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RESUMEN

RUIZ ROMERO, ROCÍO ANGÉLICA. Diagnóstico de Parvovirus canino tipo 2

(PVC-2) en perros domésticos por inmunohistoquímica (bajo la direcdón de

Dra. l . Eugenia candanosa Aranda y MVZ EAPV Félix D. Sánchez Godoy).

se realizó un estudio retrospectivo de 190 casos (1998-2003) con lesiones

intestinales histopatológicas de parvovirus canino. De los cuales se evaluaron

treinta casos de Intestino delgado por el complejo avidina-biotina-peroxidasa

empleando un anticuerpo monocJonal desarrollado en ratón contra parvovirus

canino tipo 2 (PVC-2). se obtuvieron reacdones inmunohistoquímicas positivas

..en el 76.67% (23 casos) de las muestras procesadas. Los lintadtos, macrófagos

y las células necrótícas de las criptas intestinales fueron las células que con

mayor frecuenda presentaron inmunopoSitividad. las lesiones intestinales

histopatológicas que se aSOCiaron sensiblemente a PVC-2 fueron las células de

regeneración y necróticas en las criptas intestinales por la evidenda del

antígeno parvoviral. la demostradón inmunohistoquímica del antígeno de PVC

2 es un método de gran ayuda para confirmar el diagnóstico etiológico en casos

con lesiones intestinales sugerentes de esta enfennedad.
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INTRODUCCIÓN

El parvovirus canino es una de las causas más importantes de mortalidad en

cachorros. Esta entidad patológica de distribución mundial está estrechamente

reladonada con el virus de la Panleucopenia Felina (VPF). Las gastroenteritis

virales en perros robraron gran importanda a partir de 1978 ron la apartdón

del parvovirus canino tipo 2 (PVC-2). 1-16

Actualmente, se reconocen dos fonnas de enfermedad: cardiaca (cachorros de

3 a 16 semanas de edad) y entérica (entre el destete y 105 6 meses de

edad). 15,16

La enfennedad neurológica primaria puede ocurrir romo resultado de

hemorragias en el sistema nervioso central por coaguladón intravascular

diseminada o hipoglucemia durante el proceso patológiro, la sepsls o

alteradones de áddos, bases y electrolíticas. Así mismo, es posible una

infeCCión roncurrente con el virus del distemper canino. 17, 18, 19

PROPIEDADES DE LOS PARVOVIRUS

La familia Pawoviridae romprende 2 subfamilias:

1. Parvovlrinae en donde se encuentran los virus que afectan a los

vertebrados.

2. Densovirinae para los virus que afectan a los insectos.2O,21

La subfamilia Parvovirinae comprende 3 géneros:

1. ParvollÍrus. Los miembros de este género infectan a los vertebrados y

tienen una replicadón autónoma.
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2. Erytrhroviros. Que incluye al virus 819 que afecta a los humanos y

está relacionado con el virus del mono cynomolgus (Macaca fascicularis)

el cual también tiene una replicación autónoma.

3. Dependoviros. Los virus pertenecientes a este género son llamados

"adeno-asodados" ya que solo son capaces de replicarse con ayuda de

otro virus, generalmente un adenovirus.20, 21

Los miembros del género Parvoviros afectan a cerdos, gatos, perros, minks,

ratones, ratas, hamsters, gansosy patos.20 (Cuadro 1).

El parvovirus canino tipo 10 "virus diminuto de los caninos" (PVC-1, VDC) tiene

propiedades antigénicas y genómicas distintas al PVC-2 y al parecer no tiene

reladón alguna con los parvovirus de otras especies.22 El otro virus canino,

llamado parvovirus canino tipo 2 está estrechamente reladonado con el virus

felino y del mink. El virus canino puede replicarse en células caninas y felinas,

pero el virus felino únicamente se replica en células de felino.2O

El PVC-2 es similar al virus de la panleucopenia felina en más del 98% de su

genoma, únicamente hay 6 nudeótidos diferentes en la proteina VP2

(posidones 3025, 3065, 3094, 3753, 4477, 4498); estas diferendas muestran

efectos biológicos enormes ya que pierde la capaddad para replicarse en

gatos.23

HISTORIA

El parvovirus canino tipo 2 fue identificado por Eugster y Nalm3 en

Norteamérica como la causa de una enfermedad nueva de los perros y a otros

miembros de la familia canidae tales como lobos, coyotes, perros
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sudamericanos y perros mapacheros asiáticos. Se piensa que el virus surgió de 

una mutación del virus de la panleucopenia felina. 1-14 

Actualmente, se conocen dos parvovirus distintos corno agentes infecáosos de 

los perros: el patógeno PVC-2 que fue identificado en 1978 como la causa de 

una enfermedad nueva de los perros y de los caninos salvajes; y el "virus 

diminuto de los caninos" que fue informado por Binn en 1970. El VDC es un 

parvovirus completamente diferente que no había sido asociado con 

enfermedad natural hasta 1992. El VDC puede causar neumonía, miocarditis y 

enteritis en los cachorros o infección transplacentaria en las hembras preñadas, 

con reabsorción de los embriones y muerte fetal. Las infecciones por este virus 

han Sido confirmadas en EUA, Suecia, Alemania y más reáentemente en 

ltalia.24 

El origen del PVC-2 es desconoádo, aunque lo más probable es que se originó a 

partir de una mutación directa del VPF en la población de perros o gatos.25 Otra 

hipótesis sugiere que el PVC-2 se originó de una vacuna contra la 

Panleucopenia felina y se diseminó por medio de las vacunas, esto podría 

explicar la aparición Simultánea en varias poblaciones de perros en el mundo, 

pero los estudios subsecuentes no revelaron ningún apoyo para esa 

hipótesis.24
,25 Una tercera hipóteSis sugiere que el antecesor de PVC-2 tenía 

corno huésped a una carnívoro silvestre corno el zorro rojO europeo (vu/pes 

vu/peS) en el cual se originó una variante que dio lugar al PVC_2.24
,25 

El PVC-2 probablemente se presentó inicialmente en Europa enrontrándose 

animales seropositivos en Grecia en 1974, posteriormente en Bélgica en el año 
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de 1976, Holanda en 1977, Dinamarca, Australia y Estados Unidos en 1978,

Reino Unido, Irlanda, Alemania y Japón en 1979, luego se diseminó alrededor

del mundo entre los años 1978 y 1979, durante un periodo aproximado de 6

meses.23, 26, 27,28

En 1979 surgió una nueva variadón de la cadena de PVC-2 a la cual se le

denominó PVC-2a y en 1984 se identificó otra variante denominada PVC-2b. El

PVC-2a tiene cambios de nucleótidos en las posidones 3045,3685,3699 yel

PVC-2b tiene un cambio más en la posición 4062, estos nuevos antígenos son

los predominantes en la población canina y han reemplazado por completo al

PVC-2Y·29,3O

El aislamiento original del PVC-2 no se replica en gatos, pero las variantes PVC-

2a y PVC-2b se replican efidentemente en los gatos y ambos se han aislado de

gatos en Japón, Alemania y Estados Unidos de América que presentan una

parvovirosis natural indistinguible de la paníeucopena." En Estados Unidos, el

PVC-2b ha sustituido en gran parte a las cepas aisladas previamente, en tanto

que en Asia y en Europa predominan tanto PVC-2a y PVC-2b.29

Ikeda et al., en el 2000, aislaron nuevas variantes antigénicas de PVC de

leopardos de Vietnam y Taiwán ya que perdían la capaddad de reaccionar con

varios anticuerpos monoclonales, estos fueron designados PVC-2c y divididos

más a fondo en dos tipos antigénicos PVC-2c(a) y PVC-2c(b) por su readividad

con el anticuerpomonoclonal B4A2 que distingue PVC-2a y PVC-2b.31

A partir de Junio de 1980, en el Departamento de Patología de la Facultad de

Mecjjdna Veterinaria y Zootecnia (FMVZ) de la Universidad Nadonal Autónoma
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de México (UNAM), se empezaron a recibir cada vez con más frecuencia

cadáveres de perros con historia clínica de cuadro gastroentérico agudo, la

mayor parte de los cuales eran menores de un año. En la necropsia de estos

animales se encontraron lesiones gastroentéricas similares a las de

panleucopenia felina.32, 33

Los Médicos Veterinarios Zooteenistas dedicados a la clínica en pequeñas

especies de la República Mexicana confirmaron la presencia de unaenfermedad

altamente contagiosa en diferentes estados con características diferentes a los

cuadros gastroentéricos Que habían observado previamente.32

En 1981 se realizaron estudios de Microscopía electrónica, donde seconfirmó la

presenda de partículas virales de 22 nm de diámetro, esféricas, en muestras de

mucosa intestinal compatibles con parvovirus canino."

