fue aislado por primera vez
en el aflo 1980 y 2b, aislado entre 1983 y 1984. Estas dos variantes difieren en un

solo aminoacido en la posicion 426 de la proteina VP2 de la capside. En el afo
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2000 otra variante fue reportada en Italia y se le denomino PVC-2c, esta nueva
variante también difiere de sus predecesores por el cambio de un aminoacido en
la posicion 426. Por lo tanto PVC-2a posee Asn en esta posicion, mientras que
PVC-2b posee Asp y PVC-2c Glu. (Decaro, 2007; Lamm et al., 2008; Castro et al.,
2011). Esta dltima variante se ha convertido en la mas comun y ha sido
identificada en diferentes paises de Europa y en mayor numero en Asia (Wilson et
al, 2014). Un estudio realizado por Pedroza et al., en el 2013 demostré que la
variante viral de PVC dominante en el oriente de México dentro de la poblacién
canina actualmente es PVC-2c. La distribucién de las variantes de PVC-2 son
variables, en norte América las variantes predominantes son PVC-2b y PVC-2c,
mientras que PVC-2a se encuentra con mayor frecuencia en Asia y Australia. Esto
mismo ocurre en Europa, PVC-2a es mayormente detectado en perros de Grecia y
Hungria, mientras que PVC-2a y PVC-2b, Y PVC-2a y PVC-2c tienen mayor
incidencia en el Reino Unido e ltalia respectivamente (Proksh et al., 2015)
Recientemente ha sido observada una substituciéon de aminoacido en la posiciéon
297 (Ser297Ala) en las tres variantes del PVC (2a, 2b y 2c), las cuales has sido
nombradas como new CPV-2a/2b. Estos tres tipos antigénicos del PVC-2
llamados new PVC-2a, new PVC-2b y PVC-2c han sido reportados en todo el
mundo (Mittal et al., 2014)

Mutaciones adicionales que afectan residuos importantes de las proteinas de la
capside del PVC-2, tales como los residuos 297, 300 y 426, han sido reconocidas
recientemente, sugiriendo que el PVC-2 aln se encuentra en un proceso evolutivo
(Martella et al., 2005)
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2.2 Patogénesis de la gastroenteritis parvoviral

Actualmente existen dos rutas por las cuales un perro puede infectarse de
parvovirus canino, la directa y la indirecta, la exposicion oronasal es la ruta directa,
mientras que, la indirecta, es a través del contacto con fémites contaminados con
heces (Goddard y Leisewitz, 2010). Una vez que el virus logra entrar al organismo
existe un periodo de incubacion el cual ocurre de tres y siete dias post infeccion
(Basurto y Marin, 2003; Nandy y Kumar, 2010; GOmez y Guida, 2010).Los signos

clinicos de la enfermedad apareceran después del periodo de incubacion.

Como el parvovirus tiene tropismo por érganos linfoides la replicacion dara inicio
en el tejido linfoide de la orofaringe, linfonodos mesentéricos y el timo; gracias a la
viremia temprana, la cual ocurre entre el tercer y quinto dia post infeccidon
alcanzando el pico maximo el dia cinco, el virus se diseminara por leucocitos
infectados a epitelios de la cavidad oral, revestimiento de la lengua, el eséfago; la
médula 6sea y a las criptas del intestino delgado (Figura 2)(Pollock, 1982; Carman
et al., 1985), 6rganos con rapida division celular (Decaro y Buonaboglia, 2012;
Meunier et al., 1985). Un estudio realizado por Meunier et al., en 1985 demostro

que el virus puede ser aislado de pulmones, bazo, higado, rifién y corazén.

La tasa de renovacion de células linfoides e intestinales aparentemente es el
factor que determina la severidad de la enfermedad, una alta tasa de renovacion
estara directamente relacionada con la replicacion del virus y la destruccién
celular. Durante el destete, los enterocitos de las criptas intestinales tienen una
mayor tasa de replicacion, debido a los cambios en la flora bacteriana y la dieta,
por lo tanto son mas susceptibles al tropismo del virus (Goddard y Leisewitz,
2010).

En la médula 6sea el virus es responsable de la destruccion de células jovenes del
sistema inmune, dafiando asi el mejor mecanismo de defensa que tiene el
organismo, es por esto que la infeccién por PVC-2 se caracteriza por una caida en

el recuento de células blancas en la sangre (Boosinger et al., 1982). La deplecion
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de estas células ocurre en promedio al cuarto y sexto dias post infeccion. Los
efectos mas devastadores causados por el virus ocurren en el tracto
gastrointestinal. Cuando el intestino esta sano las vellosidades son capaces de
absorber liquidos y nutrientes. Para poder llevar a cabo la absorcion, las
vellosidades se ayudan de microvellosidades, la vida media de éstas es
relativamente corta, por lo que siempre estan en constante renovacion, gracias a
las criptas de Lieberkuhn, siendo este el lugar donde el parvovirus produce dafo.
Como resultado de la infeccion, la renovacion celular (usualmente de 1-3 dias) se
ve afectada, causando un acortamiento y atrofia de las vellosidades (lesion
caracteristica de la enfermedad) (Nandy y Kumar, 2010, Goddard y Leisewitz,
2010). Durante este periodo la atrofia de las vellosidades del intestino delgado
hace que pierda su capacidad de absorcion (Basurto y Marin, 2003). La barrera
gue separa las bacterias digestivas del flujo sanguineo se rompe permitiendo una
invasion potencial en todo el cuerpo. Las infecciones bacterianas secundarias por
la microflora gram negativa y anaerobia causan endotoxemia y coagulacion

intravascular diseminada (Gomez y Guida, 2010).

Fuete: adaptada de http://images.animalpicturesociety.com/images/06/dog-anatomy-chart-
photos.jpg#.V2mZGcBEuQs.link (2016)
Figura 2. Esquema de patogénesis parvoviral 1.- entrada del virus via oronasal. 2.-replicacion en drganos
linfoides. 3.- viremia en la cual llega a placas de peyer, corazén, boca, revestimiento de la lengua, bazo,

pulmones etc. 4.- eliminacion en heces
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Los animales infectados eliminan el virus en las heces habiéndose demostrado
gue durante la fase aguda de la enfermedad se llegan a alcanzar titulos de hasta
10° viriones infecciosos por gramo de materia fecal (Flores, 1987). La excrecion
del virus a través de las heces inicia al tercer dia post infeccion, generalmente esto
ocurre antes de que aparezcan los primeros signos clinicos de la enfermedad
(Gémez y Guida, 2010); A partir del octavo dia la presencia del virus en heces
empezara a declinar desapareciendo casi en su totalidad a la segunda semana de
haber iniciado la infeccion, es factible que la ausencia de virus en la materia fecal
se deba a que han aparecidos niveles suficientes de inmunoglobulinas especificas
en el intestino delgado (Flores, 1987); aunque se han reportado casos en los que
la diseminacion del virus ha durado 25 dias después de haber iniciado la infeccién,
de manera que, la amplia diseminacion de la enfermedad se debe méas a la
resistencia del virus ante factores ambientales que a su diseminacion por perros

infectados.

En relacion a la patogénesis de la forma cardiaca, se ha demostrado que la edad
del cachorro juega un papel importante. Se han logrado reproducir casos de
miocarditis en cachorros experimentalmente expuestos a los 5 dias de edad, en
contraste al intentar reproducir el cuadro clinico en cachorros de 4 semanas de
edad, utilizando un virus aislado del miocardio de un cachorro que murié con
signos clinicos de miocarditis, solo se logré reproducir un cuadro de enteritis
parvoviral, debido a que la replicacion de PVC-2 requiere de células con una tasa
alta de division y las células del miocardio en cachorros neonatos se encuentran
en franca proliferacion, lo que favorece la replicacion del virus, sin embargo, la
division celular del miocardio disminuye conforme avanza la edad del animal, lo
gue evita la posibilidad de infeccion en este tejido en cachorros mayores de 2
meses (Flores, 1987; Meunier et al., 1985). Asi mismo, Lenghaus et al., 1980
lograron reproducir la enfermedad en cachorros mediante la inoculacion

intrauterina en una hembra gestante ocho dias antes del parto. Al momento del
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nacimiento los cuatro cachorros eran clinicamente normales, pero dos de ellos
murieron a la tercera semana de vida. Ambos perros mostraron a la necropsia
miocarditis linfocitica aguda y el virus fue aislado del corazén de cada cachorro, en
otros casos similares a éste reportaron que los cachorros sobrevivientes de estas

camadas tenian titulos de anticuerpos contra PCV-2.
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2.3 Signos clinicos de la gastroenteritis parvoviral

La enfermedad causada por las diferentes variedades del PVC-2 esta asociada a
una alta morbilidad y mortalidad, puede presentarse como infecciones
asintométicas o enteritis subagudas y agudas que presentan diarrea catarral o
hemorréagica (Gomez y Guida, 2010). Entre los factores que determinan el curso
de la enfermedad se encuentran la tasa de titulos de anticuerpos derivados
maternos o anticuerpos adquiridos de manera activa en el perro infectado, la dosis
viral con la que tuvo contacto el perro, el estado nutricional del mismo y cualquier
otro factor de estrés al que esté sometido, tales como, el nUmero de perros con los
gue este convive y el espacio e higiene del lugar que comparten (Miranda et al.,
2015, Decaro y Buonavoglia, 2012). Esta enfermedad esta caracterizada por la
presencia de vomito, diarrea hemorragica, fiebre y deshidratacién (forma entérica)
y miocarditis en cachorros infectados en el Gtero o a los pocos dias de haber
nacido, los cuales morirdn antes de los tres meses de edad (Miranda et al.,
20015).

2.3.1 Presentacion clinica con signos cardiacos

Aungue hoy en dia la miocarditis causada por este virus es poco comun, debido a
gue la mayoria de los recién nacidos reciben inmunidad pasiva y son resistentes a
la infeccién hasta que los anticuerpos maternos han declinado (Goémez y Guida.,
2010), existen diversos reportes de cachorros menores de 6 semanas de edad
infectados con PVC-2; estos cachorros provienen principalmente de madres no
vacunadas contra el PVC-2 (Goddard y Leisewitz, 2010). Los reportes indican que
si la camada se infecta, el 70% de los cachorros moria aproximadamente a las 8
semanas de edad, debido a una insuficiencia cardiaca y el 30% sobreviviente
llegara a presentar cambios patologicos, los cuales resultaran en la muerte varios
meses, incluso afios después (Nandi y Kumar, 2010). El brote y la progresion
clinica de la enfermedad ocurre de manera progresiva y rapida, la manifestacion

mas importantes y sobresaliente sobre la miocarditis es la muerte repentina de
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cachorros a las 4 semanas de vida, los principales signos que pueden llegar a
presentar estos cachorros son extremidades frias, mucosas palidas, dificultad para
respirar, nauseas, chillidos o convulsiones (Flores, 1987; Goddard y Leisewitz,
2010). La insuficiencia cardiaca aguda con dificultad respiratoria se produce en las
crias de entre 4 y 8 semanas de edad, mientras que la insuficiencia cardiaca
subaguda se produce en cachorros mayores a ocho semanas de edad. El
abdomen se encuentra inflamado debido a la ascitis producida y a la
hepatomegalia, existe taquicardia acompafiada de una arritmia y un pulso débil, la
mayoria de los cachorros mueren debido a un shock cardiogénico, no existe
diarrea debido a que el virus se replica en las células de alta division del corazon.
Si el animal sobrevive sufrira de complicaciones miocéardicas cronicas (Nandy y
Kumar, 2010).

