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RESUMEN
RUIZ ROMERO, ROCIO ANGELICA. Diagndstico de Parvovirus canino tipo 2
(PVC-2) en perros domésticos por inmunohistoquimica (bajo la direcddn de

Dra. L. Eugenia Candanosa Aranda y MVZ EAPV Félix D. Sanchez Godoy).

Se realizd un estudio retrospectivo de 190 casos (1998-2003) con lesiones
intestinales histopatoldgicas de parvovirus canino. De los cuales se evaluaron
treinta casos de intestino delgado por el complejo avidina-biotina-peroxidasa
empleando un anticuerpo monoclonal desarrollado en ratdn contra parvovirus
canino tipo 2 (PVC-2). Se obtuvieron reacciones inmunchistoquimicas positivas
~en el 76.67% (23 casos) de las muestras procesadas. Los linfocitos, macrofagos
y las células necrdticas de las criptas intestinales fueron las células que con
mayor frecuencia presentaron inmunopositividad. Las lesiones intestinales
histopatoldgicas que se asodaron sensiblemente a PVC-2 fueron las células de
regeneradion y necréticas en las criptas intestinales por la evidencia del
antigeno parvoviral. La demostracién inmunohistoquimica del antigeno de PVC-
2 es un método de gran ayuda para confirmar el diagndstico etioldgico en casos

oon lesiones intestinales sugerentes de esta enfermedad.
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INTRODUCCION

El parvovirus canino es una de las causas mas importantes de mortalidad en
cachorros. Esta entidad patoldgica de distribucion mundial esta estrechamente
relacionada con el virus de la Panleucopenia Felina (VPF). Las gastroenteritis
virales en perros cobraron gran importancia a partir de 1978 con la apariddn
del parvovirus canino tipo 2 (PVC-2). 16
Actualmente, se reconocen dos formas de enfermedad: cardiac (cachorros de
3 a 16 semanas de edad) y entérica (entre el destete y los 6 meses de
edad).ls'“’
La enfermedad neurolégica primaria puede ocurrir como resultado de
hemorragias en el sistema nervioso central por coaguladdn intravascular
diseminada o hipoglucemia durante el proceso patoldgico, la sepsis ©
alteraciones de addos, bases y electroliticas. Asi mismo, es posible una
infeccién concurrente con el virus del distemper canino, - 1819
PROPIEDADES DE LOS PARVOVIRUS
La familia Parvoviridae comprende 2 subfamilias:

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

vertebrados.

2. Densovirinae: para los virus que afectan a los insectos.

La subfamilia Parvovirinae comprende 3 géneros:

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

tienen una replicacion auténoma.
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2. Erytrhrovirus. Que incluye al virus B19 que afecta a los humanos y

esta relacionado con el virus del mono cynomolgus (Macaca fascicularis)
el cual también tiene una replicacion auténoma.

3. Dependovirus. Los virus pertenecientes a este género son llamados
“adeno-asociados” ya que solo son capaces de replicarse con ayuda de
otro virus, generalmente un adenovirus.?” 2!

Los miembros del género Parvovirus afectan a cerdos, gatos, perros, minks,
ratones, ratas, hamsters, gansos y patos.? (Cuadro 1).
El parvovirus canino tipo 1 o “virus diminuto de los caninos” (PVC-1, VDC) tiene
propiedades antigénicas y gendmicas distintas al PVC-2 y al parecer no tiene
relacién alguna con los parvovirus de otras especies.?? El otro virus canino,
llamado parvovirus canino tipo 2 esta estrechamente relacionado con el virus
felino y del mink. El virus canino puede replicarse en células caninas y felinas,
pero el virus felino Gnicamente se replica en células de felino.?

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

genoma, Unicamente hay 6 nudedtdos diferentes en la proteina VP2

(posiciones 3025, 3065, 3094, 3753, 4477, 4498); estas diferencias muestran

efectos bioldgicos enommes ya que pierde la capaddad para replicarse en

gatos.?

HISTORIA

El parvovirus canino tipo 2 fue identificado por Eugster y Nalm® en

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

miembros de la familia CGanidae tales como lobos, ooyotes, perros
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sudamericanos y perros mapacheros asiaticos. Se piensa que el virus surgié de

una mutacién del virus de la panleucopenia felina. ***

Actualmente, se conocen dos parvovirus distintos como agentes infecciosos de
los perros: el patdgeno 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 habia sido asociado con
enfermedad natural hasta 1992. El VDC puede causar neumonia, miocarditis y
enteritis en los cachorros o infeccion transplacentaria en las hembras prefiadas,
con reabsorcion de los embriones y muerte fetal. Las infecciones por este virus
han sido confirmadas en EUA, Suecia, Alemania y mas recientemente en
Italia.?*

El origen del PVC-2 es desconoddo, aunque lo mas probable es que se origind a
partir de una mutacién directa del VPF en la poblacidn de perros o gatos. Otra
hipétesis sugiere que el PVC-2 se origind de una vacuna contra fa
Panleucopenia felina y se diseminé por medio de las vacunas, esto podria
explicar la aparicion simultdnea en varias poblaciones de perros en el mundo,
pero los estudios subsecuentes no revelaron ningldn apoyo para esa
hipétesis.’** Una tercera hiptesis sugiere que el antecesor de PVC-2 tenia
como huésped a una carnivoro silvestre como el zorro rojo europeo (vuipes
vuipes) en el cual se originé una variante que dio lugar al PVC-2,24%

El PVC-2 probablemente se presentd inicialmente en Europa encontrandose

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

Reino Unido, Irlanda, Alemania y Japon en 1979, luego se disemind alrededor
del mundo entre los aflos 1978 y 1979, durante un periodo aproximado de 6
rneses.ZB, 26, 27,28

En 1979 surgié una nueva variacddn de la cadena de PVC-2 a la cual se le
denomind PVC-2a y en 1984 se identificd otra variante denominada PVC-2b. El
PVC-2a tiene cambios de nucledtidos en las posiciones 3045, 3685, 3699 y el
PVC-2b tiene un cambio mds en la posicidn 4062, estos nuevos antigenos son
los predominantes en la poblacion canina y han reemplazado por completo al
PVC-2.23’ 29,30

El aislamiento original del PVC-2 no se replica en gatos, pero las variantes PVC-
2a y PVC-2b se replican eficientemente en los gatos y ambos se han aislado de
gatos en Japon, Alemania y Estados Unidos de América que presentan una
parvovirosis natural indistinguible de la panleucopenia.?* 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.%®

Tkeda et al, en el 2000, aislaron nuevas variantes antigénicas de PVC de
leopardos de Vietnam y Taiwdn ya que perdian la capacidad de reaccionar con
varios anticuerpos monoclonales, estos fueron designados PVC-2¢ y divididos
mds a fohdo en dos tipos antigénicos PVC-2c(a) y PVC-2c(b) por su reactividad
con el anticuerpo monodonal B4A2 que distingue PVC-2a y PVC-2b.**

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

Medicina Veterinaria y Zootecnia (FMVZ) de la Universidad Nacional Auténoma
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de México (UNAM), se empezaron a recibir cada vez con mds frecuencia

cadaveres de perros con historia clinica de cuadro gastroentérico agudo, la
mayor parte de los cuales eran menores de un afio. En la necropsia de estos
animales se encontraron lesiones gastroentéricas similares a las de
panleucopenia felina.% 33