En 1982 se examinaron 193 sueros de perros no vacunados contra parvovirus

canino procedentes de la Oudad de México y algunos estados de la República

Mexicana como Guerrero, Jalisco, Michoacán, Morelos, Nuevo León, Puebla,

Querétaro, T1axcala y Ciudad de México, Que fueron colectados entre los meses

de abril a didembrede 1981, para determinar la presenda de inmunoglobulinas

contra el parvovirus canino por medio de la prueba de inhibldón de la

hemoaglutinadón. se encontraron 33 casos positivos a la prueba Que

representan el 17.04% de la muestra, hubo sueros positivos en todas las

dudadesmuestreadas.34, 35,36

En México, durante el 2003, se presenta el primer informe de detección del

PVC-2 a travésde la técnica de reaCCión en cadena de la polimerasa (PCR), así
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como el aislamiento del virus a partir de muestras de heces de animales con

cuadro clínico de gastroenteritis.30

CARACTERÍSTICAS DEL PVC

Los integrantes del género Parvovirus se caracterizan por medir de 18 a 26

nanómetros, son virus Sin envoltura, de Simetría icosaédrica y con un peso de

aproximadamente 5.8 x 106 Da.27 Su genoma es de tipo ADN el cual consta de

aproximadamente 5000 bases de una sola cadena lineal y con palindromos

terminales. Los miembros de esta familia son muy estables en condidones

normales del medio ambiente, además de que son resistentes a los solventes

orgánicos romunes. Tienen replicación intranuclear utilizando la fase "S" de la

célula, en la cual duplica su ADN, formando cuerpos de inclusión

íntranucleares.27, 30 Esta característica está reladonada con su potendal

patogénico y por su tropismo por las células de replicadón constante como

enterocítos y células Iinfoides. 27, 29, 30,37

El PVC-2 mide 25 nm de diámetro, su ADN tiene 5323 pares de bases, es uno

de los virus más resistentes que se conocen; es termoestable ya que soportan

60 Oc por 60 minutos, es reSistente al éter, cloroformo y a un rango de pH de

3-9, es senSible al hipodorito de sodio en exposición prolongada a una

proporción 1:30, también puede ser ínactívado con formalina y luz solar.29,30

EPIZOOTlOLOGÍA

Los perros de cualquier edad pueden infectarse con el PVC-2, pero son más

frecuentes las manifestadones clínicas en cachorros entre el destete y los seis

meses de edad. Los cachorros menores de seis semanas por /o general se
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encuentran protegidos por la inmunidad materna pasiva. En perros adultos,

generalmente la infecdón es asintomática, siendo esta forma una fuente

importante de diseminación del virus. 15,38 En cachorros la morbilidad es del 20-

100% Y la mortalidad alcanza un 10-50%; en perros adultos, la morbilidad es

menor al 20% y la mortalidad menor al 5%.7,30

Ciertas razas parecen tener mayor predisposición para la infección por PVC-2 y

son más susceptibles a la fonna más intensa de la enfermedad. Estas induyen

Rottweiler, Dobennan Pinscher, Pit Bull Terrier, Cobrador de Labrador negro,

Pastor Alemán, Springer Spaniel y Yorkshire Terrier.15
,16 Las razas que

presentan menor predisposidón a la enfermedad son Cocker Spaniel y Poodle.

Algunos factores corno la edad del animal, estrés, raza e infecciones

parasitarias y/o bacterianas predisponen a la presentación de la entermedad."

TRANSMISIÓN

La transmisión directa ocurre vía fecal-oral. La transmisión indirecta por vía oral

a través de objetos contaminados con heces. Personas y fomiteS también

contribuyen a la dispersión del virus. Las infecciones experimentales han sido

producidas por varias rutas: oral, intranasal y subcutánea."

PATOGENIA

La infección por PVC-2 es a través de una exposidón oronasal con heces

contaminadas, teniendo un período de incubadón de 3 a 5 días.15
, 30 Primero el

virus se replica en el tejido Iinfoide de la orofaringe, posteriormente, por vía .

linfática, llega a Iinfonodos mesentéricos y timo. Una vez en estado de viremla

llega a criptas intestinales; después de uno a dnco días de la entrada del virus
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sedisemina a losepitelios como el oral, esofágico e intestinal; y tejidos como el

miocardio y médula ósea, donde los últimos tres son losmásafectados. El PVC-

2 se replica en el epitelio germinal de las criptas intestinales que están en

constante división celular, lo que provoca la necrosis de éste con la

consecuente atrofia y fusión de vellosidades, manifestándose los signos dínicos

de enteritis. Dado queel virus se replica en el aparato digestivo eseliminado en

las heces entre el tercer y cuarto día postinfecdón, antesde que se presenten

los signos dínícos, manteniéndose constante la cantidad de partículas virales

que es aproximadamente 1 x 1012 partículas por gramo de heces, en un lapso

de 7 a 14 días en promedio." (Figura 1).

En la médula ósea provoca una linfopenia relativa, no una panleucopenia. El

número de linfedtos disminuye pero hay un leve efecto sobre el número de

eosinófilos, basófilos, rnonocitos y erítrootos."

El miocardio es un tejido el cual tiene un aumento en su desarrollo en los

últimos días de la gesl:adón y las primeras semanas de edad, por lo que es en

esta etapa en donde se afecta por replicadón viral dando como resultado una

miocarditis.30

En fetos o redén naddos, la infecdón es generalizada, donde varios órganos

tienen una división celular considerable, en animales adultos solo se afectan

pocos tejidos. En todas lasedades, la continua división celular del tejido Iinfoide

y del epitelio intestinal, da como resultado una Ieucopenia y enteritis.2O La

muerte puede ocurrir a causa de deshidratadón, desequilibrio electrolítico,

choque endotóxico o septicemia secundaria.38
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SIGNOS CLÍNICOS

Los signos dínicos son inespeó ficos como pirexia, depresión y anorexia. En las

primeras 24-48 horas hay vómito y diarrea profusa fétida, con frecuencia

sanguinolenta, seguida de marcada deshidratación rápidamente progresiva,

recuperación lenta o muerte entre las 24 y 72 horas.32
, 39,40 Puede desarrollarse

hipotermia, ieterida, diatesis hemorrágica, coaguladón intravascular

diseminada, disnea y arritmias.15,16

La enfermedad intestinal es más severa en cachorros que tienen parásitos

gastrointestinales, estrés ambiental, títulos de anticuerpos matemos bajos y

respuesta inmune humoral retardada. Los perros levemente afectados se

recuperan en uno o dos días, los gravemente afectados requieren terapia de

mantenimiento y la mayoría se recupera después de 3 a 5 días.27

Cuando el vómito se presenta en forma de proyectil y hay diarrea hemorrágica

grave, el pronóstico es poco favorable y mueren a pesar de la terapia de

soporte. Algunos perros mueren en forma aguda dentro de las primeras 24

horas de haber presentado los signos. La enfermedad fatal aguda es más

común en cachorros, muchos de los cuales presentan rniocarditís si se infectan

antes de las 8 semanas de edad.16, 26

LESIONES MACROSCÓPICAS

A la necropsia los cambíos más signifiültivos se observan en tracto digestivo. La

serosa del estómago puede presentar petequias y equimosis. Hay ausenda de

contenido gástrico o puede presentarse líquido daro espumoso amarillo o gris y

la mucosa está congestionada.26, 29, 32,39,41, 42, 43, 44,45
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A nivel de intestino delgado las lesiones se localizan principalmente en duodeno

y yeyuno disminuyendo progresivamente hasta llegaral recto, donde no seven

cambios. Las principales alteraciones intestinales son: distensión por gas en

porciones, la serosa puede presentar un aspecto granular por la presenda de

fibrina, así como congestión y hemorragia. El contenido varía desde pastoso

amarillo grisáceo hasta líquido sanguinolento. La pared del duodeno y yeyuno

está engrosada y edematosa, la mucosa en ocasiones es de color rojo oscuro a

brillante, de consistenda friable con úlceras redondas y lineales cubierta por

parches de fibrina. En algunos casos se presenta intususcepción del i1eon con

presenda de zonas necróticas y evidenda de las placas linfoldes. 26, 29,32,39, 41-45

En intestino grueso se puede observar congestión, hemorragias y edema de la

pared; además las heces suelen ser pastosas mezcladas con sangre. El ano, la

mayoría de las veces, se presenta manchado con sangre o heces pastosas

sanguinolentas. 26, 29, 32, 39, 41, 42, 43, 44,45

Los linfonados mesentéricos se apredan aumentados de tamaño, alargados,

congestionados con edema, hemorragias corticales y necrosis medular. 26, 29, 32,

39,41-45

El corazón se puede apreciar con petequias y equimosis en el surco coronario,

algunas veces con dilatadón de ventrículo derecho e izquierdo y con

hidropericardio. El epicardio puede presentar un puntilleo blanro multifocal o

bandas biendefinidas, el endocardio presenta petequias. 26, 29,32, 39, 41-45
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El hígado se observa aumentado de tamaño, congestionado y friable. Los 

pulmones presentan congestión y edema. la médula ósea de huesos largos se 

aprecia hemorrágica y de color rojo oscuro. 26,29,32,39,41-,45 

LESIONES MICROSCÓPICAS 

Los cambios histopatológicos en intestino delgado consisten en exfoliaciÓn de la 

mucosa con pérdida de vellosidades. las criptas intestinales exhiben necrosis 

de células epiteliales y detritus celulares en su luz, en ocasiones se pueden 

observar cuerpos de inclusiÓn intranudeares basofílicos vIo anfofílicos; también 

se aprecian células de regeneración o proclásticas e hiperplasia de células 

caliciformes. la lámina propia está distendida por edema e infiltrado de células 

mononucleares. la submucosa puede estar congestionada, edematosa y con 

hemorragias en algunos casos. la capa muscular presenta dilatadÓll de las 

fibras musculares. La serosa se observa edematosa, hemorrágica y con 

infiltrado inflamatorio compuesto por linfocitos y neutrófilos. 26, 29, 32, 35, 41-43, 16-