2.3.2 Presentacion clinica con signos entéricos

Esta es la forma mas comin de enteritis parvoviral, es consecuencia de la
destruccion de las células de las criptas de las vellosidades intestinales y de las
células linfoides (Gémez y Guida, 2010), el dafio en el tracto intestinal debido a la
infeccién viral aumenta el riego de translocacién bacteriana y una subsecuente
septicemia coliforme el cual puede llevar a un shock séptico (Goddard y Leisewitz,
2010). Los signos clinicos pueden variar, incluso, dentro de un mismo criadero.
Los cachorros presentan por lo general, un inicio agudo con anorexia, depresion,
fiebre, vémitos que ocurren repetidamente, la diarrea puede aparecer en perros de
cualquier edad, pero en mayor proporcién en cachorros, ésta puede ser catarral,
amarillo-grisacea, acuosa o sanguinolenta, ésta ultima esta presente en mas del
50% de los casos entéricos, la fiebre y el dolor agudo son muy comunes. (Nandi y
Kumar, 2010), La deshidratacion y un shock hipovolémico ocurren rapidamente,
debido a la pérdida de fluidos y proteinas a través del tracto gastrointestinal
(Goddard y Leisewitz, 2010). Un estudio realizado por Decaro et al., 2005; el cual

consistié en desafiar a dos grupos de cachorros, demostré que los signos clinicos
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tales como diarrea, fiebre, anorexia, depresion, leucopenia y linfopenia se
presentaron en el 100% de la poblacion de perros infectados, mientras que el
vomito no fue presenciado en ninguno de los cachorros, Contradiciendo a Decaro,
Meunier et al., 1985 quienes que el signo clinico de vomito es un factor importante
durante el desarrollo y severidad de la enfermedad, apareciendo entre el dia seis y
once post infeccion. La diarrea tuvo una duracion media de 3.5 dias, este signo
fue notorio entre los dias ocho y once post infeccidon, mientras que la fiebre estuvo
presente los dias ocho y nueve alcanzando su pico maximo el dia ocho con una
temperatura de 39.8°C, en el caso de la anorexia tuvo una duracion promedio de
tres dias, siendo mas evidente entre los dias ocho y once después del desafio,
con respecto al signo de depresion hubo un ligero cambio en la severidad con que
se dio entre los grupos, durando en promedio tres dias, siendo mas notoria entre
el dia ocho y diez; con respecto a la leucopenia y linfopenia ambas tuvieron una
duracion media de 2.5 dias y fue posible encontrarla dentro de los dias nueve y
once post infeccién con su pico maximo el dia nueve (Decaro et al., 2005). Otro
estudio realizado por Castro et al., 2013, donde monitorearon a 13 cachorros que
presentaban cuadros entéricos hemorragicos a causa del PVC, refiere que el 77%
de la poblacién presento diarrea, mientras que el 75% tenia las mucosas palidas,
92% tenfauna deshidrataci - 7% Déséatd fiebrs. h estudiol 30
realizado por Miranda et al., en el 2015, donde evaluaron parametros clinicos tales
como depresion o estupor, grado de deshidratacion, condicion corporal, vomito,
diarrea, color de mucosas y temperatura rectal en 209 perros que presentaban un
cuadro gastroentérico, demostré que los perros que fueron diagnosticados con
PVC-2 eran mas propensos a estar deprimidos, deshidratados y con baja
condicion corporal. También hubo una relacion positiva entre los perros que
presentaron vomito y los diagnosticados con PVC-2. El signo de depresion fue
mas frecuente en los perros que fueron diagnosticados como positivos, estos
pacientes también fueron propensos a desarrollar cierto grado de deshidratacion.

La temperatura también es un factor a considerar, los pacientes normotérmicos
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fueron diagnosticados con parvovirus canino en mayor frecuencia en comparacion

con los pacientes hipotérmicos (Miranda et al., 2015).

Actualmente, se han reportado casos en los cuales perros diagnosticados con
PVC-2 mediante la técnica de PCR han presentado cuadros clinicos atipicos de la
enfermedad, por ejemplo, algunos perros solo desarrollan leucopenia sin signos
de gastroenteritis e incluso algunos solo llegan a desarrollar una ligera diarrea
pastosa (Aguilar, 2014). Muchos perros son llevados inicialmente a consulta
debido a apatia, anorexia o vémitos (un cuadro clinico que puede ser muy similar
a la ingestion de un objeto extrafio) sin diarrea, y si ésta llega a aparecer no suele

ser sanguinolenta (Nelson y Couto, 2010).

Aquellos perros que sobreviven los 3-4 dias iniciales, en general, tienen una
recuperacion rapida. No obstante, se requieren de dos a tres semanas para la
restauracion completa de las vellosidades intestinales. Las lesiones neuroldgicas
son poco habituales, aunque pueden ser resultado de hemorragia cerebral o
coagulacion intravascular diseminada, la infeccién por parvovirus por si sola puede
provocar sintomas graves y la muerte; sin embargo, la enfermedad se agrava por
infecciones concurrentes con coronavirus canino, giardias, ascaris, coccidiosis u

otros organismos entéricos (Gomez y Guida., 2010).
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2.4 Patologia

El PVC-2, tiene como 6rgano blanco para su replicacion a aquellos que tenga una
rapida division celular, como el corazon de neonatos, las criptas del intestino
delgado y los ¢6rganos linfoides, esto es importante ya que determinard los
cambios patologicos encontrados en el organismo (Pollock, 1982). Las lesiones
macroscopicas causadas por el PVC-2 son altamente variables y poco

especificas.
2.4.1 Lesiones macroscopicas

En la forma entérica las lesiones se encuentran distribuidas segmentalmente en el
tracto gastrointestinal. Las lesiones por lo general se encuentran en el ileon y
yeyuno, pero no en el duodeno y colon (Nandy y Kumar, 2010). Los segmentos
afectados se encontraran flacidos, con la serosa congestionada o hemorragica,
generalmente ésta, tiene consistencia granular debido a la fibrina superficial, (Jubb
et al., 1985). La mucosa del mismo presenta congestion hemorragica y necrosis
en las vellosidades, sobre todo a nivel del yeyuno. El lumen del intestino suele
estar vacio o puede contener ingesta acuosa (Meunier et al., 1985; Flores, 1987;
Nandy y Kumar, 2010; Jubb et al., 1985). Por lo general el colon esta vacio
(Meunier et al., 1985;) Las placas de Peyer pueden ser observadas como areas
ovales de color rojo oscuro de varios centimetros de largo en la serosa y en la
mucosa. El estbmago puede tener la mucosa congestionada y contener fluido

sanguinolento o con bilis (Jubb et al., 1985).

Los ganglios linfaticos mesentéricos se encuentran hipertrofiados y hemorragicos
(Decaro y Buonaoglia, 2012), también se pueden observar hemorragias
petequiales multifocales en la zona cortical. En la médula 6sea se produce una
necrosis y por consiguiente se reduce notablemente la poblacion de células
precursoras, células maduras mieloides y eritroides (Basurto y Marin, 2003;
Potgieter et al., 1980). Los globulos rojos tienen una vida media prolongada, los

efectos sobre ellos seran minimos, aunque puede existir anemia, ocasionada por
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la pérdida de sangre por via intestinal, mientras que el dafio causado en la médula
O0sea, resultara en un suministro insuficiente para la demanda masiva de
leucocitos (especialmente neutréfilos) en el tracto gastrointestinal inflamado
(Goddard y Leisewitz, 2010). Algunos patdlogos han identificado necrosis en la
region cortical del timo y atrofia de este 6rgano en perros jovenes, lo cual puede
dificultar su ubicacion (Meunier et al., 1985; Nandy y Kumar, 2010; Jubb et al.,
1985).

En las lesiones macroscopicas presentes en la forma cardiaca se puede observar
atrofia cardiaca con una prominente dilatacién en el ventriculo y atrio izquierdo,
existe una pérdida de las fibras del miocardio, las cuales son remplazadas por
tejido cicatricial, esto puede conducir a una falla cardiaca crbénica, semanas o
meses después de la enfermedad aguda (Gomez y Guida, 2010). Los pulmones
no se encuentran colapsados, aunque a menudo hay presencia de fluido
espumoso blanco en la trdquea y los bronquios (Nandy y Kumar, 2010). También
existe edema pulmonar y una congestion pasiva en el higado, con un grado
variable de ascitis y efusion pleural (Flores, 1987). En una estudio realizado por
Meunier et al.,, en 1984 logro producir la forma cardiaca causada por PVC-2
inoculando a los cachorros al quinto dia de nacidos, no fueron evidentes signos
clinicos tipicos de la enfermedad entérica, tanto a la madre, como a los cachorros
se les midieron titulos de anticuerpos IgG contra PVC-2 antes de la inoculacién,
mostrando una titulacion de 1:10, después del desafio el rango de los titulos se
encontraba entre 1:1280 y 1:2560. A la necropsia, se encontraron depresiones
grisdceas en el epicardio, los cuales se extendian sobre el miocardio. Se
encontraron cambios patolégicos microscopicos en el miocardio de todos los
perros infectados, los cuales eran mas notorios en el ventriculo izquierdo,
especialmente en la zona apical, aunque en menor cantidad, también estuvieron
presentes en el septum interventricular, ventriculo derecho y el atrio. Los focos
inflamatorios y la fibrosis intersticial estuvieron presentes en el subepicardio
(Meunier, 1984).
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2.4.2 Lesiones microscoépicas

Las lesiones microscopicas| estan asociadas a casos fatales de PVC-2 se
encuentran en el tracto intestinal, 6rganos linfoides y la médula 6sea, 6rganos con
rapida division celular. Las lesiones dependeran de la severidad y duracion de la
enfermedad.

En la forma entérica se observa necrosis multifocal de células epiteliales de las
criptas, si el dafio en las criptas es severo y se encuentra ampliamente
diseminado, la mucosa se encontrara adelgazada, erosionada o ulcerada, con
efusion fluidos tisulares, fibrina y eritrocitos (Jubb et al., 1985). Se encontraran
cuerpos de inclusion intranucleares, los cuales son de caracter eosinofilico
(Decaro y Buonavoglia, 2012); las vellosidades y la ldmina propia se ven afectadas
como consecuencia de la descamacion del epitelio y la incapacidad de remplazar
las células epiteliales (Nandy y Kumar, 2010). Células inflamatorias podran ser
localizadas a lo largo del intestino delgado, también se podran observar colonias
de bacterias las cuales por lo general se encuentran acompafiadas de hongos.
Las lesiones presentes en los 6rganos linfoides consisten en linfocitolisis en la
paracorteza y los foliculos de los linfonodos; la corteza del timo, la pulpa blanca
del bazo y las células infectadas, raramente mostraran cuerpos de inclusion. Los
linfocitos se encontraran reducidos en el tejido infectado e histiocitos grandes se
encuentran prominentemente, a menudo conteniendo fragmentos remanentes de
restos nucleares (Jubb et al., 1985). Las deficiencias de absorcion del epitelio
intestinal debido a una descamacion, propicia cambios de permeabilidad

favoreciendo asi a la aparicion de la diarrea (Flores, 1987).