Los Médicos Veterinarios Zootecnistas dedicados a la clinica en pequefias
especies de la Republica Mexicana confirmaron la presencia de una enfermedad
altamente contagiosa en diferentes estados con caracteristicas diferentes a los
cuadros gastroentéricos que habian observado previamente.*

En 1981 se realizaron estudios de Microscopia electronica, donde se confimé la
presencia de particulas virales de 22 nm de didmetro, 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 Ciudad de México y algunos estados de la Republica
Mexicana como Guerrero, Jalisco, Michoacdn, Morelos, Nuevo Ledn, Puebla,
Querétaro, Tlaxcala y Ciudad de México, que fueron colectados entre los meses
de abril a diciembre de 1981, para determinar la presencia de inmunoglobulinas
contra el parvovirus canino por medio de la prueba de inhibicion de la
hemoaglutinacion. Se encontraron 33 Gasos positivos a la prueba que
representan el 17.04% de la muestra, hubo sueros positivos en todas las
dudades muestreadas.>* 35%

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

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

cuadro dinico de gastroenteritis.°

CARACTERISTICAS DEL PVC

Los integrantes del género Parvovirus se caracterizan por medir de 18 a 26
nandmetros, son virus sin envoltura, de simetria icosaédrica y con un peso de
aproximadamente 5.8 x 10° Da.?” 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 condiciones
nomales del medio an;biente, ademds de que son resistentes a los solventes
organicos comunes. Tienen replicacidn intranuclear utilizando la fase “S” de la
célula, en la cual duplica su ADN, formando cuerpos de inclusion
intranucleares.”” *® Esta caracteristica estd relacionada con su potendial
patogénico y por su tropismo por las células de replicacién constante como
enterocitos y células linfoides. 27 2% 3937

El PVC-2 mide 25 nm de diametro, su ADN tiene 5323 pares de bases, es uno
de los virus mds resistentes que se conocen; es termoestable ya que soportan
60 °C por 60 minutos, es resistente al éter, doroformo y a un rango de pH de
3-9, es sensible al hipodorito de sodio en exposicion prolongada a una
proporcién 1:30, también puede ser inactivado con formalina y luz solar.?®*
EPIZOOTIOLOGIA

Los perros de cualquier edad pueden infectarse con el PVC-2, pero son mas
frecuentes las manifestaciones clinicas en Gachorros entre el destete y los seis

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

generalmente la infecdén es asintomatica, siendo esta forma una fuente
importante de diseminacién del virus. > En cachorros la morbilidad es del 20-
100% vy la mortalidad alcanza un 10-50%; en perros adultos, la morbilidad es
menor al 20% y la mortalidad menor al 5%.” *

Ciertas razas parecen tener mayor predisposicion para la infeccién por PVC-2 y
son mas susceptibles a la forma mas intensa de la enfermedad. Estas incluyen
Rottweiler, Doberman Pinscher, Pit Bull Terrier, Cobrador de Labrador negro,
Pastor Aleman, Springer Spaniel y Yorkshire Terrier.!*'® Las razas que
presentan menor predisposicion a la enfermedad son Cocker Spaniel y Poodle.
Algunos factores como la edad del animal, estrés, raza e infecciones
parasitarias y/o bacterianas predisponen a la presentacion de la enfermedad.*®
TRANSMISION

La transmision directa ocurre via fecal-oral. La transmision indirecta por via oral
a través de objetos contaminados con heces. Personas y fomites también
contribuyen a la dispersion del virus. Las infecciones experimentales han sido
producidas por varias rutas: oral, intranasal y subcutanea.”

PATOGENIA

La infeccion por PVC-2 es a través de una exposicidn oronasal con heces
contaminadas, teniendo un perfodo de incubacién de 3 a 5 dias.' * Primero el
virus se replica en el tejido linfoide de la orofaringe, posteriormente, por via
linfatica, llega a linfonodos mesentéricos y timo. Una vez en estado de viremia

Hlega a criptas intestinales; después de uno a cinco dias de la entrada del virus
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se disemina a los epitelios como el oral, esofagico e intestinal; y tejidos como el

miocardio y médula dsea, donde los Gitimos tres son los mas afectados. El PVC-
2 se replica en el epitelio germinal de las criptas intestinales que estan en
constante division celular, lo que provoca la necrosis de éste ocon la
consecuente atrofia y fusion de vellosidades, manifestandose 1os signos clinicos
de enteritis. Dado que el virus se replica en el aparato digestivo es eliminado en
las heces entre el tercer y cuarto dia postinfeccion, antes de que se presenten
los signos dinicos, manteniéndose constante la cantidad de particulas virales
que es aproximadamente 1 x 10*? particulas por gramo de heces, en un lapso
de 7 a 14 dias en promedio.*® (Figura 1).

En la médula ésea provoca una linfopenia relativa, no una panleucopenia. El
nimero de linfocitos disminuye pero hay un leve efecto sobre el nimero de
eosindfilos, baséfilos, monocitos y eritrocitos.?*

El miocardio es un tejido el cual tiene un aumento en su desarrollo en los
Uitimos dias de la gestacion y las primeras semanas de edad, por lo que es en
esta etapa en donde se afecta por replicacion viral dando como resultado una
miocarditis.

En fetos o recién nacidos, la infeccion es generalizada, donde varios érganos
tienen una division celular considerable, en animales adultos solo se afectan
pocos tejidos. En todas las edades, la continua division celular del tejido linfoide
y del epitelio intestinal, da como resultado una leucopenia y enteritis.” La
muerte puede ocurtir a causa de deshidratacion, desequilibrio electrolitico,

choque endotdxico o septicemia secundaria.®
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SIGNOS CLINICOS

Los signos dinicos son inespedficos como pirexia, depresion y anorexia. En las
primeras 24-48 horas hay vomito y diarrea profusa fétida, con frecuencia
sanguinolenta, seguida de marcada deshidratacion rapidamente progresiva,
recuperacion lenta o muerte entre las 24 y 72 horas.*? 3% pyede desarrollarse
hipotermia, ictericia, diatesis hemorragica, coaguladon intravascular
diseminada, disnea y arritmias. *>*°

La enfermedad intestinal es mds severa en cachorros que tienen pardsitos
gastrointestinales, estrés ambiental, titulos de anticuerpos matemos bajos y
respuesta inmune humoral retardada. los perros levemente afectados se
recuperan en uno o dos dias, los gravemente afectados requieren terapia de
mantenimiento y la mayoria se recupera después de 3 a 5 dias.?’