48 

Se puede presentar edema, atrofia y necrosis de placas de Peyer, linfonodos, 

bazo y timo. 26, 27, 29, 32, 39, 41- 4316- 48 

El corazón se puede observar con miocarditis intersticial, edema, hemorragias 

subepicárdicas y en algunos casos cuerpos de indusiÓrl intranudeares en 

cardiomiocitos. 18, 26, 27, 29, 32, 39, 41- 43 16- 48 

A nivel hepátiro hay una rongestión centrolobulillar, disodaoon de cordones 

hepáticos, edema, hemorragias e infiltrado por poIimorfon uclea res. La médula 

ósea presenta atrofia al igual que el páncreas. 26, 29, 32, 39, 41- 43 16- 48 
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El pulmón se aprecia con edema, congestión, fibrina e infiltrado inflamatorio

compuesto por polimorfonucleares. 26, 29, 32, 39, 41· 43 4&- 48

INMUNIZACIÓN

Aunque la diseminación de la vacunadón contra el parvovirus ha reduddo en

forma marcada la presenda de la enfermedad en Norteamérica, la enteritis por

parvovirus continúa siendo un problema en cachorros conforme se acercan al

final de la protección de los anticuerpos matemos, entre las6 y 20 semanas de

edad. Esto es a pesar de la vacunación debido al periodo de susceptibilidad

cuando los anticuerpos matemos son demasiado bajos para proteger, pero al

mismo tiempo lo sufidentemente elevados para interferir con la respuesta a la

vacunación. En cachorros de hembras con altos títulos de PVC, los anticuerpos

derivados de la madre pueden persistir a niveles de interferenda hasta por 18

semanas, por lo tanto, la vacunación tal vez no sea capaz de sobrepasar esta

interferenda de los anticuerpos matemos sino hasta después de las 18

semanas deedad. 15, 24,27

casi todas las aparentes "fallas de vacunación" en cachorros quizá sean

resultado de exposidón a la infección durante este periodo critico de

susceptibilidad.15, 24

A pesar de quesolamente se requieren de 1 a 2 dosis vacunales para inmunizar

a los cachorros, losprotocolos de vacunadón recomiendan administrar vacunas

polivalentes cada 2 a 3 semanas desde las 6 hasta las 18 semanas edad y

posteriormente aplicarla anualmente.27
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DIAGNÓSTICOS DIFERENCIALES 

Los parvovirus, coronavirus, rotavirus y posiblemente los astrovirus se han 

establecido como causa de enteritis viral y diarrea en perros. Muchos otros 

virus de enteropatogenicidad incierta se han descubierto en las heces de 

caninos por aislamiento viral o microscopia electrónica (ME) corno herpesvirus, 

enterovirus, calidvirus, virus de la parainfluenza, adenovirus y picornavirus. 15 El 

virus del distemper canino y el adenovirus tipo 1 producen diarrea y vómito en 

algunos perros, pero se asocian prindpalmente otras manifestaciones dínicas. 

El rotavirus canino causa diarreas en cachorros recién nacidos, pero no se 

asocia a cuadros entéricOS en perros adultos. 16 

DIAGNÓSTICO 

Se sospecha de infecciÓn por parvovirus en perros jóvenes cuando tienen 

presentaciÓn aguda de vómito y diarrea, especialmente asodada a depresión 

notable, fiebre o leucopenia o si estos signos siguen a una posible exposiCiÓn a 

perros o fomites infectados. 15 

En México, el diagnóstico de PVC-2 se realiza prindpalmente por histopatología, 

ElISA y hemoaglutinadón-lnhibición de la hemoaglutinadón (HA-IHA).30 

las témicas diagnósticas que se pueden emplear son: 

1. HEMATOLOGÍA 

La biometría hemática completa es particulannente útil debido a que la mayor 

parte de los perros con enteritis por parvovirus desarrollan leucopenia intensa 

por linfopenia y granulOCitDpenia, con una QJenta total de 0.5-2 x 109/L y en 

ocasiOnes menos. La depled6n de los neutrófilos maduros drculantes es 
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causada por pérdida extensa de neutrófilos a través de la mucosa intestinal

dañada además de la mielopoyesis alterada debida a la lesión de médula ósea

por el virus. La gravedad de la leucopenia, por lo general, es proporcional a la

enfennedad dínica y una neutrofilia de rebote es indicador útil del inicio de la

recuperación. 15

El hematocrito es variable; a menudo es normal, pero puede estar

moderadamente disminuido en algunos perros debido a la hemorragia intestinal

o por hemodiludón, en tanto que en otros perros puede estar elevado debido a

la deshidratadón (herroconcentraoón)."

2. RADIOGRAFÍA ABDOMINAL

la distensión de asas intestinales con gas y líquidos son datos radiográficos

frecuentes en la enteritisy deben ser diferenciados de obstrucdón del Intestino

delgado. Sedebepalparcon cuidado el abdomen para descartar la obstrucdón

mecánica. las radiografías con contraste de bario a menudo revelan

irregularidades en la mucosa y tiempode transito prolongado. 15

3. MICROSCOPÍA ELECTRÓNICA (ME)

Si se cuenta con el equipo adecuado se puede realizar el diagnóstico utilizando

material fecal de casos con signos típicos de la enfermedad, el diagnóstico es

directo ya que es evidente la partícula viral. Es un método poco empleado,

costoso y tardado.24

4. AISLAMIENTOVIRAL

se lleva a cabo en varias líneas celulares de origen felino y canino tales como

células de riñón, pero este método es poco utilizado dado que se requieren
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realizar cultivos celulares y esperar al menos 1 semana para obtener el

resultado."

5. HEMOAGLUTINACIÓN-INHIBICIÓN DE LA HEMOAGLUTINACIÓN

la prueba de la hemoaglutinaáón -ínhtbíd én de la hemoaglutinaoon fecal (HA-

HI) es un método simple y rápido para detectar el virus en materia fecal y en

muestras de tejidos, ya que se aprovecha la característica del PVC de aglutinar

glóbulos rojos de cerdo. la HA tiene una especifiádad del 63-89% y una

sensibilidad del 87%, es menos sensible que la ME o la prueba de inmuno

ensayo ligadoa enzimas (EUSA).24, 30

6. SEROLOGÍA

La determinaáón de anticuerpos anti-PVC en suero no es sufiáente para el

diagnóstico, porque cerca del 95% de los perros en la pobladón han tenido

seroconversión por vacunación o exposiáón previa. El análisis de IgM específica

por examen de anticuerpos fluorescentes indirectos (FIA) propordona datos

serológicos de infecdón redente, ya que la IgM soJa se encuentra en las

plimeras semanas después de la infecáón.15, 49

7. INMUNOENSAYO LIGADO A ENZIMAS (ELISA)

Es el método más práctico para descubrir la presencia de parvovirus en las

heces. Los resultados positivos son un indicador confiable de excreción fecal

activa del PVC-2. En ocasiones ocurren resultados falsos negativos.15 En

general, alrededorde 1<r partículas por gramode heces pueden ser detectadas

por la prueba de EUSA; esta prueba tiene una sensibilidad del 100% y una

espedfiddad del 98%.24
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8. REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

Esta técnica consiste en la amplificadón de un fragmento de ADN específico del

virus a través del uso de inidadores que se unen a su secuencia

complementaria y son amplificadas por la Taq polimerasa. Para que se lleve a

cabo la síntesis de la cadena de ADN se utilizan tres temperaturas:

desnaturalizadón (94 -o, alineación (55-65 OC) Y extensión (72 OC). Los

análisis de PCR son altamente espeáficos y pueden distinguir el virus natural

del virus vacunal, eliminando los resultados falso-positivos debido a la

vacunación reciente. Esta técnica tiene una especifiddad de 100% y una

sensibilidad del 50%.30

9. INMUNOHISTOQUÍMICA (IHQ)

La inmunohistoquímica juega un papel importante en el diagnóstico

histopatológico de diversas enfermedades. El desarrollo de anticuerpos para

epítopos resistentes a la fijadón de tejidosy la disponibilidad de un sistema de

detección altamente sensible hacen de la inmunohistoquímica una herramienta

práctica para la patología.so

La técnica de inmunohistoquímica emplea tejidos fijados e incluidos en parafina,

que da una reacdón cuyos resultados pueden observarse con un microscopio

fotónico. Elanticuerpo se marca con la enzima peroxidasa y se hace aparente al

tratarse con HzOz Y diaminobenzidina (DAS), produdendo una coloradón café

tabaco queaparece en los sitiosde reacción.50

El método estreptDavidina-biotina-peroxidasa está basado en la afinidad de la

proteína estreptDavidina hada la vitamina biotina. se utilizan 3 reactivos:
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anticuerpo primario, anticuerpo secundario biotinilado y la peroxidasa

conjugada a la avidina o estreptoavídina."