Las lesiones microscépicas que se pueden apreciar en la forma cardiaca, se
caracterizan por una inflamacion no supurativa del miocardio, asociada a edema,
pérdida de miofibrillas e infiltracion linfocitica local (Flores, 1987). Un estudio
realizado por Meunier et al., 1984 demostro que la lesion predominate en la forma

cardiaca de la enfermedad es fibrosis intersticial multifocal extensiva, asi como un
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tejido conectivo fibroso maduro, los cuales fueron mas prominentes en el
subepicardio y las areas miocéardicas profundas. Rara vez se ve un infiltrado
intersticial multifocal linfoplasmocitica en estos cachorros. En otras areas,
particularmente en los focos subepicardicos las fibras de los musculos fueron
reemplazadas por una capa de fibras las cuales eran de distinto tamafio y grados
de madures, el infiltrado inflamatorio fue minimo el cual consistia primordialmente

de linfocitos con pocas células plasmaticas (Meunier et al., 1984)
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2.5 Aspectos de larespuesta inmune contra PVC-2

El mayor problema en la proteccibn de un cachorro contra la infeccion por
parvovirus canino se deriva irbnicamente desde el mecanismo de proteccion
natural del mismo (Kumar y Nandi, 2010). El cachorro es inmunoldégicamente
competente gracias a la transferencia pasiva de anticuerpos obtenida a través de
la madre, ya sea por calostro o via transplacentaria. La ruta por la cual los
anticuerpos derivados maternos (ADM) llegan al feto es determinada por el tipo de
placenta. Los perros y gatos poseen una placenta endoteliocorial, en donde el
epitelio coridnico esta en contacto con el endotelio de los capilares maternos. En
estas especies una pequefa porcion de 1gG (5-10%) podra ser transferida de la
madre a los cachorros a través de la placenta (Chappuis G, 1998). Este porcentaje
adquirido in Gtero protegera a los cachorros o gatos privados de calostro pero los
hace refractarios a la inmunizacion durante varias semanas. En un estudio
realizado por Meunier (sin publicar) se inoculé subcutaneamente con PVC-2 a una
hembra de 45 dias de gestacion, resultando en una transferencia transplacentaria
de 1gG especificos contra el virus aumentando con la toma del calostro, pero no
hubo evidencia de infeccion viral fetal. Un cachorro adquirird el 90% de ADM
gracias a la ingesta de calostro, en los cachorros la actividad proteolitica en el
sistema digestivo es baja y minimizada por la presencia de inhibidores de tripsina
en el calostro. Por lo tanto, las proteinas del calostro alcanzan el intestino delgado,
particularmente el ileon intacto, donde las células epiteliales las captan por
pinocitosis y se pasan a través de estas ceélulas por los capilares intestinales,
alcanzando asi la circulacion sistémica. Como resultado el recién nacido obtendra
una transmision masiva de inmunoglobulinas maternas. Estos ADM pueden,
potencialmente interferir con la replicacion intestinal del PVC-2, ya sea mediante el
recubrimiento de los enterocitos o atrapando las particulas de PVC-2 fecales,
evitando su multiplicacion en la mucosa (Mila et al., 2014; Blanco et al., 2013;
Greene, 2012). En general, la permeabilidad a las proteinas calostrales es mas

alta inmediatamente después del nacimiento y disminuye rapidamente dentro de
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24 horas posteriores a este, debido a la maduracion de las células intestinales y el
establecimiento de la flora intestinal. Los ADM son adquiridos durante los primeros
2-3 dias de vida del cachorro y después declinan, la pérdida de anticuerpos
maternos en cachorros es similar a la de las inmunoglobulinas que se administran
por via pasiva, la vida media de estos anticuerpos es de 9.7 dias, pero puede ser
variable ya que cada enfermedad tiene una vida media de eliminacién. La
composicion del calostro consiste en: IgG 500-2200 mg/dl; IgM 70-370 mg/dl e IgA
150 mg/dl (Day, 1999). La clase de anticuerpos también es importante respecto a
la pérdida del titulo, IgA, IgM e IgG del neonato, derivados del suero materno,
suelen perderse en ese orden respectivamente (Greene, 2012). El titulo absoluto
de inmunoglobulinas maternas en el suero del neonato dependera de 3 factores;
tamafo de la camada, inmunoglobulinas adquiridas en el momento de la lactancia
y el titulo de anticuerpos que tenia la madre durante el parto. Se han observado
considerables titulos de anticuerpos contra PVC-2 en la leche, probablemente
para proveer cierta proteccion a la mucosa intestinal contra una infeccién por PVC
(Decaro et. al., 2005).

La técnica de inhibicion de la hemoaglutinacion (HI por sus siglas en inglés) es util
para determinar el nimero de titulos de anticuerpos en un perro, el cual esta
estrechamente relacionado con la inmuni dad. Un t2tenlH esde O1:
considerado protector, un perro se considerara desprotegido si sus titulos son
Q1:20. Si el rango de titulos de un perro se encuentra entre 1:40 y 1:80 se dice que
el perro se encuentraenloquedeno mi namos fAper i ostkeeexpredat i c o 0,
el tiempo en el que el cachorro ya no resulta protegido completamente de un
contagio por virus de campo por el titulo residual de anticuerpos maternos
(Gutiérrez, 2010); sin embargo, este titulo residual interfiere todavia con una
inmunizacion activa. Una vacunacion efectuada durante este tiempo resulta
inoperante. No obstante, si en ese periodo el cachorro se enfrenta a una gran

cantidad de virus, puede contagiarse y enfermar de parvovirosis. EI momento y
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duracion de tal periodo depende decisivamente del nivel de anticuerpos recibidos,

gue a su vez, depende del titulo de anticuerpos de la madre (Greene, 2012).

Se ha visto claramente que la inmunidad mediada por células, juega un rol
importante y tiene que ver fundamentalmente con la recuperacion de la
enfermedad. Sin embargo, la respuesta inmune protectora contra PVC-2 es
predominantemente humoral, siendo los anticuerpos capaces de neutralizar la
mayoria de las particulas virales. La importancia de los anticuerpos en la
proteccion contra la infeccion, ha sido demostrada por la efectividad de los
anticuerpos, que confiere eficientemente proteccion contra PVC-2. (Hoelzer y
Parrish, 2010). Los anticuerpos humorales podrian por si solos contener la
enfermedad, previniendo la diseminacién del virus a sitios secundarios, como el
intestino. Por otro lado, los anticuerpos locales del intestino (coproanticuerpos) o
una combinacion de la inmunidad local y humoral pueden ser requeridos para una
proteccion completa. Por lo tanto, los anticuerpos humorales pueden disminuir la
severidad de la enfermedad, limitando la viremia y aun asi permitiendo la
replicacion en el intestino. Sin los coproanticuerpos el perro podria convertirse en

un portador inaparente del PVC-2 (Rice et al., 1982).

Un estudio realizado por Rice et al., 1982 demostré que los perros con altos titulos
de coproanticuerpos para PVC-2 tienen un prondstico clinico mas favorable, altos
niveles de anticuerpos en el suero y un bajo titulo de particulas virales en las
heces. Por el contrario, los perros con bajos o casi indetectables coproanticuerpos
para PVC-2, cursan con cuadros clinicos mas severos, el porcentaje de muertes
es mas alto y una elevada diseminacién viral en heces. Muchos de estos perros
tenian titulos HI de anticuerpos elevados, lo cual sugiere que los coproanticuerpos

juegan un papel importante para determinar el curso de la enfermedad.

Las pruebas serologicas pueden ser utilizadas para la estimacion del estado
inmune de los perros durante un brote de esta enfermedad. Los perros que tienen

titulos de anticuerpos protectores no solo contra parvovirus, sino también contra
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enfermedades como el di stemper ¢ amcont@
los virus, por lo tanto, perros que no tienen signos clinicos de enfermedad, y que
han sido expuesto a PVC o al distemper canino y tienen titulos de anticuerpos
protectores contra estos virus montaran una respuesta inmune adecuada, lo cual

los hara resistentes a la enfermedad y pueden ser asignados en la categoria de

on

Abaj o riesgoo, si n e mbehvirug,@or e tanta s canwiertene | i mi n

en un foco importante de diseminacién y riesgo para los demas perros (Gray et al.,
2012) .

La inmunidad innata, constituye la primera linea de defensa frente a los agentes
extrafios. Se caracteriza por presentar una respuesta inmediata, es incapaz de
distinguir diferencias sutiles entre antigenos y carece de memoria. Existen
barreras fisicas, quimicas y bioldgicas en la superficie corporal, cuya funcién es
evitar la entrada de patégenos, cuando un agente extrafio supera estas barreras
se producird la activacion de los componentes y mecanismos inmunoldgicos
innatos internos tales como monocitos, macrofagos, células dendriticas,
mastocitos, células NK, linfocitos intraepiteliales LT, el sistema de complemento y
ciertas citoquinas (Gutierrez, 2010)

La inmunidad adquirida se caracteriza por ser especifica, tener memoria, su gran
diversidad y ser autolimitada. Esta respuesta es dual: humoral, mediada por
anticuerpos secretados por linfocitos B una vez diferenciados en células
plasmaticas, los cuales son eficientes frente a antigenos extracelulares; y celular,
mediada por linfocitos Tc quienes destruyen células infectadas por patdgenos
intracelulares y células tumorales (Blanco et al., 2013).

Cuando la infeccion de una célula es causada por un virus, estimulara la
produccion de interferon tipo I, el cual promueve la sintesis de nuevas proteinas.
El IFN-1 se unira a sus receptores en las células y producirad un estado antivirico
para impedir la formacién de nuevas particulas viricas. Cuando las células

infectadas por un virus tienen la expresion de CMH-I disminuida o anulada las
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células NK lo detectan y actuan inmediatamente. Existe una respuesta temprana
de los macroéfagos, los cuales degradan los virus fagocitados y lisan las células
infectadas mediante procesos de citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos
(ADCC). Los anticuerpos neutralizan los virus al bloquear su entrada a la célula,
tienen propiedades opsonizantes y aglutinantes, pueden recubrir células
infectadas para eliminarlas mediante ADCC por células NK, macréfagos y
neutrofilos. Por otro lado el complemento se activa tras la formacion de
inmunocomplejos para inducir la virolisis y lisis de células infectadas. Los
leucocitos CD8" reconoceran al antigeno virico sintetizando en el citosol de la
célula, asociado al CMH-I, promoviendo la lisis de las células infectadas, mientras
que los linfocitos CD4" reconoceran los antigenos exdgenos procesados Yy
presentados unidos al CMH-Il en las Células Presentadoras de Antigenos,
colaborando con la respuesta de los CTL y en la maduracién de los linfocitos B.
(Blanco et al., 2013).

La inmunidad secretora gastrointestinal actia con cierta independencia de la
sistémica, no son compartimentos aislados y existe un intercambio de informacién
mutuo. Las IgAs predominan en la mucosa, pero solo en el calostro su
concentracion sera de 150-340 mg/dl la cual serd superior a la sérica, en
condiciones normales la cantidad de IgA sérica es de 20 a 150 mg/dl. La IgAs es
la primera linea defensiva contra virus, parasitos y bacterias, debido a su
capacidad aglutinante, evitando la adhesion de los patégenos al epitelio de la
mucosa y la formacion de colonias, ya que solo activa el complemento en
contadas circunstancias y tiene escasa participacion en la citotoxicidad. (Blanco et
al., 2013; Quiroz, 1989)
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2.6 Aspectos sobre la Vacunacion

La inmunizacibn de animales de compafia es uno de los métodos mas
importantes para la prevencion de enfermedades comunmente infecciosas. Estas
estimulan al sistema inmune para producir anticuerpos que protegeran contra
organismos presentes en el medio ambiente. La eficacia de los calendarios de

vacunacion se mide por la exposicion a infecciones a corto plazo.

Las vacunas del PVC, junto con las del distemper canino, la hepatitis infecciosa
canina y |l a rabia, se consideran | as
perro debe recibir de manera permanente, estas deben ser seguras y eficaces, y
los cachorros no deben poseer ADM que interfieran con el proceso de la
inmunizacién. Como el PVC-2 es ubicuo y, debido a su estabilidad fuera del
hospedero y la facilidad con que se transporta en los fomites, prevenir la
exposicion es casi imposible, por lo tanto la vacunacién es el método mas

adecuado para la prevencién de la misma (Gémez y Guida, 2010).