Cuando el vomito se presenta en forma de proyectil y hay diarrea hemorragica
grave, el prondstico 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 mas
comin en cachorros, muchos de los cuales presentan miocarditis si se infectan
antes de las 8 semanas de edad.’®

LESIONES MACROSCOPICAS

A 13 necropsia los cambios mds significativos se observan en tracto digestivo. La
serosa del estbmago puede presentar petequias y equimosis. Hay ausencia de
contenido gastrico 0 puede presentarse liquido daro espumoso amarillo o gris y

la mucosa estd congestionada, 6 2% 3239 41, 42 43, 4445
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A nivel de intestino delgado las lesiones se localizan principalmente en duodeno

y yeyuno disminuyendo progresivamente hasta llegar al recto, donde no se ven
cambios. Las principales alteraciones intestinales son: distension por gas en
porciones, la serosa puede presentar un aspecto granular por la presenda de
fibrina, asi como congestion y hemorragia. El contenido varia desde pastoso
amarillo grisaceo hasta liguido sanguinolento. La pared del duodeno y yeyuno
estd engrosada y edematosa, la mucosa en ocasiones es de color rojo oscuro a
brillante, de consistenda friable con ulceras redondas y lineales cubierta por
parches de fibrina. En algunos casos se presenta intususcepcion del ileon con
presencia de zonas necroticas y evidencia de las placas linfoides, %: 29 3239 41-45
En intestino grueso se puede observar congestion, hemorragias y edema de la
pared; ademas las heces suelen ser pastosas mezcladas con sangre. El ano, la
mayoria de las veces, se presenta manchado con sangre o heces pastosas
sanguinolentas. 26, 29, 32, 39, 41, 42, 43, 44,45

Los linfonodos mesentéricos se aprecian aumentados de tamafo, alargados,

congestionados con edema, hemorragias corticales y necrosis medular, % 2% 3

39, 41-45

El corazon se puede apreciar con petequias y equimosis en el surco coronario,
algunas veces con dilatacion de ventriculo derecho e izquierdo y con
hidropericardio. El epicardio puede presentar un puntilleo blanco multifocal o

bandas bien definidas, el endocardio presenta petequias. % 2 32 3% 414
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El higado se observa aumentado de tamafio, congestionado y friable. Los

pulmones presentan congestion y edema. La médula dsea de huesos largos se
aprecia hemorrdgica y de color rojo oscuro, 28 2932 39, 41,45

LESIONES MICROSCOPICAS

Los cambios histopatologicos en intestino delgado consisten en exfoliacion 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 inclusion intranudeares basofilicos y/o anfofilicos; también
se aprecian células de regeneracion o proclasticas e hiperplasia de células
caliciformes. La lamina propia esta distendida por edema e infiltrado de células
mononucleares. La submucosa puede estar congestionada, edematosa y con
hemorragias en algunos casos. La capa muscular presenta dilatadén de las
fibras musculares. La serosa se observa edematosa, hemorrdgica y con
infiltrado inflamatorio compuesto por linfocitos y neutréfilos. 26 25 32 35 4143, 46-

48

Se puede presentar edema, atrofia y necrosis de placas de Peyer, linfonodos,
baZO y tImO 26, 27, 29, 32, 39, 41-43 46- 48

El corazén se puede observar con miocarditis intersticial, edema, hemorragias
subepicardicas y en algunos casos cuerpos de indusién intranudeares en
cardiomiocitos. 18, 26, 27, 29, 32, 39, 41- 43 46-48

A nivel hepdtico hay una congestion centrolobulilfar, disodacidon de cordones
hepéticos, edema, hemorragias e infiltrado por polimorfonucleares. La médula

Gsea presenta atrofia al igual que el pdncreas, 25 2 3% 35, 41-4346- 48
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El pulmon se aprecia con edema, congestion, fibrina e infittrado inflamatorio

compuesto por polimorfonucleares, 26 29 32 39, 41-4346-48

INMUNIZACION

Aunque la diseminacién de la vacunacion contra el parvovirus ha reducido en
forma marcada la presencia de la enfermedad en Norteamérica, la enteritis por
parvovirus continGia siendo un problema en cachorros conforme se acercan al
final de la proteccion de los anticuerpos matemos, entre las 6 y 20 semanas de
edad. Esto es a pesar de la vacunacion debido al periodo de susceptibilidad
cuando los anticuerpos matemos son demasiado bajos para proteger, pero al
mismo tiempo lo suficientemente elevados para interferir con la respuesta a la
vacunacion. En cachorros de hembras con altos titulos de PVC, fos anticuerpos
derivados de la madre pueden persistir a niveles de interferencia hasta por 18
semanas, por lo tanto, la vacunacion tal vez no sea capaz de sobrepasar esta
interferencia de los anticuerpos matemos sino hasta después de las 18
semanas de edad.!™ ¥

Casl todas las aparentes “fallas de vacunacion” en cachorros quizd sean
resultado de exposici6n a la infeccidn durante este periodo critico de
susceptibilidad.® 2

A pesar de que solamente se requieren de 1 a 2 dosis vacunales para inmunizar
a los cachonros, los protocolos de vacunadon recomiendan administrar vacunas
polivalentes cada 2 a 3 semanas desde las 6 hasta las 18 semanas edad y

posteriormente aplicaria anualmente.?
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DIAGNOSTICOS 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 electrénica (ME) como herpesvirus,
enterovirus, calidvirus, virus de la parainfluenza, adenovirus y picornavirus.* El
virus del distemper canino y el adenovirus tipo 1 producen diarrea y vémito en
algunos perros, pero se asocian principalmente otras manifestaciones dinicas.
El rotavirus canino causa diarreas en cachorros recién nacidos, pero no se
asocia a cuadros entéricos en perros adultos. '

DIAGNOSTICO

Se sospecha de infeccion por parvovirus en perros jovenes cuando tienen
presentacion aguda de vomito y diarrea, especialmente asodada a depresion
notable, ﬁebre 0 leucopenia o si estos signos siguen a una posible exposicion a
perros o fomites infectados.*®

En México, el diagndstico de PVC-2 se realiza principalmente por histopatologia,
ELISA y hemoaglutinacién-inhibicién de la hemoaglutinacién (HA-IHA).*

Las técnicas diagnésticas que se pueden emplear son:

1. HEMATOLOGIA

La biometria hematica completa es particularmente (til debido a que la mayor
parte de los perros con enteritis por parvovirus desarrollan leucopenia intensa
por linfopenia y granuloditopenia, con una cuenta total de 0.5-2 x 10%L y en

ocasiones menos. La deplecion de los neutrdfilos maduros circulantes es
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causada por pérdida extensa de neutrdfilos a través de la mucosa intestinal

dafiada ademas de la mielopoyesis alterada debida a la lesion de médula 6sea
por el virus. La gravedad de la leucopenia, por lo general, es proporcional a la
enfermedad clinica y una neutrofilia de rebote es indicador Gtil del inicio de la
recuperacion.*®

El hematocrito es variable;, a menudo es nommal, pero puede estar
moderadamente disminuido en algunos perros debido a la hemorragia intestinal
o por hemodilucion, en @anto que en otros perros puede estar elevado debido a
la deshidratacidén (hemoconcentraddn).*®

2. RADIOGRAFIA ABDOMINAL

La distension de asas intestinales con gas y liquidos son datos radiograficos
frecuentes en la enteritis y deben ser diferenciados de obstruccidn del intestino
delgado. Se debe palpar con cuidado el abdomen para descartar la obstruccion
mecanica. las radiografias con contraste de baric a menudo revelan
irregularidades en la mucosa y tiempo de transito prolongado. *®

3. MICROSCOPIA ELECTRONICA (ME)

Si se cuenta con el equipo adecuado se puede realizar el diagndstico utilizando
material fecal de casos con signos tipicos de la enfermedad, el diagndstico es
directo ya que es evidente la particula viral. Es un método poco empleado,
costoso y tardado.?