Algunos estudios en los que se ha utilizado un anticuerpo policlonal contra el

PVC-2 hechoen conejo a una diludón de 1/400 ut, se encontró el 90% de los

casos positivos y demostraron que la inmunopositividad en intestino delgado se

localiza en células epiteliales de las criptas, así corno en células neoóticas que

se encuentran en el lumen de las mismas. También se demostró el antígeno

viral en linfocitos y rnacrófagos de la lámina propia, células endoteliales de-los

capilares y en linfocitos del tejido Iinfoide asociado, la positividad se apreció

tanto en el núdeo como en el dtoplasrna de las células. la reacción positiva

más intensa se encontró en células rnononudeares de la lámina propia y en

célulasnecróticas de las criptas, asímismo, la reacción más débil se apreció en

el tejido linfoide asociado.52

En el año de 1994 Ku et al., demostraron que el 94.6% de los casos

diagnosticados como PVC-2 por histopatología fueron positivos por

inmunohistoquímica (complejo avidina-biotina-peroxidasa) en el cual se utilizó

un anticuerpornonoclonal de origen murino.53
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IMPORTANCIA

En México, a partir de los brotes de enteritis hemorrágicas causantes de una

alta morbilidad y mortalidad en cachorros, se han realizado distintos estudios

para establecer la presenda del PVC-2, observándose en ocasiones partículas

virales,33 lesiones macro y microscópicas sugerentes a esta entidad/6,35

además de darse a conocer la existenda de títulos altos de anticuerpos

identificados por inhibidón de la hemoaglutinadón;36 hasta que en el año

2003 se pudieron realizar cincoaislamientos de PVC-2.30

JUSTIFICACIÓN

El diagnóstico de las enteritis virales en patología se basa en la morfología

pura de las lesiones a nivel de microscopía de luz; sin embargo, este no es

específico para el diagnóstico de la entidad. Ante la necesidad de otros

métodos que dieran mayor seguridad en el diagnóstico, se plantea el uso de

la inmunohistoquímica para la identificadón del PVC-2 en perroscon lesiones

intestinales sugerentes a este virus.
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HIPÓTESIS

La mayoría de los cuadros gastroentéricos en perros diagnosticados por

histopatología sugerentes a PVC-2 serán positivos por la técnica de

inmunohistoquímica.

OBJETIVO GENERAL

Aplicar la técnica de inmunohistoquímica para llevar a cabo el diagnóstico de

PVC-2, en muestras de intestinos obtenidos en necropsias de perros con

lesiones sugerentes a esta enfermedad.

OBJETIVOS ESPECÍFICOS

1. Detenninar las lesiones microscópicas más características del PVC-2 en

perros remitidos para diagnóstico al Departamento de Patología de la

Facultad de Medidna Veterinaria Y Zootecnia de la Universidad Nacional

Autónoma de México.

2. Estandarizar la técnica de inmunohistoquímica utilizando un anticuerpo

monodonal en intestinos de perros con lesiones microscópicas

sugerentes a PVC-2.

3. Aplicar la técnica de inmunohistoquímica para llevar a cabo el

diagnóstico de PVC-2 en perros con enteritis compatibles con este virus.

4. Realizar la evaluación inmunohistoquímica en intestinos de perros con

lesiones sugerentes a PVC-2 basándose en grados de inmunopositividad

y localizadón de la misma.
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5. Realizar un estudio retrospectivo para conocer las razas, género y

edades de perros que con mayor frecuencia presentan lesiones

sugerentes a PVC-2 y la época del año con mayor presentación de la

enfermedad en el período 1998-2003.
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MATERIAL Y MÉTODOS

El presente trabajo corresponde a un estudio descriptivo, retrospectivo y

prospectivo, longitudinal y experimental, se utilizaron casos pertenecientes al

acervo del servicio de diagnóstico del Departamento de Patología de la Facultad

de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nadonal Autónoma de

México.

l. CRITERIOS DE INCLUSIÓN

Para el estudio inmunohistoquímico, se seleccionaron un total de 30 casos de

necropsias de perros menores de 1 año de edad con tejido intestinal en buen

estado de oonservadón, con lesiones intestinales y diagnóstioo sugerentes a

PVC-2, tomadas de losaños 2002 al 2004.

D. TOMA DE MUESTRAS

Los casos de los años 2002 y 2003 se enoontraban induidos en bloques de

parafina. Para los casos oorrespondientes al año 2004, las secciones de

intestino delgado se fijaron durante 24 horas en forrnalina neutra (pH 7.0-7.6)

al 10% Y para obtener los bloques, posteriormente fueron procesadas por el

método habitual de indusión en parafina.54

111. EVALUACIÓN DE LESIONES MICROSCÓPICAS

Una vez que los 30 casos se enoontraron induidos en bloques de parafina, se

realizó un oorte de 5 um y posteriormente fueron teñidos con la tinción de

rutina de hematoxilina-eosina 53 para su observación microscópica.
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Las lesiones intestinales se evaluaron en las 4 capas histológicas de la siguiente 

forma: 

a)MUCOSA: Atrofia de vellosidades, fusión de vellosidades, necrosis 

superfiáal, dilatación de criptas, necrosis de criptas, hiperplasia de criptas, 

presenáa de células de regeneraáón o proclásticas, cuerpos de inclusión 

intranucleares en epitelio de criptas, hiperplasia de células caliciformes, 

infiltrado inflamatorio no supurativo, infiltrado inflamatorio supurativo, infiltrado 

inflamatorio mixto, congestión, hemorragias, edema, presenáa de colonias 

bacterianas y tejido de reparación. 

b) SUBMUCOSA: Congestión, edema, hemorragias, presenáa de tejido de 

reparación, infiltrado inflamatorio y atrofia linfoide. 

e) MUSCULAR: Edema, congestión, hemorragias e infiltrado inflamatorio. 

d) SEROSA: Edema, congestión, hemorragias, fibrina e infiltrado inflamatorio. 

Según el grado de la lesión, se clasificaron de la siguiente manera: 

a) LEVE: Aquella lesión que abarca un tercio del tejido. 

b) MODERADO: Cuando la lesión induye dos teráos del tejido. 

e) GRAVE: Donde la lesión compromete la totalidad del tejido. 

En el caso de la atrofia de vellosidades en grado leve se empleó cuando ésta 

solo se presentaba en la punta de las vellosidades y el grado grave cuando la 

atrofia abarcaba hasta las criptas. 
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IV. MÉTODO IN MUNOHISTOQUÍMIC055, 56

Para lograr la identificadón del antígeno viral se realizó la estandarización de la

técnica de inmunohistoquímica estreptoavidina-biotina-peroxidasa.

Anticuerpo primario

Se utilizó un anticuerpo monodonal de origen murino Anti-parvovirus

canino" a una dilución de 1/300, el cual cruza antigénicamente con el virus de

la enteritis del mink y el virus de la panleucopenia felina.

Anticuerpo secundario

Se utilizó un anticuerpo secundario antí-ratón** de origen caprino marcado con

biotina, aplicando 50 IJL sobreel tejido.

Tejidos Utilizados Como Testigos

a) Testigo Positivo: se utilizó una sea:iónde intestino delgado el cual fue

positivo para este virus a través de la técnica de inmunohistoquímica.

Este testigo fue donado por la Universidad de la Isla del Príndpe

Eduardo, canadá, aplicando la misma marca del anticuerpoque en este

estudio.

b) Testigos Negativos: se utilizaron 2 testigos negatiVOS, el primero

corresponde a una sección del tejido donado previamente al cual se le

cambió el anticuerpo primario por PBS (Figura 2), para el segundo, se

utilizó una secdón de intestino delgado de un perro sin lesiones de PVC

2 al cual se le aplicóanticuerpo primario(Figura 3).

• Biodeslgn Internacional, No. Catálogo: C86OO'!M
60 Indusbial ParkRoad Saco, Maine USA O4On

**Zymed Laboralxlries lne.
561 EcdesAvenue, SouthSanfrancisco , CA94080USA
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MÉTODO ESTREPTOAVIDINA-BIOTINA-PEROXIDASA

1. Preoaración de los Tejidos

De las muestras de intestino delgado induidas en parafina, se realizó un

corte de 5 IJm de grosor. Los cortes histológicos se montaron en

portaobjetos tratados previamentecon la soludón adhesiva Poli-L-Lysinan al

1% para evitar el desprendimiento de las secciones durante el proceso. Las

secciones se desparafinaron en una estufa a 60 oC por 2 horas.