Debido a que existe un periodo critico durante el cual no se puede vacunar al
cachorro, ya que es susceptible a la infeccién natural por tener un nivel bajo de
anticuerpos maternos, pero que es capaz de interferir con la vacunacion. Este
periodo puede durar desde algunos dias hasta varias semanas, en funcion del
nivel de inmunidad materna y de la vacuna utilizada; es necesario determinar los
titulos de anticuerpos previamente al inicio de una vacunacion (Gutiérrez, 2010).
Los cachorros con un titulo de anticuerpos menores de 1:80 unidades de inhibicion
de la hemoaglutinacion (HI) son susceptibles a la infeccion. Esto da lugar a una
brecha inmunolégica que es la principal razén de las fallas en la vacunacién. Por
lo tanto, los calendarios de vacunacién ya no se deben basar en la edad del perro,
sino en la tasa de titulos de anticuerpos de cada uno de los cachorros de la
camada y establecer un calendario de vacunacion personalizado. Este calendario
debe iniciar cuando el cachorro tenga titulos menores a 1:40 HI. Y deber& terminar

cuando los cachorros alcancen titulos de anticuerpos protectores, basandose en
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los datos publicados por Decaro et al., 2005 en el cual consistié en desafiar a 4
grupo de cachorros con distintos titulos de anticuerpos demostr6 que los
cachorros que tenian una tasa de titulos 1:320 no presentan signos alguno de
enfermedad pero si diseminaran el virus, mientras que cachorros con titulos
menores a 1:160 presentaran signos que iran de leves a severos conforme va
disminuyendo la tasa de titulo de anticuerpos. Lo cual indica que para que un
cachorro sea considerado protegido contra la enfermedad producida por PVC-2
debe tener titulos de anticuerpos mayores a 1:160, en contraste con lo que dice
Decaro, Nandi y Kumar refieren que los cachorros que tienen una tasa de titulo de
anti cuer 8 sse Eéncuentran completamente protegidos contra la
enfermedad. Un estudio realizado por Burtonboy et al., en 1991, en el cual

inocularon a 4 grupos de cachorros con una vacuna que contenia 10’ TCID50,

estosgrupos t en2 an una tasa de t2tul os dmstr@ant

una seroconversion inducida de 95, 89, 82 y 44% respectivamente.

La presencia de anticuerpos contra PVC-2 en perros adultos indica una
vacunacion previa o una exposicion ante el virus, lo cual puede otorgar una
proteccion parcial contra la enfermedad (Riedl et al., 2015). Con respecto a la
vacunacion en perros adultos se debe dejar atras la teoria que considera que el
PVC-2 es una enfermedad que es exclusiva de cachorros, Decaro demostré en el
2008 que actualmente se han presentado casos en los que perros adultos con
multiples vacunaciones han cursado cuadros gastroentéricos hemorragicos,
diagnosticandolos por PCR y caracterizandolos como PVC-2c, lo cual hace
suponer, que la nueva variante de parvovirus puede afectar a perros adultos
vacunados y pone en discusion si las vacunas realizadas con PVC-2 o PVC-2b
son efectivas en la proteccion contra todas las variantes del virus. Otro estudio
realizado por Bohm et al., 2004 demostré6 que la tasa de titulo de anticuerpos
protectores contra PVC-2 es mas alta en cachorros que en perros adultos, y que,
conforme un perro va siendo longevo, sus titulos de anticuerpos protectores van

declinando, mostrando asi la importancia de la revacunacion en perros adultos
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(Bohm et al., 2004; Taguchi et al., 2011), aunque estudios anteriores indican que
los niveles totales de IgA aumentan significativamente con la edad, mientras que
los niveles de 1IgG no muestran ninguna alteracion (Blount et al., 2005). Un estudio
realizado por Japoneses en perros domésticos adultos establecié que
comunmente la vacunacion contra PVC-2 no provocan un aumento significativo en
los titulos de anticuerpos contra la enfermedad, incluso si los titulos de anticuerpos
se encuentran bajo (Taguchi et al., 2012). Un estudio realizado por Ridle et al.,
2015 en el cual inocularon a perros mayores de un afio de edad con una vacuna
triple la cual contenia la cepa vacunal de PVC, mostré que en el 83% de la
poblacién inoculada, no se observé un aumento de anticuerpos, los perros que
respondieron ante la vacunacion mostraron un incremento de anticuerpos durante
los primeros 7 dias post vacunacién, asi como efectos secundarios provocados
por la misma, esta respuesta estuvo asociada a la falta de anticuerpos protectores
inicialmente y a un peso menor a 10 kg, lo cual pone en discusion si es necesaria
realizar una vacuna contra PVC gue este disefiada en relacion a la raza y peso de

las mascotas.

El intervalo de vacunacion para prevenir la infeccion con PVC-2 y DCV es de 3
afos en caso de haber utilizado una vacuna viva modificada o de 1 afio, si la el
antigeno se encontraba inactivado (Moore et al., 2004). Schultz sugiere que la
duracion de la inmunidad seguida de la vacunacién contra PVC o DVC puede ser
de cinco a siete afos respectivamente, aunque estos datos no implican que todos
los perros vacunados seran inmunes durante todo ese periodo de tiempo (Schultz,
1999), en relacion a esto Ottiger en un estudio en el cual midié titulos de
anticuerpos a 260 perros que tenian mas de un afio sin ser vacunados, demostré
gue existen niveles adecuados de anticuerpos en suero contra DCV y PVC en
perros aun cuando tienen mas de 36 meses sin ser vacunados (Ottinger et al.,
2006)
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Las vacunas utilizadas actualmente estdn basadas en virus atenuados, que
conservan su capacidad de multiplicacion (vacunas vivas) y unas preparadas a
base de virus inactivados (muertas). Es recomendable la inmunizacién con
vacunas atenuadas en cachorros (Decaro et al., 2014). Para iniciar calendarios de
vacunacion en cachorros es importante determinar los titulos de anticuerpos, si
esto no es posible, se debe inocular con una vacuna con alta masa antigénica,
para evadir a los ADM, un estudio realizado por De Cramer et al., 2011, el cual
consistia en probar dos calendarios de vacunacion, uno de ellos consistia en
aplicar una vacuna con alta masa antigénica en 91 cachorros a las 4 semanas de
vida, después aplicar una vacuna cuadruple a las semana 6 y 9 y concluirlo con
una vacuna séxtuple a la semana 12 de vida, el segundo calendario era similar,
solo que no aplicaban la vacuna con alta masa antigénica. Este estudio concluy6
que aun cuando en el 80% de la poblacion hubo seroconversion en la inoculacion,
es necesario aplicar 4 dosis vacunales para que el 100% de la poblacién tenga

titulos protectores.

En todos los programas vacunales es importante realizar vacunaciones de
refuerzo y realizarla en el momento adecuado, el cual se debe realizar de acuerdo
a la tasa de titulos de anticuerpos contra el virus. Actualmente se sabe que una
serie incompleta de vacunaciones iniciales y la falta de los refuerzos son causa de
fracaso vacunal. La determinacion de titulos de anticuerpos contra parvovirus
canino es de gran utilidad basandonos en la alta morbilidad y mortalidad que
causa la enfermedad, combinado con la utilidad de determinar la repuesta inmune
humoral ante éste virus para poder establecer si es necesaria una nueva
revacunacion (Twark y Dodds, 2000; Riedl et al., 2015). Muchos autores han
sugerido que en lugar de aplicar la revacunacion anual, los perros deben ser
sometidos a in analisis de titulos de anticuerpos y que aquellos que muestren
anticuerpos negativos, borderline o bajos deberan ser revacunados (Babalola et
al., 2016). Aunque las vacunas contra PVC son consideradas seguras y los

efectos secundarios severos se presentan con poca frecuencia, la vacunacion
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debe ser aplicada solo en caso de ser necesario (Day, 2006). La vacunacion
periodica contra PVC-2 no induce necesariamente a un efecto de refuerzo
beneficioso sobre el sistema inmunolégico. Una tasa baja de anticuerpos esta
asociada al factor efecto-vacuna, indicando que los titulos tienen que estar bajos
para permitir que la respuesta inmune ocurra, de lo contrario los anticuerpos
preexistentes neutralizaran al antigeno vacunal antes de que éste pueda estimular

la inmunidad celular tal como ocurre con los ADM (Riedl et al., 2015).

La inmunidad contra el parvovirus canino depende en gran parte en la presencia
de los anticuerpos neutralizantes. Existen estudios que han establecido que si al
menos el 50% de los perros de una poblacion poseen titulos protectores de
anticuerpos contra PVC, favorecerd al control de la enfermedad (Schultz et al.,
2010).
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2.7 Técnicas parala determinacion de titulos de anticuerpos

La deteccion de la respuesta inmune a un agente infeccioso esta basada en su
mayor parte, en la determinacion de la respuesta de anticuerpos del huésped
hacia el agente de interés. La medicion de titulos de anticuerpos sigue siendo una
técnica que sirve para definir el estatus de defensa del animal, asi como proveer
informacion para establecer si éste montd una respuesta inmune adecuada y asi
utilizar esta informacion como un indicador practico de la necesidad de la
revacunacion (Riedl et al., 2015). Para determinar si un animal ha sido infectado
por algun virus en determinado momento, son mas confiables las técnicas
seroldgicas, que solo tratar de detectar el virus. El uso de pruebas serologias para
el analisis de la eficacia de vacunas, puede ser un factor importante para un
programa de manejo de enfermedades infecciosas. Una prueba de deteccion de
anticuerpos realizada a pacientes recién vacunados, puede probar si el programa
de inmunizacion y el procedimiento fueron realizados de manera correcta
(MacLachlan y Dubovi, 2011).

Actualmente existen distintas pruebas de laboratorio con alta sensibilidad y
especificidad para su uso en clinicas veterinarias, estas determinan si los perros
tienen anticuerpos protectores para patdégenos importantes, tal es el caso de PVC-
2 (Moore et al., 2014; Gray et al., 2012).

2.7.1 Inhibicion de la hemoaglutinacion (HI)

La hemoaglutinacion (HA) es una importante propiedad caracteristica del PVC-2,
la cual nos provee una herramienta muy valiosa para la deteccion y cuantificacién
del virus, éste método es sensible, especifico, simple de realizar y barato. El
principio de este estudio es simple, el virus posee la capacidad de hemoaglutinar
con eritrocitos de cerdo, por lo que, el PVC-2 se une al eritrocito a través del
receptor en su superficie (Appel, 1979) Los anticuerpos contra PVC-2 se uniran a
la molécula viral y por lo tanto este no podra unirse al receptor en el eritrocito se

bloqueara la hemoaglutinacion (HA), produciendo asi la inhibicion de la
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hemoaglutinacion (HI). Para cuantificar la cantidad de anticuerpos presentes en el
suero, éste sera diluido en serie en los pocillos de la placa de micro titulacion. El
titulo del suero sera la mayor dilucion del mismo, capaza de inhibir la aglutinacion
de los eritrocitos porcinos, por parte del parvovirus (Carmichael et al., 1979;
Gomez y Guida, 2010; Basurto y Marin, 2003; MacLachlan y Dubovi, 2011). Un

t2tulo O 1:64 es considerado como posi

esta el resultado sera negativo (Ariza-Pinzon et al., 2003). En un estudio realizado
por Decaro, no solo utilizaron esta técnica para la medicion de anticuerpos, sino
qgue, utilizando un panel con 4 anticuerpos monoclonales lograron hacer la
caracterizacion de la cepa que estaba causando los cuadros hemorragicos en seis

cachorros (Decaro et al., 2005).

Es probable encontrar anticuerpos especificos en perros que de alguna manera
han estado en contacto previo con el virus, ya sea porque fueron vacunados, o tal
vez por que sufrieron una infeccibn a la cual sobrevivieron, la presencia de
anticuerpos inhibidores de la hemoaglutinacion en el suero de un perro, no

constituye en si un diagndstico definitivo (Flores, 1987)
2.7.2 Inmunocromatografia

La Inmunocromatografia, es una de las técnicas de inmunodiagnostico mas
moderna cuyas principales ventajas, son la simplicidad y rapidez de la prueba.
Cada vez son mas las aplicaciones de ésta técnica, como pruebas de diagnostico
rapidas, debido a que no es necesario reactivos ni instrumentos adicionales. La
inmunocromatégrafia se basa en la migraciobn de una muestra a través de una
membrana de nitrocelulosa. La muestra es afiadida en la zona del conjugado, el
cual estd formado por un antigeno especifico contra uno de los epitopos del
anticuerpo a detectar y un reactivo de deteccion. Si la muestra contiene el
anticuerpo problema, este se unira al antigeno formando un complejo inmune y
migrara a través de la membrana de nitrocelulosa. La zona de captura esta

formada por un segundo antigeno especifico contra otro epitopo del anticuerpo. Al
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llegar la muestra a esta zona, los complejos formados por la unién del antigeno y
anticuerpo quedaran retenidos y la linea se tefiira (muestra positiva). En el caso
contrario las muestras seran negativas. La zona control esta formada por un tercer
antigeno que reconoce al reactivo de deteccion. Cuando el resto de la muestra
alcanza ésta zona, el antigeno se unira al anticuerpo libre que no ha quedado
retenido en la zona de captura. Esta linea es un control de que el ensayo ha
funcionado bien, por lo que siempre se tefiira, sin importar si la muestra es positiva

0 negativa (MacLachlan y Dubovi, 2011).