4. AISLAMIENTO VIRAL

Se lleva a cabo en varias lineas celulares de origen felino y canino tales como

CBlulas de rifion, 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. HEMOAGLUTINACION-INHIBICION DE LA HEMOAGLUTINACION

La prueba de la hemoaglutinacion -inhibicidn de la hemoaglutinacion fecal (HA-
HI) es un método simple y rapido para detectar el virus en materia fecal y en
muestras de tejidos, ya que se aprovecha la caracteristica del PVC de aglutinar
glébulos rojos de cerdo. La HA tiene una especificidad del 63-89% y una
sensibilidad del 87%, es menos sensible que la ME o la prueba de inmuno
ensayo ligado a enzimas (ELISA).%* %

6. SEROLOGIA

La determinaddn de anticuerpos anti-PVC en suero no es sufidente para el
diagndstico, porque cerca del 95% de los perros en la poblacién han tenido
seroconversion por vacunacion o exposicion previa. El andlisis de IgM especifica
por examen de anticuerpos fluorescentes indirectos (FIA) proporciona datos
serologicos de infeccidn reciente, ya que fa IgM solo se encuentra en las
primeras semanas después de la infeccién.!>

7. INMUNOENSAYO LIGADO A ENZIMAS (ELISA)

Es el método mds practico para descubrir la presencia de parvovirus en las
heces. Los resultados positivos son un indicador confiable de excrecion fecal
activa del PVC-2. En ocasiones ocurren resultados falsos negativos.® En
general, alrededor de 10° particulas por gramo de heces pueden ser detectadas
por la prueba de ELISA; esta prueba tiene una sensibilidad del 100% y una

especificdad del 98%.%*
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8. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

Esta técnica consiste en la amplificacién de un fragmento de ADN especifico del
vius a través del uso de iniciadores que se unen a su secuencia
complementaria y son amplificadas por la Taq polimerasa. Para que se lleve a
cabo la sintesis de la cadena de ADN se utlizan tres temperaturas:
desnaturalizacion (94 °C), alineacion (55-65 °C) y extensiéon (72 °C). Los
andlisis de PCR son altamente especificos y pueden distinguir el virus natural
del virus vacunal, eliminando los resultados falso-positivos debido a la
vacunacion reciente. Esta técnica tiene una especificidad de 100% y una
sensibilidad del 50%.*

9. INMUNOHISTOQUIMICA (IHQ)

La inmunohistoquimica juega un papel importante en e diagndstico
histopatoldgico de diversas enfermedades. El desarrollo de anticuerpos para
epitopos resistentes a la fijacion de tejidos y la disponibilidad de un sistema de
deteccion altamente sensible hacen de la inmunohistoquimica una herramienta
practica para la patologfa.™® |

La técnica de inmunohistoquimica emplea tejidos fijados e incluidos en parafina,
que da una reacd6n cuyos resultados pueden observarse con un microscopio
fotdnico. El anticuerpo se marca con la enzima peroxidasa y se hace aparente al
tratarse con H;0, y diaminobenzidina (DAB), produdendo una coloracidén café
tabaco que aparece en los sitios de reaccién.®

El método estreptoavidina-biotina-peroxidasa estd basado en la afinidad de la

proteina estreptoavidina 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 estreptoavidina.®!

Algunos estudios en los que se ha utilizado un anticuerpo policlonal contra el
PVC-2 hecho en conejo a una dilucén de 1/400 plL se encontrd el 90% de los
€as0s positivos y demostraron que la inmunopositividad en intestino delgado se
localiza en células epiteliales de las criptas, asi como en células necréticas que
se encuentran en el lumen de las mismas. También se demostrd el antigeno
viral en linfocitos y macrofagos de la lamina propia, células endoteliales de los
capilares y en linfocitos del tejido linfoide asociado, la positividad se aprecié
tanto en el nddeo como en el ctoplasma de las células. La reaccién positiva
mas intensa se encontrd en cédlulas mononucleares de la {dmina propia y en
células necréticas de las criptas, asi mismo, la reaccion mas débil se aprecié en
el tejido linfoide asociado.

En el afio de 1994 Ku ef al, demostraron que el 94.6% de los casos
diagnosticados como PVC-2 por histopatologia fueron positivos por
inmunohistoquimica (complejo avidina-biotina-peroxidasa) en el cual se utilizd

un anticuerpo monoclonal de origen murino.*?
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IMPORTANCIA

En México, a partir de los brotes de enteritis hemorrégicas causantes de una
alta morbilidad y mortalidad en cachorros, se han realizado distintos estudios
para establecer la presencia del PVC-2, observandose en ocasiones particulas
virales,® lesiones macro y microscopicas sugerentes a esta entidad,?®*
ademads de darse a conocer la existencia de titulos altos de anticuerpos
identificados por inhibiddn de la hemoaglutinacién;* hasta que en el afio
2003 se pudieron realizar cinco aislamientos de PVC-2.%

JUSTIFICACION

El diagnostico de las enteritis virales en patologia se basa en la morfologia
pura de fas lesiones a nivel de microscopia de luz; sin embargo, este no es
especifico para el diagnéstico de la entidad. Ante la necesidad de otros
métodos que dieran mayor seguridad en e diagndstico, se plantea el uso de
la inmunohistoquimica para la identificacidn del PVC-2 en perros con lesiones

intestinales sugerentes a este virus.
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HIPOTESIS

La mayoria de los cuadros gastroentéricos en perros diagnosticados por
histopatologfa sugerentes a PVC-2 seran positivos por la técnica de
inmunohistoquimica.

OBJETIVO GENERAL

Aplicar la técnica de inmunohistoquimica para llevar a cabo el diagndstico de
PVC-2, en muestras de intestinos obtenidos en necropsias de perros con
lesiones sugerentes a esta enfermedad.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar las lesiones microscépicas mas caracteristicas del PVC-2 en
perros remitidos para diagndstico al Departamento de Patologia de la
Facultad de Medidna Veterinaria Y Zootecnia de la Universidad Nacional
Auténoma de México.

2. Estandarizar la técnica de inmunohistoquimica utilizando un anticuerpo
monoclonal en intestinos de perros con lesiones microscdpicas
sugerentes a PVC-2.

3. Aplicar la ténia de inmunohistoquimica para llevar a cabo el
diagndstico de PVC-2 en perros con enteritis compatibles con este virus.

4. Realizar la evaluacion inmunohistoquimica en intestinos de perros con
lesiones sugerentes a PVC-2 basandose en grados de inmunopositividad

y localizaddn 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 afio con mayor presentacion de la

enfermedad en el periodo 1998-2003.
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MATERIAL Y METODOS

El presente trabajo corresponde a un estudio descriptivo, retrospectivo y
prospectivo, longitudinal y experimental, se utilizaron casos pertenecientes al
acervo del servicio de diagndstico del Departamento de Patologia de la Facultad
de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nadonal Autdnoma de
México.

I. CRITERIOS DE INCLUSION

Para el estudio inmunohistoquimico, se seleccionaron un total de 30 casos de
necropsias de perros menores de 1 afio de edad con tejido intestinal en buen
estado de oonservacidn, con lesiones intestinales y diagnéstico sugerentes a
PVC-2, tomadas de los afios 2002 al 2004.