Posterionnente los tejidos se sumergieron inmediatamente en xilol,

realizando 2 lavados de 20 minutos cada uno y después en acetona

realizando dos lavados de 5 minutos cada uno a temperatura ambiente.

Para la rehidratación de los tejidos, las laminillas se sumergieron en alcohol

etJ1ico a diferentes concentradones: 100%, 96%, 80% Y 50%, realizando 2

lavados de 5 minutos cada uno, por cada concentradón de alcohol y

finalmente se sumergieron en agua destilada realizando 3 lavados de 5

minutos cada uno a temperatura ambiente.

2. Inhibición de la Peroxidasa Endógena

Para inhibir la actividad de la peroxidasa endógena, las secdones de los

órganos se trataron con peróxido de hidrógeno y metanol absoluto en una

reladón 1:8 realizando dos incubadones de 30 minutos cada una.

Posteriormente se hideron lavados con solución amortiguada de fosfatos

(PBS) con pH de 7.2, realizando 3 lavados de 5 minutos cada uno a

temperatura ambiente.

e SigmaChemical~ny.
P.O. Box 14508. St. Louis Missouri. USA 63178-0016
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3. RecuperaciÓn de Antígenos

Para la recuperación de antígenos, los tej idos sumergidos en PBS se

sometieron a tratamiento físico (calor) en un horno de microondas

convendonal marca 5anyo, modelo EMA-108s, a nivel medio por 4 minutos.

Inmediatamente se cambió el PBS caliente por PBS frío para detener la

reacdón de recuperación.

4. Bloqueo de Avidina y Biotina Endógenas

Para bloquear la avidina y biotina endógenas de los tejidos, se utilizó un

bloqueador de tipo comercial con dos soluciones". La primera soludón

estuvo dirigida en contra de la avidina y consistió en aplicar 2 gotas (50

lJl/gota) de soludón de avidina sobre los tejidos, incubando por 45 minutos

en cámara húmeda a temperatura ambiente (20-25°C) y después se

realizaron 3 lavados con PBS de 5 minutos cada uno. La segunda soludón

dirigida en contra de la biotina se aplicó 2 gotas de solución de biotina

incubando por 45 minutos en cámara húmeda a temperatura ambiente y

posteriormente se realizaron 3 lavadoscon PBS de 5 minutos cada uno.

S. Bloqueo de Antigenos

Para bloquear la adherencia no específica a proteínas por parte del

anticuerpo secundario, se utilizó suero de cabra no Inmune", aplicando 2

gotas (50 lJl/gota) sobre los tejidos, dejándolos incubar por 1 hora en

cámara húmeda a temperatura ambiente.

• Endogenous Avldln/Biotin Blocldng KIt Zymed Laboratorios Inc.
561 Ecdes Avenue, SouthSanfrancisco, CA9'lO80 USA*Zymed Laboratoties lne.
561 Ecdes Avenue, SouthSanFrancisco, CA9'lO80 USA
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6. Aplicación de Anticuemos Primarios

Se procedió a la aplicación del anticuerpo primario, diluido en PBS a una

dilución de 1/300 IJL, homogeneizado con vórtex.· Del anticuerpo primario,

se aplicaron 2 gotasen cada laminilla, dejándolos incubar aproximadamente

12 horasen cámara húmeda a temperatura ambiente. Para el primer testigo

negativo se sustituyó el anticuerpo primario por PBS y para el segundo se

aplicó el anticuerpo primario con la misma diludón, posterior a la

incubadón, los tejidos fueron sometidos a tres lavados con PBS por 5

minutos cada uno.

7. Aplicación de Anticuemos secundarios

Se aplicóel anticuerposecundario antí-ratón de origen caprino marcado con

biotina. se aplicaron 2 gotas a cada tejido y se incubaron por 90 minutos

en cámara húmeda a temperatura ambiente. Para eliminar el exceso de

anticuerpo secundario se realizaron 3 lavados con PBS de 5 minutos cada

uno.

8. Aplicación de la Estreptoavidina

se aplicaron 2 gotas a cada tejido y se dejó actuar durante 30 minutos en

cámara húmeda y se realizaron 3 lavados con PBS de 5 minutos cada uno.

9. Aplicación del Cromógeno

Para la preparación del cromógeno se agregó una gota de cada uno de los

reactivos induidos en el kit correroar' (sustrato de buffer concentrado, el

• VOltex Thennolyne ModeloNo. M1671S, Serie No. 268
2SSSKe<per Boulevard, Dubuque lowa 52001 USA

• Zymed Laboratorios lne.
561 Ecdes Avenue,South San mncisco, CA9'1080 USA
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cromógeno diaminobenzidina y 0.6% de peróxido de hidrógeno), a 1 mL de

agua destilada homogeneizados con vórtex. A cada laminilla seaplicaron 50

IJL, dando el siguiente tiempo de revelado: 3-6 minutos dependiendo de la

temperatura ambiente. Enseguida se realizó un lavado suave con agua

destilada sobre cada laminilla para detener la reacción del revelado e

inmediatamente se sumergieron nuevamente en agua destilada. Las

secciones se contrastaron con hematoxilina de Meyer, aplicando 2 gotasen

cada muestra reposando por 4 minutos y después se les dio un lavado en

agua destilada por 5 minutos. Posteriormente las laminillas se sumergieron

en PBS por 30 segundos obteniéndose una contratindón azul tenue sobre el

tejido y se regresaron al agua destilada.

Analmente, a las laminillas se lesaplicaron cubreobjetos sellándolas con resina.

Una reacdón positiva se determinó al observar gránulos intracelulares teñidos

de un color rojo.

V. ANALISIS DE RESULTADOS

se realizó la evaluación de la inmunopositividad de la mucosa de cada caso a

través de la visualizadón de 10 campos aleatonos utilizando el objetivo de 40X,

para esto se utilizó el programa Motlk Images Advanced 3.1 para Wlndows. La

positlvidad se dasificóen tres grados de acuerdo a la Intensidad de la reacdón.

(Apéndice 1) (Figuras 4-6).

Para el análisis estadístico se utilizó el paquete JMP 5.1 (SAS Institute Inc.),

empleándose estadística descriptiva, tablas de contingenda y análisis de
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sensibilidad y espedfiddad para técnicas de diagnóstioo por el método de

Galen.s7

VI. ESTUDIO RETROSPECTIVO

A partir de los archivos de estudio post-mortero en el período oomprendido

entre los años 1998-2003 del Departamento de Patología de la FMVZ-UNAM

entre 1998-2003, se detenninó el total de perros con diagnóstioo sugerente a

PVC-2; los datos de los perros afectados fueron analizados de acuerdo a la

raza, género y edad. Por otro lado, se detenninó la estadón del año en donde

hay mayor cantidad de perros afectados. Los resultados obtenidos se

presentan en cuadros de frecuendas.
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RESULTADOS

l. SELECCIÓN DE CASOS

Como producto del estudio retrospectivo y prospectivo, que se realizó de los

casos sospechosos a PVC-2, se selecdonaron 30 casos con lesiones

histomorfológicas compatibles con PVC-2 que se sometieron a la técnica de

inmunohistoquímica avidina-biotina-peroxidasa, encontrándose que el 76.67%

(23 casos) presentaron inmunopositividad de grado variable. Los datos de los

perros positivos a PVC-2 se muestran en el cuadro 2.

D. RESULTADOS HISTOPATOLÓGICOS

En la evaluación de las lesiones histopatológicas de los 23 casos

inmunopositivos a PVC-2, las lesiones que se presentaron con mayor frecuenda

en la mucosa intestinal fueron: Necrosis de criptas, Infiltrado inflamatorio no

supurativo, atrofia de vellosidades y fusión de vellosidades, con 95.65% cada

uno (22 casos C/u), y células de regeneradón en el 73.91% (17 casos). En la

submucosa se observó edema en un 82.61% (19 casos), congestión en un

69.57% (16 casos), infiltrado inflamatorio no supurativo y atrofia Iinfoide con el

39.13% cada uno (9 casos). En la capa muscular la lesión más frecuente fue

edema con el 82.61% (19 casos), rongestl6n con 30.43% (16 casos), infiltrado

inflamatorio con 17.39% (4 casos) y hemorragia ron 13.04% (3 casos). Por

último, en la serosa la lesión ron mayor presentación fue edema con 56.52%

(13 casos), infiltrado Inflamatorio 30.43% (7 casos), congestión ron 26.09% (6

casos), presenda de fibrina 21.74% (5 casos) y hemorragia con 8.70% (2

casos). (Cuadro 3).
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III.INMUNOHISTOQUÍMICA

Los 23 casos inmunopositivos a esta técnica, presentaron inmunopositividad de

grado variable, observándose prindpalmente en células epiteliales de criptas

Intestinales, células de regeneración, células necróticas y células inflamatorias

mononudeares en la lámina propia. (Figuras 7-10).