En general, cuando una prueba de deteccion rapida da un resultado positivo éste
debe ser considerado como tal, sin embargo, si el resultado es negativo, se debe
considerar realizar pruebas adicionales para sustentar dicho diagndstico; un
estudio realizado por Schmitz demostr6 que estas pruebas tienen una
especificidad que va de 97.8% 1 100%, pero carecen de sensibilidad pues esta va
de 18% - 40% (Smitch et al., 2009).

2.7.3 Ensayo por Inmunoabsorcion Ligado a Enzimas (ELISA)

Esta técnica tienen su nombre gracias al acrénimo del inglés Enzyme-Linked
| mmunoSor bent Assay: Afenshygagpor aiEmanmnabe
ensayo seroldgico es elegido para la determinacién cuantitativa y cualitativa de
anticuerpos, debido a que es una prueba rapida, relativamente barata y pueden no
requerir la produccién de virus infeccioso para el antigeno si se utilizan antigenos
recombinantes. El fundamento de esta prueba para la deteccién de anticuerpos
consiste en la union del antigeno viral a una matriz sélida. Se afiade suero vy, Si
son anticuerpos contra el antigeno presente en la muestra, se unen a ella. En la
prueba directa la deteccion de la union del anticuerpo se detecta mediante un
anticuerpo anti-Especies etiquetado con una enzima, con la adicion del sustrato
enzimatico, una reaccion de color se desarrolla y puede ser evaluada visualmente
0 con un espectrofotometro. Es importante tener un control el cual nos permitira

definir si la prueba es aceptable y que muestras en la prueba son positivos. El
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producto de una reaccion enzimética es determinado en distintas ocasiones en un
intervalo muy pequefio. Una de las desventajas de esta técnica consiste en la
especificidad de especie, pues si desarrolla una prueba que pueda detectar
anticuerpos contra distemper canino en perros, no podra ser utilizada en la
deteccion de anticuerpos de este mismo virus en leones. La sensibilidad u
especificidad de esta prueba ha mejorado en gran medida gracias al desarrollo de
anticuerpos monoclonales y la produccion de antigenos recombinantes. Aunque
es una técnica altamente especifica, existen datos variados sobre su sensibilidad,
ésta puede variar entre 81.8% (Marcovich et al., 2012), 52% (Desario et al., 2005),
31.81% (Ariza-Pinzon et al., 2003) y 18.4% (Schmitz et al., 2009). Los falsos
negativos en esta técnica son comunes y puede interferir en un buen diagnéstico,
manejo y ayudar a la diseminacion del virus (Proksch et al., 2015). Un estudio
realizado en el 2012 en el cual determinaron anticuerpos a perros que llegaban a
un refugio, los cuales fueron determinados mediante tres técnicas, HI,
inmunofloresencia y ELISA determino que la especificidad de ELISA fue mas alta
qgue la obtenida en la inmunofloresencia para la correcta identificacion de perros
con titulos de anticuerpos protectores contra parvovirus canino y distemper canino,

pero no hubo diferencia respecto a la sensibilidad (Ariza-Pinzon, 2012).

La importancia de la variacion genética y antigénica del PVC, puede producir
alteraciones en los epitopes de la capside y estos a su vez pueden reducir la
efectividad de las vacunas contra PVC, o afectar el rendimiento de los test de
diagnéstico rapido para la deteccion de antigeno o de anticuerpos especificos
contra esta enfermedad, es por esto que Marcovich et al., 2012 realizaron un
estudio en el cual buscaba cual era la sensibilidad de ELISA ante la deteccion de
los antigenos PVC-2b y PVC-2c, teniendo como prueba de oro la PCR, en este
estudio fueron procesadas 42 muestras de las cuales 27 fueron positivas y 15
negativas, mientras que en PCR 33 fueron positivas y 9 negativas, estas muestras
fueron secuenciadas dando como resultado 9 perros infectados con la cepa PVC-
2b y 24 con PVC-2c, la sensibilidad de ELISA ante la deteccion de PVC-2b y PVC-
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2c fue del 75%. En general la sensibilidad de ELISA en este estudio para la
deteccion de PVC-2 fue del 81.8% mientras que su especificidad fue del 100%
(Marcovich et al., 2012).

En un formato ampliamente utilizado para los kits de pruebas que se pueden
ejecutar en el consultorio de un médico, el suero de prueba fluye a través de un
filtro de membrana que tiene tres areas circulares impregnadas con antigeno, dos
de los cuales ya han interactuado con un positivo y un suero negativo,
respectivamente, después fluye el suero de prueba a través de la membrana y una
etapa de lavado se lleva a cabo, se afiade un segundo anticuerpo anti-especie con
una enzima ligada a la misma y la membrana se tefiira de nuevo antes de la
adicion del sustrato de la enzima. El resultado se lee como un cambio de color en
la circulo de la prueba, que se compara con el cambio de color en el control
positivo y no debe haber algin cambio en el control negativo (MacLachlan y
Dubovi, 2011). Aunque estas pruebas estan siendo utilizadas en las clinicas por su
practicidad y rapido resultado, unas de sus grandes desventajas son que aunque
son relativamente rapidas (20 min), peromuc has de e s t-atsepeodon A mul t
gue llevan cierta preparaciéon durante el procedimiento lo cual puede hacer que el
tiempo transcurrido sea mas largo antes de obtener el resultado final, también no
pueden ser procesadas muestras unicas, ya que en general esta diseflado para
analizar varias muestras a la vez y sumado a esto esta el elevado costo de las

mismas (Gray et al., 2012)
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2.8 Antecedentes relacionados a este trabajo

La proteccion de un perro contra PVC esta basada en la respuesta de los
anticuerpos neutralizantes, por este motivo es importante la determinacion de los
titulos de anticuerpos, debido a que estos nos permiten evaluar la proteccion
inmunitaria de un animal. La prueba serolégica mas utilizadas para la
determinacién de titulo de anticuerpos es la inhibicion de la hemoaglutinacion (HI),
debido a su sencillez y rapidez en su realizacion. Varios autores refieren que, la
evaluacion del titulo de anticuerpos solo tiene sentido cuando se trata de
anticuerpos pasivamente adquiridos, ya que los anticuerpos producidos por la
inmunidad activa siempre estan protegidos con toda probabilidad ante un nuevo
contagio (Selbitz y Moos, 2006). Sin embargo, un estudio realizado por Decaro et
al., en el 2007 en un brote de PVC que afecté severamente un criadero de perros
en ltalia, en el cual, los perros infectados cursaron con cuadros clinicos que
llegaron a ser severos y, en el caso de una hembra gestante el desenlace fue
fatal, todos los perros pertenecientes a este criadero contaban con su calendario
de vacunacion completo y al dia, los cachorros eran inoculados al dia 42 de vida,
con una vacuna de alta masa antigénica, seguido de dos dosis de una vacuna
cuadruple (Distemper, Parvovirus, Adenovirus y Leptospira) en los dias 57 y 90 de
vida; con respecto a los perros adultos, estos recibian un refuerzo vacunal
anualmente utilizando la misma vacuna cuadruple. Este brote de PVC mostré dos
aspectos atipicos de importancia, la edad de los animales infectados y la infeccién
en perros que estaban vacunados. En total 11 perros que tenian edades entre 6
meses y 2.5 afios, que estaban inoculados con una cepa vacunal PVC-2, fueron
diagnosticados como positivos a PVC-2c mediante PCR y secuenciaciéon. Es
probable que una cepa altamente patégena PVC-2c fuera capaz de infectar a los
perros adultos, causando la enfermedad y en un caso, incluso la muerte, ya que la
inmunidad inducida por la vacuna PVC-2 no fue capaz de asegurar una proteccién
adecuada contra esta cepa de campo que logro infectar a los perros (Decaro et al.,
2008).
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Actualmente existe la duda de si las vacunas disponibles en el mercado, las
cuales estan hechas con la cepa PVC-2 y CPV-2b, proveen proteccion contra
todas las variantes que existen de PVC (a, b y ¢), un estudio realizado por Wilson
et al., 2014, en el cual demostré que la vacunacion de perros de edad avanzada
minimo con una vacuna multivalente que contenga la cepa variante PVC-2b
inducira respuestas serologicas de reaccion cruzada contra todas las cepas de
campo actualmente en circulacion, PVC-2a, PVC-2c y PVC-2. (Wilson et al., 2014;
Schultz et al., 2010). Sin embargo existen reportes de perros vacunados que han

desarrollado la enfermedad (Decaro et al., 2008)

Por otro lado, se ha reportado que los titulos de ADM protectores en un desafio
experimental contra PVC-2 van de 80 a 320, con una media de 160 (Schultz et al.,
2010). Sin embargo, un estudio realizado por Elia et al, en el 2005 demostré que
cachorros que tenian titulo de anticuerpos contra PVC considerados protectores
( 80), cruzaban por un cuadro gastroentérico tipico de PVC después de haber
sido desafiados con una cepa de campo, asi mismo un estudio similar realizado
por Decaro et al., en el 2005, arrojo datos parecidos, indicando que, entre mas
baja es la tasa de anticuerpos del cachorro, mas severo es el cuadro clinico. En
ambos estudios se estableci6 que aun cuando el cachorro tenga ADM

evitara la enfermedad pero no la infeccion.

El éxito del control de la enfermedad esta estrechamente ligado al porcentaje de
perros protegidos contra el PVC, actualmente en México no existe un estudio que
nos permita saber cual es la presencia de titulos de anticuerpos protectores contra
éste virus, un estudio realizado por Litster et al., en el 2012 en el cual evaluaron
titulos de anticuerpos en perros de dos refugios, determin6é que en el refugio 1 el
68% de los perros tenian titulos contra PVC, mientras que en el refugio 2 el
porcentaje fue mas elevado llegando a 84.3%, en ambos refugios el 75% de estos
perros eran adultos. Otro estudio realizado por Lechner et al., en el 2010, en el

cual determinaron la prevalencia de titulos de anticuerpos protectores contra
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distemper canino y PVC de 431 perros en un refugio de florida, mostrando que, el
64.5% de los perros tienen titulos insuficientes contra estas enfermedades,
mientras que el 35.5% tiene titulos protectores para ambas enfermedades, el 7.7%
tienen titulos de anticuerpos protectores (TAP) contra distemper canino, pero no
contra PVC, 31.5% tienen TAP contra PVC pero no contra distemper canino, y

109 perros, es decir el 25.3% no tenian TAP para ninguno de los virus.

Otro estudio realizado por Acosta-Jamett et al., en el 2015, en el cual realizaron un
analisis epidemiolégico de distemper canino (VDC) y parvovirus canino en perros
de zonas urbanas y rurales, mostré que la seroprevalencia de VDC en las zonas
urbanas es del 61% y en el area rural es de 47%, mientras que en el caso de PVC
la seroprevalencia en perros de zonas urbanas es de 89% y 72% para las zonas

rurales.
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3. JUSTIFICACION

La gastroenteritis hemorragica por Parvovirus canino tipo 2, es una de las
principales enfermedades virales que afectan a los perros de Meéxico, se
caracteriza por una alta morbilidad y mortalidad, sobre todo en perros jovenes, en
la actualidad el unico método de control que se utiliza es la vacunacion. Sin
embargo, éste método de proteccion no ha sido totalmente eficiente. Existen
diversos reportes de perros vacunados que posteriormente han desarrollado la
enfermedad, a pesar de esto no existen muchos estudios sobre la falla de

inmunidad en los perros contra parvovirus canino.