II. TOMA DE MUESTRAS

Los casos de fos afios 2002 y 2003 se encontraban induidos en bloques de
parafina. Para los casos correspondientes al afio 2004, las secciones de
intestino delgado se fijaron durante 24 horas en formalina neutra (pH 7.0-7.6)
al 10% y para obtener los blogues, posteriormente fueron procesadas por el
método habitual de indlusién en parafina.>

III. EVALUACION DE LESIONES MICROSCOPICAS

Una vez que los 30 casos se encontraron incuidos en bloques de parafina, se
realizé un corte de 5 pm y posteriormente fueron tefiidos con la tincidn de

rutina de hematoxilina-eosina * para su observacién microscdpica.
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Las lesiones intestinales se evaluaron en las 4 capas histoldgicas de la siguiente

forma:

a)MUCOSA: Atrofia de vellosidades, fusion de vellosidades, necrosis
superficial, dilatacion de criptas, necrosis de criptas, hiperplasia de criptas,
presencia de células de regeneraddn o proclasticas, cuerpos de inclusion
intranucleares en epitelio de criptas, hiperplasia de células caliciformes,
infiltrado inflamatorio no supurativo, infiltrado inflamatorio supurativo, infiltrado
inflamatorio mixto, congestion, hemorragias, edema, presencia de colonias
bacterianas y tejido de reparacion.

b) SUBMUCOSA: Congestion, edema, hemorragias, presencia de tejido de
reparacion, infiltrado inflamatorio y atrofia linfoide.

c) MUSCULAR: Edema, congestion, hemorragias e infiltrado inflamatorio.

d) SEROSA: Edema, congestidn, hemorragias, fibrina e infiltrado inflamatorio.
Segln el grado de la lesion, se clasificaron de la siguiente manera:

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

b) MODERADO: Cuando la lesion induye dos terdos del tejido.

€) GRAVE: Donde la lesion compromete la totalidad del tejido.

En el caso de la atrofia de vellosidades en grado leve se empled 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. METODO INMUNOHISTOQUIMICO® %6

Para lograr la identificacion del antigeno viral se realizo la estandarizacion de la
técnica de inmunohistoquimica estreptoavidina-biotina-peroxidasa.

Anticuerpo primario

Se utilizd un anticuerpo monodonal de origen murino Anti-parvovirus
canino” a una dilucién 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 utilizd un anticuerpo secundario anti-ratén™ de origen caprino marcado con
biotina, aplicando 50 pL sobre el tejido.

Tejidos Utilizados Como Testigos

a) Testigo Positivo: Se utilizd una seccion de intestino delgado el cual fue
positivo para este virus a través de la técnica de inmunohistoquimica.
Este testigo fue donado por la Universidad de la Isla del Principe
Eduardo, Canadd, aplicando la misma marca del anticuerpo que en este
estudio.

b) Testigos Negativos: Se utilizaron 2 testigos negativos, el primero
corresponde a una seccidn del tejido donado previamente al cual se le
cambib el anticuerpo primario por PBS (Figura 2), para el segundo, se
utilizé una seccidn de intestino deigado de un perro sin lesiones de PVC-

2 al cual se le aplicd anticuerpo primario (Figura 3).

t 3

Biodesign Internacional, No. Catalogo: C86004M

60 Industrial Park Road Saco, Maine USA 04072
*xZymed Laboratories Inc.

561 Eccles Avenue, South San Francisco, CA 94080 USA
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METODO ESTREPTOAVIDINA-BIOTINA-PEROXIDASA

1. Preparacion de los Tejidos

De las muestras de intestino delgado incluidas en parafina, se realizd un
corte de 5 pym de grosor. Los cortes histologicos se montaron en
portaobjetos tratados previamente con la solucién adhesiva Poli-L-Lysina® al
1% para evitar el desprendimiento de las secciones durante el proceso. Las
secciones se desparafinaron en una estufa a 60 °C por 2 horas.
Posteriormente 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 rehidratacién de los tejidos, las laminillas se sumergieron en alcohol
etilico a diferentes concentraciones: 100%, 96%, 80% y 50%, realizando 2
lavados de 5 minutos cada uno, por cada concentracion de aloohol y
finalmente se sumergieron en agua destilada realizando 3 lavados de 5
minutos (ada uno a temperatura ambiente.

2. Inhibici6én de la Peroxidasa Enddgena

Para inhibir la actividad de la peroxidasa enddgena, las secciones de los
6rganos se trataron con perdxido de hidrégeno y metanol absoluto en una
relacién 1:8 realizando dos inaubacdiones de 30 minutos cada una.
Posteriomente se hicieron lavados con solucion amortiguada de fosfatos
(PBS) con pH de 7.2, realizando 3 lavados de 5 minutos cada uno a

temperatura ambiente.

a Sigma Chemical Company.
P.O. Box 14508. St. Louis Missouri. USA 63178-0016
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3. Recuperacion de Antigenos

Para la recuperacion de antigenos, los tejidos sumergidos en PBS se
sometieron a tratamiento fisico (calor) en un horno de microondas
convencional marca Sanyo, modelo EMA-108s, a nivel medio por 4 minutos.
Inmediatamente se cambid el PBS caliente por PBS frio para detener la
reacdion de recuperacion.

4. Bloqueo de Avidina y Biotina Endégenas

Para bloquear la avidina y biotina endégenas de los tejidos, se utilizd un
bloqueador de tipo comercial con dos soluciones®. La primera solucidn
estuvo dirigida en contra de la avidina y consistié en aplicar 2 gotas (50
yL/gota) de solucidn de avidina sobre tos tejidos, incubando por 45 minutos
en cdmara humeda a temperatura ambiente (20-25°C) vy después se
realizaron 3 lavados con PBS de 5 minutos cada uno. La segunda soludoén
dirigida en contra de la biotina se aplicd 2 gotas de solucién de biotina
incubando por 45 minutos en camara himeda a temperatura ambiente y
posteriormente se realizaron 3 lavados con PBS de 5 minutos cada uno.

5. Blogueo de Antigenos

Para bloquear la adherenda no especifica a proteinas por parte del
anticuerpo secundario, se utilizé suero de cabra no inmune*, aplicando 2
gotas (50 pl/gota) sobre los tejidos, dejandolos incubar por 1 hora en

camara humeda a temperatura ambiente.

® Endogenous Avidin/Biotin Blocking Kit. Zymed Laboratorios Inc.
561 Eccles Avenue, South San Francisco, CA 94080 USA

¥ Zymed Laboratories Inc.
561 Eccles Avenue, South San Francisco, CA 94080 USA
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6. Aplicacién de Anticuerpos Primarios

Se procedid a la aplicaciéon del anticuerpo primario, diluido en PBS a una
dilucién de 1/300 pL, homogeneizado con vortex.* Del anticuerpo primario,
se aplicaron 2 gotas en cada laminilla, dejandolos incubar aproximadamente
12 horas en camara himeda a temperatura ambiente. Para el primer testigo
negativo se sustituyd el anticuerpo primario por PBS y para el segundo se
aplicd el anticuerpo primario con la misma dilucion, posterior a la
incubacién, los tejidos fueron sometidos a tres lavados con PBS por 5
minutos cada uno.