La distribución de la inmunopositividad observada por IHQ de los 23 casos

positivos a PVC-2 fue pnnopalrnente en células necróticas 91.30% (21 casos),

células inflamatorias mononucleares 86.96% (20 casos), células de

regeneraáón 78.26% (18 casos) y células epiteliales con el 73.91% (17 casos)

(Cuadro 4).

La presenda de células de regeneradón en las criptas intestinales que se

observan en la mucosa intestinal es un buen indicador de la presenda del PVC

2, teniendo una sensibilidad del 79% Y una especifiádad del 33%.

Las lesiones asociadas a PVC-2 que mostraron baja sensibilidad y especificidad

fueron: dilataáón de criptas, hiperplasia de criptas, cuerpos de indusión

intranucleares, hiperplasia de células caliciformes, infiltrado inflamatorio

supurativo, hemorragia, edema y presenda de colonias bacterianas.

La estadística descriptiva de las lesiones microscópicas de las cuatro capas

intestinales y para la prueba de inmunohistoquímica se resumen en el

(apéndice 2).

se observó que las hembras fueron las más afectadas con el 65.22% (15

casos), el 100% de los casos corresponden a perros menores a seis meses de

edad y la estaáón con mayor presentación fue el invierno con el 52.17% (12
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casos), mientras que solamente el 4.35% (1 caso) se presentó en primavera.

Las razas que presentaron mayor positividad a PVC-2 fueron Poodle y

SChnauzer miniatura con el 17.39% cada uno (4 casos c/u), Pastor Alemán,

Yorkshire Temer y criollos con 8.70% cada uno (2 casos c/u), el resto de las

razas que aparecieron en este estudio, solamente se presentaron en un 4.35%

cada uno (1 caso c/u).

IV. ESTUDIO RETROSPECTIVO

En el presente estudio, se observó que en el periodo comprendido entre el 1 de

enero de 1998 al 31 de diciembre del 2003, se redbieron un total de 2505

casos (100%) para su estudio post-mortemen el Departamento de Patología de

la FMVZ-UNAM, de los cuales el 66.03% (1654 casos) correspondieron a perros

yel 33.97% (851 casos)a otras especies. (Figura 11).

Del total de perros, el 11.49% (190 casos) presentaron lesiones rnícroscópícas

intestinales sugerentes a PVC-2 y en el 88.51% (1464 casos), la mortalidad se

asoció a diversas patologías. (Figura 12).

En el año 2002 se observó la mayor cantidad de casos sugerentes a PVC-2 con

22.63% (43 casos) y en el año 1999 se presentó el menor número de casos

7.37% (14 casos). (Figura 13).

COn respecto al género, 55.26% (105 casos) correspondieron a hembras,

41.58% (79 casos) correspondieron a machos, y 3.16% (6 casos) no fueron

especificados. (Figura 14).

De acuerdo a la edad de los perros con lesiones sugerentes a PVC-2 se

presentó un mayor número en animales de 1 día a 2 meses de edad con
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56.32% (107 casos). Los grupos de 9 a lO, de 11 a 12 meses y no

especificados solo presentan 2 casoscada uno (1.05%). (Figura 15).

Por otro lado, en lo que corresponde a la est:adón del año, en otoño se

presentó el mayor número de casos con 28.95% (SS casos) y en verano el

menor número 19.47% (37 casos). (Figura 16).

En cuanto a la frecuencia de razas encontradas en perros con lesiones

sugerentes a PVC-2 fueron: Rottweiler con 12.11% (23 casos), Poodle con

8.95% (17 casos), Chihuahueño y BassetHound con 8.42% cada uno (16 casos

C/u), SChnauzer miniatura con 6.32% (12 casos), Pastor Alemán con 5.26% (10

casos), Cobrador de labrador con 4.74% (9 casos), Criollo con 3.68% (7

casos), Cocker 5paniel y SChnauzer estándar con 3.16% C/u (6 casos C/u),

mientras que otras razas se presentaron con menos del 2.63% cada una (5

casoso menos C/u). (Apéndice 3)
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DISCUSIÓN

En el intestino delgado las células epiteliales de las criptas maduran y migran

del epitelio germinal a las puntas de las vellosidades (por lo general entre uno a

tres días). Al llegar a estas últimas, las células epiteliales adquieren su

capacidad de absordón y ayudan en la asimilación de nutrientes. El PVC-2

infecta el epitelio germinal de las criptas intestinales y origina la destrucción y

colapso del epitelio. Como resultado, se acortan las vellosidades y se deteriora

el recambio normal de células. 19,29

las lesiones histopatológicas en intestinos de perros positivos a PVC-2 por

inmunohistoquímica que se presentaron con mayor frecuencia en la mucosa

fueron necrosis de criptas, presencia de células de regeneración, infiltrado

inflamatorio mononudear, atrofia y fusión de vellosidades, estas lesiones

concuerdan con otros autores, los cuales refieren que dichas lesiones se

presentan tanto en infecdones naturales en cachorros que presentaron diarrea

hemorrágica, como en infecdones experimentales donde se utilizaron

cachorros Beagle de 9 semanas de edad Infectados por vía oral e intravenosa

por PVC-2. 39,44,46

Cooper et al., han informado la presencia de exudado purulento en el lurnen

intestinal. En este trabajo únicamente se encontraron 2 casos con presencia de

escasos neutrofilos, que fueron asodados a infecciones bacterianas secundarias

que causan complicadones adidonales reladonaclas con el daño intestinal.1,19
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A pesarde que existen varios informes de la presencia de cuerpos de inclusión

intranucleares anfofílicos en células descamadas de las criptas intestinales; en

el presente estudio no se observaron en ningún caso.': 32

Se observó que la atrofia Iinfoide es la lesión que predomina en la submucosa,

lo cual concuerda a lo descrito por Meunier.58 Las lesiones en la capa muscular

y serosa suelen ser mínimas e induso pocas veces se han llegado a informar,

sin embargo pueden destacar la congestión, edema y para el caso de la serosa

presenda de fibrina, esto se debe a los cambios vasculares que se presentan

durante la entermedad."

De acuerdo a los resultados del estudio inmunohistoquímico, el 76.67% de los

casos fueron positivos a esta térnica, este porcentaje es menor a los estudios

realizados por Ku el al y Svara et al 52,53 En 1994, Ku et al. realizaron en el

Departamento de Patología de la Universidad Nadonal de Seúl, un estudio

retrospectivo del archivo de diagnóstico en donde se induyeron 97 casos de

cachorros con diagnóstico histopatológico sugerente a PVC-2, se les realizó la

técnica de inmunohistoquímica aplicando el método estreptoavidina-biotina-

peroxidasa, utilizando un anticuerpo monodonal de origen murino; el 94% de

los casos fueron positivosa esta técnica.53 En estudios más recientes, Svara et

al, aplicaron a 20 perroscon diagnóstico díniro e histopatológico de parvovirus

canino tipo 2 la técnica de inmunohistoquímica a secciones de intestino y otros

órganos utilizando el complejo estreptoavidina-biotina-peroxidasa ron un

anticuerpo polidonal; la positividad se detectó en el 95% de los casos en

intestino delgado y en el 88.24% en varios órganos como hígado, riñón, bazo,
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timo, llnfonodos y pulmón, no se encontró en corazón.52 Las estructuras

histológicas en donde seencontró la mayor cantidad de antígeno PVC-2 fueron:

células epiteliales y necróticas de criptas intestinales, placas Iinfoides y células

inflamatorias mononucleares en lámina propia, tanto en núcleo romo

dtoplasma, en donde las células mononudeares y necróticas presentaron el

mayor porcentaje de positividad.52 En este estudio las células neoóticas y

células inflamatorias mononucleares presentan mayor número de casos

positivos, lo cual concuerda ron 5vara et al., mientras que en las células

epiteliales fue mínima, no existen informes sobre la positividad que se presenta

en lascélulas de regeneradón.

En el presente estudio, se pudo observar que la localizadón del antígeno

comede ron las lesiones hlstopatológicas, la poSitividad intensa se localiza en

tejidos con lesiones histopatológicas mínimas y la más débil en tejidos con

mayor grado de lesión, esto coincide con los estudios realizados por otros

autores en donde se emplearon cachorros de entre 8 y 14 semanas de edad los

OJales fueron inoculados por vía oralcon PVC-2 de origen fecal.58

En 1985, carman et al. localizaron al antígeno utilizando un anticuerpo

monocJonal con el método peroxidasa-antiperoxidasa en distintos órganos como

timo, bazo, tonsilas, Iinfonodos, siendo más evidente en placas de Peyer y

criptas intestinales adyacentes a las placas Iinfoides, así romo cuerpos de

inclusión intranucleares en intestino grueso.59, 60

En el estudio estadístiro las células de regeneradón demostraron ser un

indicaclor de la presencia del PVC-2. Autores como Miura et al., mendonan que
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la presencia de estas células son características en la infección por PVC-2, al

igual Que la necrosis de criptas intestinales y la presenda de cuerpos de

mcíusón," estas últimas dos lesiones no fueron significativas en este estudio,

sin embargo, las lesiones inespeáficas para asodar este virus son: hiperplasia

de criptas, hiperplasia de células calidformes, infiltrado inflamatorio supurativo,

hemorragia, edema y colonias bacterianas, ronsiderando que estas lesiones se

pueden presentar en otras patologías digestivas.21 Actualmente, no hay ningún

estudio ron un análisis estadístiro de las lesiones histológicasasociadas a PVC-2

por lo Que el presente trabajo es el primero en su tipo.