En otros estudios se ha documentado que la principal respuesta inmunolégica
contra PVC-2 es de tipo humoral, asi mismo, se han realizado, estudios sobre la
prevalencia de anticuerpos contra PVC-2 en poblaciones de perros y se ha
demostrado que enpobl aci ones de perros d50% dsto

favorece al control de la enfermedad en dichas poblaciones. Por otro lado se ha

a

reportado que perros qgque posepuedern lkdgarual o s

infectarse pero logran controlar la enfermedad, debido a que no presentan signos
clinicos de la misma y el tiempo de eliminacion del virus es corto, si el perro tiene
t2tul os de 180 seiinfeatara ypsbpsese@iara signos clinicos, pero no
tan evidentes, sin embargo si los titulos de anticuerpos son <1:180, el perro no
solo se infectard, sino que el cuadro clinico que presenta va a ser severo, incluso
fatal. Asi mismo, ha sido bien documentado que la presencia de ADM en
cachorros de menores de dos meses de edad interfiere con el proceso de

inmunidad vacunal.

Por lo tanto, la determinacion de titulos de anticuerpos IgG en las poblaciones de
perros es importante para entender el comportamiento de la enfermedad desde el
punto de vista epidemiologico, inmunologico y clinico; sin embargo, en México, no
existen reportes sobre prevalencia, caracterizacion e incidencia de esta

enfermedad. Tampoco se han realizado estudios que nos indique el nivel de

Kenia Nayeli Escobar Pineda 38

pr

de



Determinacién de la frecuencia de titulos de anticuerpos IgG protectores contra parvovirus
canino tipo 2 en una poblacién de perros de la zona conurbada de Toluca

protecciéon con base en anticuerpos IgG que poseen las poblaciones de perros en
nuestro pais. Este estudio sera uno de los primeros trabajos donde se determinen
los perfiles de anticuerpos que poseen poblaciones de perros, lo cual favorecera a
entender cudl es la situacion actual del papel que estd jugando la respuesta
humoral en base a IgG sobre la proteccion contra PVC-2 en estos perros.
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4. HIPOTESIS

Los titulos de anticuerpos IgG contra parvovirus canino tipo 2 en una poblacion de

perros seleccionada de la zona conurbada de Toluca son menores a 1:256,

considerados protectores contra la enfermedad.
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5. OBJETIVO

Determinar los titulos de anticuerpos IgG contra parvovirus canino tipo 2 en una

poblacién de perros seleccionada de la zona conurbada de Toluca.
5.1 Objetivos especificos

1.- Analizar la factibilidad de las técnicas: inmunocromatografia y ELISA comercial,
para determinar los titulos de anticuerpos contra PVC-2, comparandolas con

Inhibicién de la hemoaglutinacion

2.- Determinar la frecuencia relativa de los titulos de anticuerpos IgG contra
parvovirus canino tipo 2, presentes en cachorros de 6 a 10 semanas de edad,

utilizando la técnica de inhibicién de la hemoaglutinacion.

3.- Determinar la frecuencia relativa de los titulos de anticuerpos contra parvovirus
canino tipo 2, presentes en perros mayores a 10 semanas de edad de la zona
conurbada de Toluca, utilizando la técnica de inhibicion de la hemoaglutinacion.
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6. MATERIAL
6.1 Material biol6gico

Suero sanguineo de cachorros entre 6 y 10 semanas de edad de la zona

conurbada de Toluca, obtenidos mediante venopuncion (yugular o cefélica).

Suero sanguineo de perros mayores a 10 semanas de edad de la zona conurbada

de Toluca, obtenidos mediante venopuncion (yugular o cefalica).
Eritrocitos de cerdo

6.2 Material de laboratorio

Tubos vacutte o minicollect-suero
Jeringas de 3 ml

Jeringas de 10 ml

Tubos de centrifugado de 50 ml

Tubos de centrifugado de 15 ml

Tubos de ensayo

Viales del.5 ml

Puntas de micro pipeta 10-100 pl

Puntas de micro pipeta 100-1000 pl
Micro placas de titulacion con fondo en v
Probeta

Matraz

Papel aluminio

Guantes de nitrilo

Bata de laboratorio

Gradilla
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Kits de diagnéstico rapido para deteccién de anticuerpos PVC ab de Anigen, de la
marca BIONOTE

Kit de DRG® Canine Parvo Virus IgG ELISA (EIA-2475)
6.3 Equipo

Centrifuga de temperatura ajustable
Micro centrifuga

Refrigerador (4°C)

Congelador (-20°C)

Vortex

Gradilla

Micro pipeta (10-100 pl)

Pipeta multicanal (50 pl)

Camara de lectura

Bafno seco

6.4 Reactivos

PBS pH 7

Albumina sérica bovina al 0.1%

Alsever

Kenia Nayeli Escobar Pineda 43



Determinacién de la frecuencia de titulos de anticuerpos IgG protectores contra parvovirus
canino tipo 2 en una poblacién de perros de la zona conurbada de Toluca

7. METODO
7.1 Disefio del estudio y muestreo

Este trabajo fue considerado una investigacion exploratoria, y los datos son

presentados como un estudio piloto.

El tipo de muestreo fue no probabilistico, la seleccién de los individuos fue por
oportunidad considerando con un minimo de 100 muestras en un periodo de seis
meses (Agosto del 2015- enero 2016).

La aprobacion de un comité de ética no es necesaria para estudios de casos
clinicos debido a que el muestreo y recoleccién de muestras son realizados para
procedimientos estandares (Sundaran et al., 2015)

Previamente a la seleccién a todos los perros que fueron candidatos para el
estudio se les realiz6 un examen fisico general previo a la toma de muestra para
determinar cual era su estado de salud, si el perro mostré signo clinico alguno de
enfermedad, este automaticamente fue descartado para ser muestreado. Se
obtuvieron datos necesarios para el proyecto de todos los perros que fue incluido

en el estudio, los cuales fueron contenidos en un formulario (anexo 1).

Posteriormente, de cada perro seleccionado se obtuvo 3 ml de sangre mediante
venopuncién (yugular o cefélica) y fueron colectados en tubos vacutte o
minicollect-de suero, se centrifugaron a 3400 rpm durante 5 minutos para la
obtencién del suero en viales de 1.5 ml estériles y fueron etiquetados con el ID
asignado para el proyecto. Los sueros fueron almacenados a -20°C hasta que se

realizaron las pruebas.

7.2 Valoracién de los métodos utilizados para identificacion de titulos de

anticuerpos contra PVC-2

Para la determinar cual era la técnica con mas sensibilidad y especificidad para
medir titulos IgG contra PVC-2 fueron analizadas por cuadros de contingencia las

técnicas de inmunocromatografia y ELISA usando como prueba de referencia a la
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inhibiciébn de la hemoaglutinacion, para esto 20 perros que previamente fueron
sometidos a un examen fisico general fueron muestreados. Las muestras fueron
centrifugadas y el suero fue separado. Cada muestra fue dividida en tres alicuotas
y procesadas por inmunocromatografia, inhibicibn de la hemoaglutinacion y
ELISA.

Para determinar si existe significancia estadistica entre cada técnica seran

analizadas a través de la prueba de Ji? utilizando la siguiente formula:

° BFW
Ir

Doénde:
O: es el numero observado
E: es el numero esperado

La probabilidad asociada al valor de Ji cuadrado se obtendra de las tablas de R.A.
Fisher.

Se utilizé un analisis de Kappa de Cohen para determinar la concordancia entre

las HI e inmunocromatografia y HI y ELISA
7.3 Inhibicion de la hemoaglutinacion (HI)

1. inactivacién del suero, para la inactivacion se debe preparar una dilucion
1:10, esta solucién se colocara en bafio seco a 56°C por 30 minutos

2. adsorcién con eritrocitos puros de cerdo 1:1, dejar reposar 2 horas a
temperatura de laboratorio
centrifugar a 1500 rpm por 5 minutos
preparar antigeno para Hl
colocar antigeno en todos los pocillos, menos en la hilera de control de
eritrocitos

6. recuperar 25 pl del suero y colocarlo en un pocillo de la placa, mezclar 10

veces, pasar al siguiente pocillo y mezclar por 6 veces, repetir hasta
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terminar hilera y desechar los 25 pl sobrantes, dejar reposar por una hora a
temperatura de laboratorio
7. agregar 50pl de eritrocitos al 1%
8. refrigerar a 4°C, leer placa cuando el control eritrocitos este marcado (2
horas aproximadamente) (Carmichael et. al, 1979)
El titulo de HI fue indicado como la mayor dilucién del suero que inhibe la
hemoaglutinacion completamente. Esta prueba fue realizada en microplacas de 96

pocillos con fondo en v.

7.4 Inmunocromatografia

Para la deteccion de anticuerpos se utilizaron pruebas rapidas de diagndstico de
PVC ab de Anigen, de la marca BIONOTE, la cual consiste en un inmunoensayo
de cromatografia en fase sélida para la deteccion semi-cuantitativa de anticuerpos
IgG para el parvovirus canino en suero, plasma o sangre completa. Para la

realizacion de esta prueba, se siguieron las instrucciones del fabricante (anexo 2)

7.5 ELISA

Se utilizo el kit de DRG® Canine Parvo Virus 1gG ELISA (EIA-2475), El principio
del kit de prueba PVC se basa en la deteccion de anticuerpos contra el virus de
Parvo. El virus Parvo esta unido a la fase sdélida mediante el uso de un anticuerpo
monoclonal. Después de la unién de los sueros de antigeno (virus Parvo) que
contiene anticuerpos son capaces de reaccionar con el antigeno. Después de la
reaccion antigeno/anticuerpo, los anticuerpos unidos pueden ser detectados
mediante el uso de un conjugado policlonal. Para realizacion de esta prueba, se

siguieron las instrucciones del fabricante (anexo 3).
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7.6 Determinacion de los titulos de anticuerpos IgG contra PVC-2 en perros

de la zona conurbada de Toluca

Durante el periodo que se llevo a cabo este estudio (agosto 2015- febrero 2016)
222 muestras de sangre fueron obtenidos de perros muestreados en la zona
conurbada de Toluca, estas muestras fueron procesadas para la deteccion de
anticuerpos contra PVC-2. Los perros fueron divididos en dos grupos, el grupo A
contenia a los perros con menos de 10 semanas de edad, mientras que el grupo B
esta representado por los perros mayores a 10 semanas de edad. Las 222
muestras fueron centrifugadas, el suero fue separado y almacenado a -20 ° C

hasta su procesamiento.

7.8 Procesamiento de los datos

7.8.1 Valoracion de los métodos utilizados para identificacién de titulos de

anticuerpos contra PVC-2

Por cuadros de contingencia se determind la sensibilidad y especificidad de las
técnicas de ELISA e inmunocromatografia utilizando como prueba de referencia
Inhibicion de la hemoaglutinacion.

7.8.2 Determinacion de los titulos de anticuerpos IgG contra PVC-2 en perros

de la zona conurbada de Toluca

Debido a que de las técnicas analizadas para la determinacion de anticuerpos (Hl,
ELISA e inmunocromatografia) la que mayor sensibilidad y especificidad tuvo fue
HI, esta técnica fue la utilizada para la determinacién de titulos de 1gG contra PCV-

2 en la poblacién de los perros que fueron muestreados.
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7.8.3 Anélisis de datos

Una vez obtenidos resultados de los titulos de IgG contra PCV-2 en la poblacién
de los perros seleccionada, se obtendran la frecuencia absoluta y relativa

mediante las siguientes formulas:

Frecuencia absoluta:

La suma de las frecuencias absolutas es igual al numero total de datos por N
a+ax+ 8é &N

Equivalente a:

Frecuencia relativa

El resultado de dividir la frecuencia absoluta de un determinado valor entre el

numero total de datos, se representa por = :-

Doénde:

= -1 Frecuencia relativa

. Frecuencia acumulada

4 NGmero total de datos
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8. LIMITE DE ESPACIO

El presente estudio se realizo en el Centro de Investigacion y Estudios Avanzados
en Salud Animal (CIESA) de la Universidad Autonoma del Estado de México. Que
se localiza en el Km 15.5 de la carretera Toluca- Atlacomulco, perteneciente a la

ciudad de Toluca, en el estado de México, México.