7. Aplicacién de Anticuerpos Secundarios

Se aplicd el anticuerpo secundario anti-raton de origen caprino marcado con
biotina. Se aplicaron 2 gotas a cada tejido y se incubaron por 90 minutos
en camara himeda a temperatura ambiente. Para eliminar el exceso de
anticuerpo secundario se realizaron 3 lavados con PBS de 5 minutos cada
uno.

8. Aplicacién de la Estreptoavidina

Se aplicaron 2 gotas a ¢ada tejido y se dejé actuar durante 30 minutos en
camara himeda y se realizaron 3 lavados con PBS de 5 minutos cada uno.
9. Aplicacién del Cromégeno

Para la preparacién del cromdgeno se agregd una gota de cada uno de los

reactivos induidos en el kit comercial* (sustrato de buffer concentrado, el

* Vortex Thermolyne Modelo No. M16715, Serie No. 268
2555 Kerper Boulevard, Dubugue Jowa 52001 USA

+ Zymed Laboratorios Inc.
561 Ecdes Avenue, South San Francisoo, CA 94080 USA
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cromogeno diaminobenzidina y 0.6% de perdxido de hidrdgeno), a 1 mL de

agua destilada homogeneizados con vortex. A cada laminilla se aplicaron 50
LL, dando el siguiente tiempo de revelado: 3-6 minutos dependiendo de la
temperatura ambiente. Enseguida se realizd un lavado suave con agua
destilada sobre cada laminilla para detener la reaccidon del revelado e
inmediatamente se sumergieron nuevamente en agua destilada. Las
secciones se contrastaron con hematoxilina de Meyer, aplicando 2 gotas en
cada muestra reposando por 4 minutos y después se Jes dio un lavado en
agua destilada por 5 minutos. Posteriormente las laminillas se sumergieron
en PBS por 30 segundos obtenléndose una contratinddn azul tenue sobre el
tejido y se regresaron al agua destilada.

Finalmente, a las laminillas se les aplicaron cubreobjetos selldndolas con resina.

Una reacdén positiva se determind al observar granulos intracelulares tefiidos

de un color rojo.

V. ANALISIS DE RESULTADOS

Se realizd la evaluacion de la inmunopositividad de la mucosa de cada caso a

través de la visualizacién de 10 campos aleatorios utilizando el objetivo de 40X,

para esto se utilizd el programa Motik Images Advanced 3.1 para Windows. La

positividad se dasificd en tres grados de acuerdo a la intensidad de la reacdon.

(Apéndice 1) (Figuras 4-6).

Para el andlisis estadistico se utilizd & paquete JMP 5.1 (SAS Institute Inc.),

empleandose estadistica descriptiva, tablas de contingencia y andlisis de
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sensibilidad y especificidad para técnicas de diagndstico por el método de

Galen.”’

VI. ESTUDIO RETROSPECTIVO

A partir de los archivos de estudio post-mortem en el periodo comprendido
entre los afios 1998-2003 del Departamento de Patologia de la FMVZ-UNAM
entre 1998-2003, se determiné el total de perros con diagndstico sugerente a
PVC-2; los datos de los perros afectados fueron analizados de acuerdo a la
raza, género y edad. Por otro lado, se determiné la estacién del afio en donde
hay mayor cantidad de pemos afectados. Los resultados obtenidos se

presentan en cuadros de frecuencias.
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RESULTADOS

I. SELECCION DE CASOS

Como producto del estudio retrospectivo y prospectivo, que se realizd de los
casos sospechosos a PVC-2, se selecdonaron 30 casos con lesiones
histomorfoldgicas compatibles con PVC-2 que se sometieron a la técnica de
inmunohistoquimica avidina-biotina-peroxidasa, encontrandose 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.

II. RESULTADOS HISTOPATOLOGICOS

En la evaluacion de las lesiones histopatologicas de los 23 casos
inmunopositivos a PVC-2, las lesiones que se presentaron con mayor frecuencia
en la mucosa intestinal fueron: Necrosis de criptas, infiltrado inflamatorio no
supurativo, atrofia de vellosidades y fusion de vellosidades, con 95.65% cada
uno (22 casos cfu), y células de regeneracion en el 73.91% (17 casos). En la
submucosa se observd edema en un 82.61% (19 casos), congestion en un
69.57% (16 casos), infiltrado inflamatorio no supurativo y atrofia linfoide con el
39.13% cada uno (9 casos). En la capa muscular la lesion mas frecuente fue
edema con el 82.61% (19 casos), congestion con 30.43% (16 casos), infiltrado
inflamatorio con 17.39% (4 casos) y hemorragia con 13.04% (3 casos). Por
ultimo, en la serosa la lesién con mayor presentacién fue edema con 56.52%
(13 casos), infiltrado inflamatorio 30.43% (7 casos), congestion con 26.09% (6
€asos), presencia de fibrina 21.74% (5 casos) y hemorragia con 8.70% (2

casos). (Cuadro 3).
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III. INMUNOHISTOQUIMICA

Los 23 casos inmunopositivos a esta técnica, presentaron inmunopositividad de
grado variable, observandose principalmente en células epiteliales de criptas
intestinales, células de regeneracion, células necréticas y células inflamatorias
mononucleares en la lamina propia. (Figuras 7-10).

La distribucién de la inmunopositividad observada por IHQ de los 23 casos
positivos a PVC-2 fue principalmente en células necréticas 91.30% (21 casos),
células inflamatorias mononucleares 86.96% (20 casos), células de
regeneracidn 78.26% (18 casos) y células epiteliales con el 73.91% (17 casos)
(Cuadro 4).

La presencia de células de regeneracién en las criptas intestinales que se
observan en la mucosa intestinal es un buen indicador de la presencia del PVC-
2, teniendo una sensibilidad del 79% y una especificidad del 33%.

Las lesiones asociadas a PVC-2 que mostraron baja sensibilidad y especificidad
fueron: dilataddn de criptas, hiperplasia de criptas, cuerpos de inclusién
intranucleares, hiperplasia de células caliciformes, infiltrado inflamatorio
supurativo, hemorragia, edema y presendia de colonias bacterianas.

La estadistica descriptiva de las lesiones microscdpicas de las cuatto capas
intestinales y para la prueba de inmunochistoquimica se resumen en el
(apéndice 2).

Se observd que las hembras fueron las mds afectadas con el 65.22% (15
casos), el 100% de los casos corresponden a perros menores a seis meses de

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

Las razas que presentaron mayor positividad a PVC-2 fueron Poodle y
Schnauzer miniatura con el 17.39% cada uno (4 casos ¢/u), Pastor Aleman,
Yorkshire Terrier y criollos con 8.70% cada uno (2 casos ¢/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 observo que en el periodo comprendido entre el 1 de
enero de 1998 al 31 de diciembre del 2003, se recibieron un total de 2505
casos (100%) para su estudio post-mortem en el Departamento de Patologia de
la FMVZ-UNAM, de los cuales e! 66.03% (1654 casos) correspondieron a perros
y el 33.97% (851 casos) a otras especies. (Figura 11).

Del total de perros, el 11.49% (190 casos) presentaron lesiones microscopicas
intestinales sugerentes a PVC-2 y en el 88.51% (1464 casos), la mortalidad se
asocid a diversas patologfas. (Figura 12).