Los casos negativos a PVC-2 por IHQ y ron lesiones histopatológicas

compatibles, pudiera sugerir la partidpación de otros agentes etiológiros que

causan lesiones similares romo pueden ser los coronavtrus." En estudios

realizados por Turk et al. se demostró que tanto el rotavirus romo el

coronavirus canino en asodadón con Oostridium perfringens son capaces de

provocar necrosis de criptas intestinales, estos virus fueron detectados por la

prueba de inmunofluorescencia; sin embargo, en México no existen informes

con respecto a estos agentes.61

De acuerdo a las razas que presentan mayor predisposidón a la enfennedad se

observa que la raza Poodle es la más afectada a pesar que difiere con otros

estudios, esto puede deberse a la popularidad de la raza en México. Más del

50% de los perros afectados fueron hembras y la época ron mayor

presentación fue el invierno, lo cual difiere con otros autores en donde la

enfermedad se presentó principalmente en otoñoy primavera. 62, 63, 64
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En el presente estudio las razas más afectadas con lesiones sugerentes a PVC-2

fueron el Rottweiler, Poodle y Chihuahueño. En estudios realizados en Estados

Unidos donde se confirmó el diagnóstiro de PVC-2 por hernoaglutinación y/o

EUSA algunos autores señalan que, la raza Rottweiler es la más afectada al

igual que el Dobennan Pinscher.27, 62, 63, 65 En México, en el período 1998-2003

no se informó ningún caso de enteritis hemorrágica sugerente a PVC-2 en el

Dobennan Pinsher, probablemente se debe a que esta raza es más popular en

Estados Unidos que en México, sin embargo, en un estudio retrospectivo

realizado en el Departamento de Patología de la FMVZ-UNAM en el período de

1987-1997, de casos sugerentes a PVC-2 el Rottweiler resultó ser nuevamente

la raza másafectada y el Dobennan Pinscher ocupó el séptimo lugar.29 La edad

de los cachorros afectados resultó seren perros de 2 a 6 meses de edad lo cual

concuerda con otros autores. 29, 62, 63

Sin una adecuada inmunizadón, muchos cachorros son afectados

inmediatamente después de que los anticuerpos matemos disminuyen

generalmente entre las6 y 18 semanas de edad. El 90% de losanticuerpos que

reciben los neonatos provienen de la madre y estossoncaptados dentro de las

primeras 72 horas de vida, aunque los cachorros sean vacunados, los

anticuerpos matemos pueden interferir ron el virus vacunar dejando una

ventana de susceptibilidad quepuede durarvarias semanas.62
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CONCLUSIONES 

1. Fue posible demostrar la presencia de PVC-2 por la técnica de 

inmunohistoquímica en la mayoría de los casos sospechosos 

diagnosticados por histopatología, sin embargo, el porcentaje fue menor 

a lo referido en la literatura. Se recomienda el empleo de la técnica de 

IHQ para realizar estudios epidemiológicos en el futuro. 

2. Las lesiones que se asociaron sensiblemente a PVC-2 fueron la presencia 

de células de regeneraciÓn y necrosis de criptas intestinales debido a la 

evidencia del antígeno por IHQ. 

3. Las razas más afectadas en el estudio inmunohistoquímico fueron el 

Poodle y Schnauzer miniatura, hembras menores de 6 meses de edad 

que presentaron la enfermedad prindpalmente en invierno. 

4. Es evidente la importanda de las diarreas en cachorros ya que el 11% 

de los casos remitidos a necropsias presentan lesiones sugerentes a 

PVC-2 en los últimos dnco años. 
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EXPOSICIÓN ORONASAL
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~
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~
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con células inflamatorias

~
Necrosis de criptas

. ~

Atrofia/fusión de vellosidades
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!
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~
Infección5ecundaria

!
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RECUPERACIÓN

Rgura 1. Patogenia secuendal de la infección por PVC-2. 19
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Agu-a 2. Testigo negativo: intestino delgado con
lesiones sugerentes a PIJe-2, sin utiliza- anticuerpo
prínarlo. TécnICa de Inl1llJl'lOhlstDQJímlca avidína
biOlina-permjdasa (ABP). Barra35 1JIIl.

FiglJ"él 3. Testio) negativo: Intestino delgado sin
leslones sugerentes a PVC-2, utilizanoo antlaJelllO
pr1marlo. Técrlca de inmunohistoquímlCa (ASP).
Barra351J1ll.
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Agua 4. Irtestlno delgacD CXlI1 lesión de PI,C-2 que
muestraIN InmlJ'lOllOSltividad ligera en céluas epiteliaes
de aipl2ls intestinales. Técnica de Im ll.llOhlstoqufmlca
(ABP). !laTa 35 1Il1.

Rgl.l'a S. Intesllno delgado con lesión de PVC·2
quemuestra una Inml.llOPOSitMdad moderada en
céI¡jas necrótlcas de aiptllS intestinales. Técnica
de I~ (ABP). !laTa 351J/1l.

Agtra 6. IntestInodelgado CXlI1 lesión de PVC·2 que
muestra una IrrnlJlllPQ5ill '>4dad intensa en Cl!luJas
epiteliales de aiptlIS Intestlnales. Técr1ca de
Inmunohlstoqúmlca(AB?). Barra 35 1Il1.
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Figua 7. Intestino delgado CCfl lesión de PVC-2 
que muestra Innll.noposltividad en céllAas 
eplll!liaIes de aiptas intestil'lllles. Técnica de 
inml.flOtlistocp'mica (ASP) BaTa 35 IJm. 

Ag¡n 9. 1rtestino delgado CCfl lesión de PI.<::-2 
que muestra inmuroposltividad en céllJas 
epllI!IiaIes necróticas de aipCas Intestinales. 
Técnca de inml.l1OhislrX¡~ (ASP). Baml 35 
1JITl· 

Figlsa 8. Intestino delgado CCfllesiál de PVC-2 que 
muestra inmunqxlSitMdad en célUlas de 
reoe letad6n eplll!liales de aiptas Intestinales. 
Técrica de ImlI.IlOhistXlQu (ASP) Barra 35 1JITl. 

Ag¡n 10. Irtestino delgado CCfl lesión de 
PVC-2 que muestra Inrm.n:JpOSItlvídad en 
céluas inl\amatcrlas monoru:IeIIres en la 
lámina propia. Técnca de 
inml.flOtlistDqlÍmlca. BaTa 35 ¡.un. 
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Otras Especies
TOTAL: 2505

Figura 11. Casosde necropsias remitidos en el Departamento de Patología.
(1998-2003). FMVZ-UNAM.
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Figura 12. Casos sugerentes a PVG-2 en perros domésticos(1998-2003).
Departamento de Patologia. FMVZ-UNAM.
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Figura 13. Casos sugerentes a PVC-2 de acuerdo al año (1998-2003) .
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Figura 14. Casos sugerentes a PVC-2 de acuerdo al género (1998-2003) .
Departamento de Patología. FMVZ-UNAM.
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Figura 15. Casos sugerentes a PVC-2 de acuerdo a la edad (1998-2003)
Departamento de Patologia. FMVZ-UNAM.
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56
Cuadro 1. Efectos causados por paavovirus en animales. 20, 21

VIRUS EFECTOS

Enfennedad neonaliJlgeneralizada,
Panleucopenia felina hipoplasia cerebelar, panleucopenia,

enteritis.

Parvovirus canino 1 Diarrea leve.

Enfennedad neonatalgeneralizada,
Parvovirus canino 2 (subtipos 2ay 2b) enteritis, miocarditis, linfopenia,

leucoencefalomalacia y encefalitis.

Parvovirus pordno Abortos, muertefetal, momifiCildón,
infertilidad.

Virusde la enteritisdel mink Panleucopenia, enteritis.

Virus de la enfermedad aleutiana del Enfennedad cfÓniCil de complejos
mink inmunes, encefalopatía.

Virus diminutode los ratones MalfonnaciOnes feliJles.

Virus de la rata Malfonnaciones feliJles.

Virus H-l de lasratas MalfonnaciOnes feliJles.

Parvovirus del ganso Hepatitis, miocarditis.

Parvovirus del paro Hepatitis, miocarditis.



-

57
Cuadro 2. Razas, género vedad de 23 perros inmunopositivos a PVC-2
diagnosticados por inmunohistoquimica. Departamento de Patología,

FMVZ-UNAM.