Las muestras fueron obtenidas de distintos propietarios de diferentes municipios
del estado de México, del centro de control animal de Toluca y un criadero del

estado de México.
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9. LIMITE DE TIEMPO

ACTIVIDADES

2016

Elaboracién del protocolo

Aprobacién del protocolo

Valoracién de las técnicas utilizadas para la

deteccién de anticuerpos

Recoleccion de muestras y elaboracion del
ensayo de la cinética de titulos de

anticuerpos producidos por vacunacion

Andlisis de los titulos de anticuerpos en las
diferentes poblaciones de perros

Andlisis de resultados

Redaccidn de tesis
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10. RESULTADOS
10.1 Analisis de la factibilidad de pruebas

Se determind la factibilidad de los paquetes (kits) comerciales que se utilizaron
para determinar los titulos de anticuerpos contra PVC-2. Para esto, 20 sueros
fueron analizados a través de Anigen Rapid CPV Ab test Kit 2.0
(inmunocromatografia) y PRG® Canine Parvo Virus IgG ELISA EIA-2475 (ELISA),
los datos obtenidos de ambos paquetes fueron comparados con los obtenidos por
HI (técnica utilizada como prueba de oro). La sensibilidad clinica en las diferentes
técnicas se establecio bajo el parametro de deteccidén de presencia o ausencia de
anticuerpos, por lo tanto los resultados fueron registrados como positivos o
negativos. E | corte indicado para HI establ ece ¢
presencia de anticuerpos (en este caso las muestras son positivas), en el caso de
inmunocromatografia el corte es >1:40 mientras que para la ELISA las
instrucciones del fabricante indican que un valor > a 90 indica la presencia de

anticuerpos.

Por lo tanto, los datos obtenidos en esta parte del estudio indicaron que la
inmunocromatografia tuvo una sensibilidad clinica del 100%, mientras que el kit de
ELISA mostr6 una sensibilidad del 30%, con lo que se refiere a la especificidad fue

de 100% en ambas técnicas (figura 3).

HI HI
+ - + -

[ 20 0 + 6 0
£ <
£ ¥
g . 0 1 | 14 1
£

Sensibilidad: 100% Sensibilidad: 30%

Especificidad: 100% Especificidad: 100%

Kenia Nayeli Escobar Pineda 51



Determinacién de la frecuencia de titulos de anticuerpos IgG protectores contra parvovirus
canino tipo 2 en una poblacién de perros de la zona conurbada de Toluca

Figura 3. Cuadros de contingencia, la sensibilidad clinica entre las técnicas de inmunocromatografia y ELISA

fueron comparadas utilizando como prueba de referencia Inhibicion de la hemoaglutinacién (HI).

El andlisis de concordancias entre los resultados de las diferentes técnicas para la
deteccion de presencia o0 ausencia de anticuerpos fue determinado por un analisis
de Kappa, donde IC y HI presentaron un valor de 0.0519, encontrando mayor
concordancia de la que se espera por azar, por lo tanto es considerado un valor de
acuerdo moderado, mientras que entre las técnicas ELISA y HI el nivel de
concordancia fue de 0.00, lo cual indica que el nivel de acuerdo entre ambas
técnicas es nulo(Tabla 1). Para determinar si con estos datos se puede inferir que
la validez de los resultados depende de la técnica utilizada se calculé la X? el
valor fue de 31.58 resultando mayor al valor X? de la tabla, indicando que los
resultados de la deteccién de anticuerpos dependeran de la técnica que sea
utilizada (Tabla 2).

Otros parametros, tales como el tiempo de procesamiento de cada muestra,
capacitacibn necesaria para su realizacion, el equipo y reactivos requeridos,
namero de muestras que pueden ser analizadas por prueba, asi como su costo y
disponibilidad fueron analizadas para poder determinar la factibilidad de las tres
técnicas, mostrando una factibilidad del 87.5%, 62.5% y 50% para HI,
Inmunocromatografia y ELISA respectivamente (Tabla 3). Asi mismo fueron
analizadas la precision y la exactitud de las técnicas dando como resultado una
exactitud y precision del 100% en la inmunocromatografia, mientras que en el
caso de ELISA se observé una precision del 60% y una exactitud del 61.7%
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Tabla 1. Analisis de la concordancia entre las titulaciones de anticuerpos IgG

Clave Paciente IC HI ELISA
M1 Poli <1:40™ 1:32™ 1:30™
M2 Poli <1:40 1:32 1:30
M3 Poli 1:80" 1:256° 1:30
M4 Mera 1:80 1:256 1:30
M5 Taq 1:80 1:4096° 1:30
M6 Poli 1:80 1:4096 1:30
M7 Mera 1:80 1:4096 1:30
M8 Taq _1:160° 1:4096 1:30
M9 Poli .1:160 1:4096 1:30
M10 Mera .1:160 1:4096 1:30
M11 Juni _1:160 1:1024° 1:90"
M12 1 <1:40 1:32 1:30
M13 Vaqui _1:160 1:256 1:270"
M14 5 <1:40 1:32 1:30
M15 Choco .1:160 1: 4096 1: 90
M16 Lula <1:40 1:32 1:30
M17 7 .1:160 1: 256 1:90
M18 Henrry .1:160 1:1024 1:90
M19 6 .1:160 1:256 1: 90
M20 Cumbia 2 <1:40 1:32 1:30

protectores y no protectores contra PVC-2 utilizando técnicas IC, HI y ELISA.

Valor de andlisis de Kappa entre Hl e IC: 0.519, grado de acuerdo: moderado
Valor de andlisis de Kappa entre HI y ELISA: 0.000, no existe grado de acuerdo
P: anticuerpos protectores contra PVC-2

NP: anticuerpos no protectores contra PVC-2

IC: inmunocromatografia

HI: inhibicién de la hemoaglutinacién
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Tabla 2. Analisis de las técnicas de IC, ELISA y HI para determinar su capacidad

de deteccion de anticuerpos IgG contra PVC-2.

Muestras analizadas por Muestras analizadas Muestras
Inmunocromatografia por Analizadas por

ELISA HI

Ausencia de 1 15 1
Anticuerpos

Presencia de 20 6 20
Anticuerpos

Total 21 21 21

Valor significativo de P: <0.0001, Grado de libertad V: 2
X2 tabla: 5.9; X? calculada: 31.58

X? tabla < X calculada
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Tabla 3. Caracteristicas cualitativas de las técnicas de HI, IC y ELISA en su

utilizacidon para la deteccion de anticuerpos IgG contra PVC-2

Caracteristicas HI  inmunocromatografia ELISA

Tiempo de procesamiento + +++ ++
Capacitacién necesaria para su realizacion  ++ +++ ++
Equipo necesario ++ +++ +

Reactivos necesarios ++ +4+ ++

muestras analizadas por prueba +++ + +++
Precio de la prueba +++ + +
Disponibilidad +++ + +
Sensibilidad +++ +++ +

Dénde: + No deseable, ++ deseable, +++ Altamente deseable.
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10.2 Titulacion de anticuerpos IgG contra PVC-2 en los perros muestreados

En este apartado del estudio 222 perros fueron analizados, 52 perros (23.4%) se
incluyeron en el grupo A, debido a que eran cachorros de 6 semanas de edad,
mientras 170 (76.6%) estuvieron en el grupo B porque eran mayores de 6

semanas de edad.

Sobre su origen de procedencia los perros de ambos grupos se obtuvieron en el
centro de bienestar animal, criaderos y casas de Toluca, distribuidos en los

siguientes porcentajes respectivamente, el 38.2%, 27.4% y 34.2%.

En relacién a la poblacién del grupo A, el 90.4% present6 titulos de anticuerpos
<1:256 y solo el 9.6% O1 562 El 53.8% y el 46.1% son machos y hembras
respectivamente, solo el 7.1% de los machos tienen titulos O 1256, mientras que el
9.3%del as hembras t i e.l@mediana delgtuposA fu®de:1:26 6

Figura 4. Andlisis de la presencia de titulos de
anticuerpos IgG contra PVC-2 en las poblaciones

de perros considerando la edad.

30
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14 m1:8 m1:16 m1:32 m1:64 m1:128 m1:256 =1:512 = 1:1024 =1:2048 = 1:4096

En el caso del grupo B, de acuerdo a la edad los perros se distribuyeron de la
siguiente porcentajes, el 13.5% de la poblacion fueron cachorros menores de 1
afio de edad, el 50.5% fueron perros mayores de un afio y menores de 5 afos de

edad, mientras que el 35.8% fueron perros mayores a 5 afios de edad (Figura 4).
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Con relacion a los titulos de anticuerpos IgG identificados en este grupo; 1:4, 1:8 'y
1:2048 cada uno de estos estuvo presente en un 0.58%, el titulo 1:1:4096 en un
1.76%, 1:1024 en 2.9%, los titulos 1:16 y 1:32 estan representados en un 3.5% y
8.2% respectivamente, 1:64 corresponde a 14.1%, la titulacion 1:512 esta
representada por un 18.23%, mientras que el 21.1% corresponden a la titulacién
1:256 y por ultimo la titulacién 1:128. Esta poblacion solo el 44.7% de presento

titulos de anticuerpos O1:256, con una mediana de 1:128.

Con respecto al sexo el 53.5% y el 46.4% de la poblacion son hembras y machos
respectivamente, el 54.96% del as hembr as ti epn@entrasqudel | os
3291%delosmachos ti en&56(Rgaras).l os O1:

- Figura 5. Andlisis de la presencia de anticuerpos
S 1gG en las poblaciones de perros considerando
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11.DISCUSION

La titulacion de anticuerpos IgG contra PVC-2 es importante porque nos permite
por ejemplo determinar en cachorros ADM que son Utiles para establecer el
momento de la vacunacion, en perros adultos para determinar si la poblacion esta
0 no protegida contra la enfermedad o si los perros han sido recientemente
infectados. Actualmente existen diferentes productos comerciales para realizar la
titulacion de estos anticuerpo; sin embargo en nuestro pais no son ampliamente
utilizados por lo tanto no existen datos de la factibilidad de su uso. En este estudio
se analizaron dos kits comerciales para determinar si estos tienen una factibilidad
apropiada para ser utilizados cotidianamente tanto en laboratorios como en
clinicas para la titulacién de anticuerpos contra parvovirus canino. Nuestro analisis
indica que aunque el kit (Anigen Rapid CPV Ab test Kit 2.0) tiene una sensibilidad
y especificidad del 100%; analizando otros parametros tienen una factibilidad del
62%, la mayor desventaja que observamos en este producto es que no se
encuentra disponible en el pais y es necesaria su importacion, lo cual podria
incrementar sus costos, aunado a esto la interpretaciéon de los resultados de esta
técnica llegan a ser subjetivos (ver anexo 2). Por lo tanto dados los resultados
obtenidos en este trabajo se recomienda que la técnica que es mas factible de
utilizar para este tipo de analisis sea la HI, aunque no esta disponible
comercialmente y se requiere de cierta infraestructura tiene parametros de
factibilidad mas apropiados para su realizacion y reproducibilidad. En éste estudio
se determind que los titulos protectores contra PVC-2 s o n 2%Blya que en
estudios anteriores (Taguchi et al., 2012; Wilson et al., 2014) se mostrd que esta
titulacion tal vez no confiere proteccion contra la infeccién, pero ayudarad a
disminuir la severidad de la enfermedad, factor determinante en la mortalidad de

esta.