En el afio 2002 se observd la mayor cantidad de casos sugerentes a PVC-2 con
22.63% (43 casos) y en el afio 1999 se presentd el menor nimero de casos
7.37% (14 @sos). (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
espedifiados. (Figura 14).

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

presentd un mayor nimero en animales de 1 dia a 2 meses de edad con
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56.32% (107 casos). Los grupos de 9 a 10, de 11 a 12 meses y no

espedificados solo presentan 2 casos cada uno (1.05%). (Figura 15).

Por otro lado, en lo que corresponde a la estacion del afio, en otofio se
presenté el mayor nimero de casos con 28.95% (55 casos) y en verano el
menor nimero 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), Chihuahuefio y Basset Hound con 8.42% cada uno (16 casos
¢/u), Schnauzer miniatura con 6.32% (12 casos), Pastor Alemdn con 5.26% (10
casos), Cobrador de Labrador con 4.74% (9 casos), Criollo con 3.68% (7
casos), Cocker Spaniel y Schnauzer estandar con 3.16% c/u (6 casos ¢/u),
mientras que otras razas se presentaron con menos del 2.63% cada una (5

€asos 0 menos ¢/u). (Apéndice 3)
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DISCUSION

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 dias). Al lHegar a estas (ltimas, las células epiteliales adquieren su
capacidad de absorcién y ayudan en la asimilacion de nutrientes. El PVC-2
infecta el epitelio germinal de las criptas intestinales y origina la destruccion y
colapso del epitelio. Como resultado, se acortan las vellosidades y se deteriora
el recambio normal de células. *>%°

Las lesiones histopatolégicas en intestinos de perros positivos a PVC-2 por
inmunohistoquimica que se presentaron con mayor frecuencia en la mucosa
fueron necrosis de criptas, presencia de células de regeneracion, infiltrado
inflamatorio mononuclear, atrofia y fusién de vellosidades, estas lesiones
concuerdan con otros autores, los cuales refieren que dichas lesiones se
presentan tanto en infecciones naturales en cachorros que presentaron diarrea
hemomndgica, como en infecdones experimentales donde se utilizaron
cachorros Beagle de 9 semanas de edad infectados por via oral e intravenosa
por PVC-2, ¥ 4 %

Cooper et a/, han informado la presencia de exudado purulento en el lumen
intestinal. En este trabajo Unicamente se encontraron 2 casos con presencia de

escasos neutrofilos, que fueron asociados a infecciones bacterianas secundarias

que causan complicaciones adicionales relacionadas con el dafio intestinal. '
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A pesar de que existen varios informes de la presencia de cuerpos de inclusién

intranucleares anfofilicos en células descamadas de las criptas intestinales; en
el presente estudio no se observaron en ningiin caso.” 3

Se observé que la atrofia linfoide es la lesion que predomina en la submucosa,
lo cual concuerda a lo descrito por Meunier.* Las lesiones en la capa muscular
y serosa suelen ser minimas e induso pocas veces se han llegado a informar,
sin embargo pueden destacar la congestion, edema y para el caso de la serosa
presencia de fibrina, esto se debe a los cambios vasculares que se presentan
durante la enfermedad.*

De acuerdo a los resuttados del estudio inmunohistoquimico, el 76.67% de los
casos fueron positivos a esta técnica, este porcentaje es menor a los estudios
realizados por Ku et a/. y Svara et al. °>* En 1994, Ku et /. realizaron en el
Departamento de Patologia de la Universidad Nacional de Sedl, un estudio
retrospectivo del archivo de diagnéstico en donde se induyeron 97 casos de
cachorros oon diagnostico histopatoldgico sugerente a PVC-2, se les realizo la
técnica de inmunohistoquimica aplicando el método estreptoavidina-biotina-
peroxidasa, utilizando un anticuerpo monodonal de origen murino; el 94% de
los casos fueron positivos a esta técnica.™ En estudios més recientes, Svara et
al, aplicaron a 20 perros con diagnéstioo clinico e histopatoldgico de parvovirus
anino tipo 2 la técnica de inmunohistoquimica a secciones de intestino y otros
6rganos utilizando el complejo estreptoavidina-biotina-peroxidasa con un
anticuerpo policlonal; la positividad se detectd en el 95% de los @sos en

intestino delgado y en el 88.24% en varios 6rganos como higado, rifién, bazo,
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timo, linfonodos y pulmén, no se encontrd en corazon.”? Las estructuras

histolgicas en donde se encontrd la mayor cantidad de antigeno PVC-2 fueron;
células epiteliales y necréticas de criptas intestinales, placas linfoides y células
inflamatorias mononucleares en lamina propia, tanto en nldeo como
citoplasma, en donde las células mononucleares y necréticas presentaron el
mayor porcentaje de positividad.>> En este estudio las células necréticas y
células inflamatorias mononucleares presentan mayor nimero de casos
positivos, lo cual concuerda con Svara et af, mientras que en las células
epiteliales fue minima, no existen informes sobre la positividad que se presenta
en las células de regeneracion.

En el presente estudio, se pudo observar que la localizacén del antigeno
coindide con las lesiones histopatoldgicas, la positividad intensa se localiza en
tejidos con lesiones histopatolgicas minimas y la mas débil en tejidos con
mayor grado de lesidn, esto coincide con los estudios realizados por otros
autores en donde se emplearon achorros de entre 8 y 14 semanas de edad los
cuales fueron inoculados por via oral con PVC-2 de origen fecal.?®

En 1985, Caman et a/ loalizaron al antigeno utilizando un anticuerpo
monoclonal con el método peroxidasa-antiperoxidasa en distintos érganos como
timo, bazo, tonsilas, linfonodos, siendo mds evidente en placas de Peyer y
criptas intestinales adyacentes a las placas linfoides, asi como cuerpos de
inclusién intranucleares en intestino grueso.”® %

En el estudio estadistico las células de regeneracion demostraron ser un

indicador de la presencia del PYC-2. Autores como Miura et 3/, mencionan que



37
la presencia de estas células son caracteristicas en la infeccién por PVC-2, al

igual que la necrosis de criptas intestinales y la presencia de cuerpos de
inclusién,™ estas ditimas dos lesiones no fueron significativas en este estudio,
sin embargo, las lesiones inespecificas para asodar este virus son: hiperplasia
de criptas, hiperplasia de células caliciformes, infiltrado inflamatorio supurativo,
hemorragia, edema y oolonias bacterianas, considerando que estas lesiones se
pueden presentar en otras patologias digestivas.?! Actualmente, no hay ningtn
estudio con un andlisis estadistico de las lesiones histoldgicas asociadas a PVC-2
por lo que el presente trabajo es el primero en su tipo.