No. DE CASO RAZA EDAD GENERO

N02-0S Akita 2 meses Macho

N02-0G Dálmata 2.Smeses Macho

N02-12 5chnauzer Miniatura Gsemanas Hembra

N02-13 Poodle 13 semanas Macho

N02-3S Dachshund 2 meses Hembra

N02-S0 Pastor Alemán 30 días Hembra

N02-G3 Poodle 2.S meses Hembra

N02-81 5harpel 2 meses Hembra

N02-82 SChnauzer Miniatura 4 meses Macho

N02-182 Labrador 7 semanas Hembra

N02-280 5chnauzer Miniatura 2 meses Hembra

N02-361 Beagle 2 meses Macho

N03-40 Pastor Alemán i.s meses Hembra

N03-110 Criollo 3 meses Hembra

N03-440 Yorkshire Terrier 2 meses Hembra

N03-468 Rottweller loSmeses Hembra

N03-499 Chihuahueño 3 meses Macho

N04-115 Poodle 4 meses Hembra

N04-140 5chnauzer Miniatura 8 semanas Macho

N04-334 Yorkshire Terrier 4 meses Hembra

N04-341 Poodle 9 semanas Hembra

N04-391 Criollo 3 meses Hembra

N04-473 Bóxer 3 meses Macho
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Cuadro 3. Frecuencia de lesiones histopatológicas en intestinos de

perros inmunopositivos a PVC-2.

LESION No. DE UGERO 'lb MODERADO 'lb GRAVE 'lb
CASOS

MUCOSA

Atrofia de vellosidades 22 4 18.18 13 59.09 5 22.73

Fusión de YeHosidades 22 2 9.09 14 63.64 6 27.27

Net:rosis de criptas 22 5 22.73 10 45.45 7 31.82
Infi/l:radoInflamatorio
no SUPlJf<1tiYo 22 14 63.64 5 22.73 3 13.64

OfIulasproclásticas 17 10 58.82 6 35.29 1 5.88

Net:rosis supetficíal 16 6 37.SO 5 31.25 5 31.25

Congestión 13 10 76.92 3 23.08 O 0.00

Reparación 11 6 54.55 3 27.27 2 18.18

CKlatación de criptas 7 4 57.14 3 42.86 O 0.00

Edema 6 4 66.67 2 33.33 O 0.00

Colonias bacterianas 4 2 SO.OO 2 50.00 O 0.00

Hperplasia de criptls 4 3 75.00 O 0.00 1 25.00
Hperplasiade ciMas
t:iJIicifonnes 3 O 0.00 1 33.33 2 66.67

Hemorragias 3 2 66.67 1 33.33 O 0.00
Infiltrado inflamatorio
mixto 2 1 SO.OO 1 50.00 O 0.00
Infil1:Tado inflamatorio
supurativo 2 2 100.00 O 0.00 O 0.00

CuerPOS de inclusión O O 0.00 O 0.00 O 0.00

SUBMUCOSA

Edema . 19 10 52.63 8 42.11 1 5.26

Congestión 16 9 56.25 7 43.75 O 0.00
Infil1:Tado fnffa11ldforio

no supuratiYo 9 7 36.84 1 5.26 1 5.26

Atroffa Unfoide 9 4 21.05 3 15.79 2 10.53

~iM 7 4 57.14 3 42.86 O 0.00

Tejidode =aradón 2 1 SO.OO 1 50.00 O 0.00

MUSC1JLAR

Edema 19 11 57.89 8 42.11 O 0.00

Congestión 7 6 85.71 1 14.29 O 0.00

Infib'ado Inflamatorio 4 3 75.00 O 0.00 1 25.00

HemtxratJias 3 1 33.33 2 66.67 O 0.00

SEROSA

Edema 13 9 69.23 3 23.08 1 7.69

lnfil1:Tado Inflamatorio 7 7 100.00 O 0.00 O 0.00

Congestión 6 5 83.33 1 16.67 O 0.00

Rxfna 5 3 60.00 1 20.00 1 20.00

Ht!mtxTaoIas 2 2 100.00 O 0.00 O 0.00
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Cuadro 4. Frecuencia y gradode inmunopositividad a PVC-2

empleandola técnica de inmunohistoquímica en intestinodelgado.

TIPO DECÉLULA CASOS POSITIVOS PORCENTAJE

Célulu Epiteliales 17 73.91

Grado 1 6 35.29

Grado 2 8 47.06

Grado 3 3 17.65

Células Necróticas 21 91.30

Grado 1 6 28.57

Grado 2 12 57.14

Grado 3 3 14.29

Célulu ProcllÍStÍalS 18 78.26

Grado 1 7 38.89

Gracb2 8 44.44

Grado 3 3 16.67

Células InflamatDrías
Hononuciellres 20 86.96

Grado 1 11 55

Grado 2 9 45

Grado 3 O O
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Apéndice 1. Clasificación de la inmunopositividad observada en la

técnica de inmunohistoquímica.

GRADO

1

2

3

PosrnVIDAD

Ugera

Moderada

Intensa

COLOR

Ocre daro

Ocre

Ocre oscuro
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Apéndice 2. Medias y desviaciones estándar de lesiones intestinales

de acuerdo al grado* sugerentes a PVC-2 e inmunohistoquimica en 30
. perros.

LESIÓN MEDIA DESVIACIÓN ESTÁNDAR
MUCOSA

Atrofia de vellosidades 1.96 0.72
Fusión de vellosidades 1.94 0.73

Necrosis 5uperf"lCial 1.34 1.21
Dilatación de criptas 0.38 0.61
Necrosis de criptas 1.86 0.9

Hlperplasla de aiptas 0.17 0.5
Células proclásticas 0.91 0.73

Cuerpos de inclusión O O
Hiperplasla de células calidformes 0.28 0.83
Infiltrado Inflamatorio mononuclear 1.37 0.75
Infiltrado inflamatorio supurativo 0.03 0.13

Infiltrado inflamatorio mixto 0.09 0.31
Congestión 0.51 0.63
Hemorragia 0.12 0.41

Edema 0.39 0.68
Colonias bacteriana 0.32 0.69

Reoaraclón 0.69 0.88
SUBMUCOSA

Congestión 0.84 0.71
Edema 1.2 0.67

Hemorragia 0.41 0.58
Tejido de reparación 0.14 0.45

Infiltrado inflamatorio mononuclear 0.57 0.8
Atrofia linfolde 0.72 1

MUSCULAR
Edema 0.96 0.73

Congestión 0.35 0.52
Hemorragia 0.16 0.48

Infiltrado inflamatorio no sUDuratfvo 0.26 0.61
SEROSA

Edema 0.62 0.8
Congestión 0.26 0.5
Hemorragia 0.07 0.21

fibrina 0.24 0.59
Infiltrado inflamatoriono sUDuratlvo 0.24 0.38

INMUNOHISTOQUtMICA
Células epiteliales 1 1.04
Células necróticas 1.2 0.95

Células prodásticas 1.02 0.99
Infiltrado inflamatorio mononuclear 0.98 0.79

*Gradol:Ugero
Grado 2: Mode"ado
Grado 3: Grave
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Apéndice 3. Razas de perros con diagnóstico sugerente a PVC-2 en el perioclo 1998
2003. Departamento de Plltologia, FMVZ-UNAM.

RAZA No. CASOS PORCENTAJE

Rottweiler 23 12.11%
Poodle 17 8.95%

Chlhuahueño 16 8.42%
BassetHound 16 8.42%

SchnauzerMiniatura 12 6.32%
PastorAlemán 10 5.26%

liJbrador 9 4.74%
CrIollo 7 3.68%

CockerSpanlel 6 3.16%
Schnauzer Estándar 6 3.16%

Dachshund 5 2.63%
Beagle 5 2.63%

CobradorDorado 5 2.63%
ShiJrpei 4 2.11%
Bóxer 4 2.11%

MastlnInglés 3 1.58%
Pastorde SheUand 3 1.58%

Dálmata 3 1.58%
Xolozculntle 3 1.58%

Bulldog 2 1.05%
Schnauzer Gigante 2 1.05%

sanBemarcfo 2 1.05%
Akita 2 1.05%

PastorBelga 2 1.05%
Puf¡ 2 1.05%

Pomeranla 2 1.05%
samoyedo 1 0.53%

MastlnNapolitano 1 0.53%
Chowchow 1 0.53%

Maltés 1 0.53%
SprfngerSpanJeI 1 0.53%

Afgano 1 0.53%
Fox Terrier I 1 0.53%
GranDanés 1 0.53%

PastorHolandés 1 0.53%
Bul! TetrIer 1 0.53%

Bul! TemerInglés 1 0.53%
Blchón Frise 1 0.53%

BulldogFrancés 1 0.53%
RIaBraslleiro 1 0.53%

Dogo de Burdeos 1 0.53%
BrtttanySpanle/ 1 0.53%

WeIsh Cotyy Pembroke 1 0.53%
Rhodesian RkJgeback 1 0.53%

Yorfrshire Terrier 1 0.53%
TOTAL 190 100%
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