La distribucién de los grupos se determin6 de acuerdo a los objetivos planteados;

el grupo A estaba conformado por 52 cachorros de seis semanas de edad sin
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ninguna vacunacion previa al muestreo, porque en este grupo se determiné
analizar la tasa de titulos de anticuerpos derivados maternos que tenian los
cachorros previos a la vacunacién. Los resultados obtenidos indican que el 90.4%
de estos cachorros tuvieron titulos de anticuerpos IgG contra PVC-2 <1:256, con
una mediana de 1:96. La literaturarefereque perr o que 1lP56esenen t 2
encuentran protegidos contra la enfermedad, mostrando asi que un alto porcentaje
de la poblacién analizada se presentaba un alto riesgo de infeccién al momento de
hacer el muestreo. En otros estudios se ha reportado que los rangos de ADM van
de 1:32 a 1:1280 (Decaro et al., 2005; Waner et al., 1996; Mila et al., 2014; Elia et
al., 2005), sin embargo en nuestro estudio se observé que solo el 9.6% de los
cachorros tenfau na t i t u25@& esios cachdrds:son provenientes de calle y
el grado de exposicién ante cualquier agente infeccioso es mayor, y determind que
la titulacion elevada se debe a una infeccion reciente, ya que esta titulacion se ha
observado en perros que han sufrido una infeccién. (Elia et al., 2005; Decaro et al.,
2005).

Los titulos identificados en los cachorros de este grupo si bien no son
considerados protectores, si son interferentes para los procesos de vacunacion,
por lo tanto es importante realizar estudios de titulacion de anticuerpos antes de la
primera vacunacion, porque los cachorros de este grupo tenian seis semanas de
edad y el 53.8% de estos tenian anticuerpos interferentes. De acuerdo a la guia
para la vacunacion de perros y gatos de WSAVA (the World Small Anima
Veterinary Association) un cachorro de seis semanas de edad podria iniciar su
calendario de vacunacién (Day et al., 2016), esta practica es comun en nuestro
pais, sin embargo, como lo sefiala este estudio la mayoria de los cachorros
analizados no estan aptos para iniciar la vacunacion, de acuerdo a diferentes
reporte la titulacion adecuada para iniciar el calendario de vacunacion es de <1:32
(Taguchi et al.,, 2012). Aun cuando existen vacunas con alta masa antigénica,
recomendadas para aplicarse en cachorros de menos de seis semanas de edad

con la finalidad de interferencia por ADM, algunos estudios han demostrado que
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estas vacunas no logran evitar dicha interferencia (Gomez y Guida, 2010) , es
decir, que si un cachorro es vacunado a las seis semanas de edad, sin haber
realizado la titulacién de anticuerpos, aun utilizando una vacuna con alta masa
antigénica es muy probable que se produzca interferencia por ADM, lo cual
producird una disminucion de los anticuerpos circulantes y pondra al cachorro en
mayor riesgo ante una infeccion, produciendo asi la mayor causa de falla
vacunalqPollock y Carmichael, 1982; Castro, 1985; Day et al., 2016).por lo tanto
es necesaria la realizacion de técnicas de deteccién de anticuerpos que nos
permitan determinar la tasa de titulos de los mismos y asi establecer el momento
idéneo para el inicio del esquema de vacunacion, asi como los subsecuentes

refuerzos de la misma para lograr una inmunidad apropiada.

Para determinar si una poblacién de perros que ha tenido contacto tanto con virus
vacuna como con virus de campo posee titulos de anticuerpos protectores se
analizaron 170 muestras de perros mayores de 6 semanas de edad
pertenecientes al grupo B, ya que un estudio realizado por Schultz et al., 2010
determind que si minimo el 50% de la poblacién canina tienen titulos protectores
contra la enfermedad, podremos tener un mejor control de la misma y asi poder

lograr su erradicacion.

Sin embargo la literatura es confusa sobre que titulos se refieren a anticuerpos
protectores, algunos autores indica que titulos de 1:64 son protectores contra la
infeccién, mientras que algunos estudios han concluido que perros con titulos de
1:320 no son protectores y los perros se pueden infectar, incluso podrian cursar
con cuadros atipicos de la enfermedad. (Wilson et al., 2014; 2011; Elia et al.,
2005)

Mientras que, otros autores indican que titulos >1:320 son protectores contra la
enfermedad (Pratelli et al., 2001), el cual evitara un cuadro tipico de parvovirus
canino. Tomando este parametro como referencia en este estudio se determiné

que la tasa de titulos de anticuerpos pr ot e c t o r1:25. Perdontant® se
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observé que en los perros provenientes de casa, el 72.% tuvieron anticuerpos
protectores, asi como el 51.5% de los perros de calle, y contrario a lo que se
pensaba, en ultimo lugar estan los perros de criadero con un 18.0%, en el caso de
los perros que provienen de criaderos se puede asociar que al estar vacunando
constantemente sin la previa titulacion de anticuerpos se esta produciendo el
mismo fendmeno que ocurre en cachorros con ADM, si los anticuerpo circulantes
son mayores a 1:64 al momento de la vacunacion produciran un efecto de
interferencia y no permitiran una buena respuesta vacunal al momento de la
revacunacion. En el caso de los perros que provenian de casa o de la calle, al
haber sido inmunizados, ya sea por medio de vacuna o por virus de campo
muchos de ellos no reciben una dosis de revacunacion, o los periodos son muy
largos, por lo tanto esto favorece a una mejor inmunizacion lo cual permite que la
tasa de titulos de anticuerpos sea mas elevada. En un estudio realizado por Ried|
et al., 2015 donde buscaron la prevalencia de anticuerpos en perros sanos
provenientes de casas, determinaron que el 86% de su poblacion tiene titulos
protectores contra PVC-2, pero ellos consideraron como titulos protectores >1:80,
titulacién por debajo de la que se establecié como protector en este estudio, en un
estudio similar, pero realizado en perros provenientes de calle que eran
resguardados en refugios, se determind que el 64.5% de los perro no tenian
anticuerpos protectores contra PVC-2, pero del mismo modo que en el estudio
realizado por Riedl et al., 2015 su corte de anticuerpos protectores fue de >1:80, lo
cual podria indicar que el porcentaje de perros con anticuerpos protectores es mas

bajo.

En general de los 222 muestras analizadas solo el 36.4% presentaron una tasa de
t2tul o de ant,enunestudiogeslizadd pord &cbner et al., en el 2010
demostré que el 31.5% de la poblacion poseia titulos de anticuerpos protectores
contra PVC-2, asi mismo en un estudio parecido Litster et al., en el 2012 mostro
un 84.3% de perros con anticuerpos protectores, sin embargo su corte de titulos

protectores es de 1:80 en ambos estudios, debido a que no existe un acuerdo para
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establecer cuéles son los titulos que se deben considerar protectores y bajo qué

condiciones.

Kenia Nayeli Escobar Pineda 62



Determinacién de la frecuencia de titulos de anticuerpos IgG protectores contra parvovirus
canino tipo 2 en una poblacién de perros de la zona conurbada de Toluca

12.CONCLUSION
El 36.4% de la poblacién canina analizada tiene titulos de anticuerpos protectores

contra PVC-2.

El porcentaje de perros que tienen titulos protectores contra PVC-2 en el grupo A
fue de 9.6.

La inmunocromatografia es una técnica eficiente para la deteccion de anticuerpos,
pero tiene la debilidad en la interpretacion ya que esta se basa en la vista y el
resultado puede ser subjetivo, como mostraron nuestros resultados. Por lo tanto
actualmente sigue siendo mejor utilizar la técnica de HI debido a su costo, tiempo

de realizacion y numero de muestras que pueden ser analizadas por placa.

La mayoria de los perros de 6 semanas de edad inician sus calendarios de

vacunacion con titulos de anticuerpos interferentes.
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13.SUGERENCIAS

Si bien este es un estudio piloto, los hallazgos encontrados proporcionan un
punto de partida para estudios que aun no han sido realizados sobre una de
las enfermedades en perros mas importantes en México. Es conveniente
realizar estudios con mayor nimero de perros y mas pruebas que nos permitan
hacer un andlisis mas detallado del comportamiento de los anticuerpos en

poblaciones de perros.
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15.ANEXOS

Anexo 1. Formulario para obtencion de datos de perros muestreados

FORMULARIO
FECHA: ID:
DOMICILIADO CRIADERO CALLE
NOMBRE:
EDAD: SEXO: RAZA:
NO DE VACUNAS: ALIMENTACIHAON:

LOCALIDAD A LA QUE PERTENECE:
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Anexo 2.

ONE STEP IgG an

dies to Canine Parvo us RAPID TEST

>« Anigen Rapid CPV Ab Test Kit 2.0

m Explanation of the Test
Canine parvovirus (CPV) is the most important cause of viral gastroenteritits in dogs world-wide. The
disease is characterized by severe enteritis and lymphopenia with high mortality especially in
non-immune dogs. Antibody titers to CPV are important in the prediction of canine health and
preparing vaccination programs. The hemagglutination-inhibition (HI) test has been the most
commonly used serological assay for CPV antibody.
[Intended Use] Anigen Rapid CPV Ab Test Kit 2.0 is a solid phase immunochromatographic assay for
the rapid, quantitative detection of IgG antibodies to parvovirus in canine serum, plasma or whole
blood. This test is intended for professional use as an aid in presumptive diagnosis, and preparation of
vaccination programs. This test provides only a preliminary test result. Therefore, other tests like
hemagglutination-inhibition test or serum neutralization test, or more specific alternative diagnosis
methods must be used in order to obtain a confirmation of immune status.
[Principle] Anigen Rapid Ab Test Kit 2.0 is designed to detect IgG antibodies to CPV in serum, plasma
or whole blood.
Anigen Rapid CPV Ab Test Kit 2.0 has a letter of “T” as test line and “C” as control line on the surface
of the device. The test line and the control line in result window are not visible before applying any
samples. The “°C” line is used for procedural control. Control line should always appear if the test
procedure is performed properly and the test reagents of the control line is working. A purple “T” line
will be visible in the result window if there are IgG antibodies to CPV in the sample. If IgG antibodies
to CPV are not present in the sample. then no color appears in the “T” line.
‘When a specimen is added to the test, anti-CPV IgG in the specimen sample reacts with purified CPV
antigen, and then reacts with monoclonal anti-CPV (conjugated gold) and forms a complex of antibod-
ies and colloidal gold conjugates.
As this mixture migrates along the length of the test kit by capillary action. the anti-CPV IgG complex
is captured by the relevant anti-canine IgG. immobilized in the test line across the test kit and generates
a colored line.

= Materials provided(10Tests/Kit)
1) Ten(10) Anigen Rapid CPV Ab Test 2.0 Devices
2) Ten(10) Bottle containing 1ml of assay diluents
3) Ten(10) Disposable capillary tubes for specimen
4) Ten(10) Anticoagulant bottles
5) Ten(10) Disposable droppers
6) One(1) Color scale (1~6) measurement
7) One(1) Instruction for use

= Precautions

1) For best results, strict adherence to these instructions is required.

2) All specimens should be handled as being potentially infectious:

3) Do not open or remove test kits from their individually sealed pouches until immediately before their
use.

4) Do not reuse test kit.

5) All reagents must be at room temperature before running the assay.

6) Do not use reagents beyond the stated expiration date marked on the package label.

7) The components in this kit have been quality control tested as standard batch unit. Do not mix
components from different lot numbers.

8) The assay diluents contains low concentration of sodium azide as a preservative. Sodium azide is
toxic and should be handled carefully to avoid ingestion and skin contact.

m Storage and Stability
The kit can be stored at room temperature (2 ~ 30°C) or refrigerated. The test kit is stable through the
expiration date marked on the package label. DO NOT FREEZE. Do not store the test kit in direct
sunlight.

m Specimen Collection and Preparation

1) Serum, plasma or whole blood samples should be used for this test.

2) Handle all blood products as capable of transmitting infectious diseases.

3) Whole blood samples should be used immediately; if possible or should be stored at 2 ~ 8°C up to
24 hours.

4) If serum or plasma specimens cannot be tested immediately, they should be refrigerated at 2 ~ 8°C
up to 2 weeks. Freezed specimen at —20°C or below is available up to 1 year.

5) Specimens containing precipitate may yield inconsistent test results. Such specimens must be
clarified prior to assaying.

6) The use of hemolytic, lipaemic, icteric or bacterially contaminated specimens should be avoided.
Erroneous result may occur.
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