Los casos negativos a PVC-2 por IHQ y con lesiones histopatoldgicas
compatibles, pudiera sugerir la participacién de otros agentes etiolégicos que
causan lesiones simifares como pueden ser los coronavirus.* En estudios
realizados por Turk et a/ se demostrd que tanto el rotavirus como el
coronavirus canino en asodacién con Clostridium 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,®

De acuerdo a las razas que presentan mayor predisposicén a la enfermedad se
ohserva que la raza Poodle es la mas afectada a pesar que difiere con otros
estudios, esto puede deberse a la popularidad de la raza en México. Més del
50% de los perros afectados fueron hembras y la época con mayor
presentacion fue el invierno, lo cual difiere con otros autores en donde la

enfermedad se presentd principaimente en otofio y primavera, 5% 63 &
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En el presente estudio las razas mas afectadas con lesiones sugerentes a PVC-2

fueron el Rottweiler, Poodle y Chihuahuefio. En estudios realizados en Estados
Unidos donde se confirmé el diagnéstico de PVC-2 por hemoaglutinacion y/o
ELISA algunos autores sefialan que, la raza Rottweiler es la mds afectada al
igual que el Doberman Pinscher.?” 6% 6% %5 En México, en e penodo 1998-2003
no se informd ningiin caso de enteritis hemorrdgica sugerente a PVC-2 en el
Doberman Pinsher, probablemente se debe a que esta raza es mas popular en
Estados Unidos que en México, sin embargo, en un estudio retrospectivo
realizado en el Departamento de Patologia de la FMVZ-UNAM en el periodo de
1987-1997, de casos sugerentes a PVC-2 el Rottweiler resultd ser nuevamente
la raza més afectada y el Doberman Pinscher ocupd el séptimo lugar.” La edad
de los cachorros afectados resultd ser en perros de 2 a 6 meses de edad lo cual
concuerda con otros autores, 2 ¢ &

Sin una adecuada inmunizadén, muchos cachorros son afectados
inmediatamente después de que los anticuerpos matemos disminuyen
generalmente entre las 6 y 18 semanas de edad, El 90% de los anticuerpos que
reciben los neonatos provienen de la madre y estos son captados dentro de las
primeras 72 horas de vida, aunque los cachorros sean vacunados, los
anticuerpos matemos pueden interferir con el virus vacunal dejando una

ventana de susceptibilidad que puede durar varias semanas.®?
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CONCLUSIONES

1. Fue posible demostrar la presencia de PVC-2 por la técnica de
inmunohistoquimica en la mayoria de los @sos sospechosos
diagnosticados por histopatologia, sin embargo, el porcentaje fue menor
a lo referido en la literatura. Se recomienda el empleo de ia técnica de
IHQ para realizar estudios epidemioldgicos en el futuro.

2. Las lesiones que se asociaron sensiblemente a PVC-2 fueron la presencia
de células de regeneracién y necrosis de criptas intestinales debido a la
evidencia del antigeno por IHQ.

3. las razas mds afectadas en el estudio inmunohistoquimico fueron el
Poodle y Schnauzer miniatura, hembras menores de 6 meses de edad
que presentaron la enfermedad principalmente en inviemo.

4. Es evidente la importancia de las diarreas en cachorros ya que el 11%
de los casos remitidos a necropsias presentan lesiones sugerentes a

PVC-2 en los Gltimos cinco afios.
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Fgura 2. Testigo negativo: intestino delgado con Figura 3. Testigo negativo: intestinc delgado sin
lesiones sugerentes a PVC-2, sin utilizar anhcmrpo lesiones sugerentes a PVC-2, utilizando anticuerpo
primario. Técnka de inmunohistoquimica avidina- primario. Técnica de inmunohistoguimica (ABP).

biotina-peroxidasa (ABP). Barra 35 um. Barra 35 pm.
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Agura 6. Intestino deigado con lesién de PVC-
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Fgura 7. Intestino deigado con lesidn de PVC-2
inmunopcsitividad  en  células

que muestra
epitefiales de aiptas intestinales. Técnica de

inmunohistoquimica (ABP) Barra 35 pm.

inmunopositividad en células

Figura 9. Intestino delgado con lesion de PVC-2
epiteliales necréticas de criptas intestinales.
Técnica de inmunchistoquimica (ABP). Barra 35

que muestra
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Figura 11. Casos de necropsias remitidos en el Departamento de Patologia.
(1998-2003). FMVZ-UNAM.
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Figura 12. Casos sugerentes a PVC-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 afto (1998-2003).
Departamento de Patologia. FMVZ-UNAM.
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Figura 14. Casos sugerentes a PVC-2 de acuerdo al género (1998-2003).
Departamento de Patologia. 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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Figura 18. Casos sugerentes a PVC-2 de acuerdo a la estacion del afio (1998-
2003). Departamento de Patologia. FMVZ-UNAM.
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Cuadro 1. Efectos causados por parvovirus en animales, 2 2

VIRUS EFECTOS

Enfermedad neonatal generalizada,

Panleucopenia felina hipoplasia cerebelar, panleucopenia,
enteritss.
Parvovirus canino 1 Diarrea leve.

Enfermedad neonatal generalizada,
Parvovirus canino 2 (subtipos 2a y 2b) enteritis, miocarditis, linfopenia,
leucoencefalomalacia y enceralitis.

. . Abortos, muerte fetal, momificacion,
Parvovirus porcino infertiidad.

Virus de la enteritis del mink Panleucopenia, enteritis.

Virus de la enfermedad aleutiana del Enfermedad cronica de complejos

mink inmunes, encefalopatia.

Virus diminuto de los ratones Malformaciones fetales.
Virus de la rata ~ Malformaciones fetales.

Virus H-1 de las ratas Malformaciones fetales.
Parvovirus del ganso Hepatitis, miocarditis.

Parvovirus del pato Hepatitis, miocarditis.
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Cuadro 2. Razas, género y edad de 23 perros inmunopositivos a PVC-2
diagnosticados por inmunohistoquimica. Departamento de Patologia,

FMVZ-UNAM.

No. DE CASO RAZA EDAD GENERO
N02-05 Akita 2 meses Macho
N02-06 Délmata 2.5 meses Macho
N02-12 Schnauzer Miniatura 6 semanas Hembra
NO02-13 Poodle 13 semanas Macho
N02-35 Dachshund 2 meses Hembra
N02-50 Pastor Aleman 30 dias Hembra
N02-63 Poodle 2.5 meses Hembra
NO02-81 Sharpei 2 meses Hembra
N02-82 Schnauzer Miniatura 4 meses Macho

N02-182 Labrador 7 semanas Hembra
N02-280 Schnauzer Miniatura 2 meses Hembra
N02-361 Beagle 2 meses Macho
N03-40 Pastor Alemdn 1.5 meses Hembra
N03-110 Criollo 3 meses Hembra
N03-440 Yorkshire Terrier 2 meses Hembra
N03-468 Rottweller 1.5 meses Hembra
N03-499 Chihuahuefio 3 meses Macho
NO4-115 Poodle 4 meses Hembra
N04-140 Schnauzer Miniatura 8 semanas Macho
N04-334 Yorkshire Terrier 4 meses Hembra
NO4-341 Poodie 9 Semanas Hembra
NO4-391 Criollo 3 meses Hembra
N04-473 Boxer 3 meses Macho




58
Cuadro 3. Frecuencia de lesiones histopatolégicas en intestinos de
perros inmunopositivos a PVC-2.

LESION ::sgfs—| LIGERO % MODERADO % GRAVE %
MUCOSA

Atrofia de vellosidades 22 4 18.18 13 59.09 5 22.73
Fusidn de vellosidades 22 2 9.09 14 63.64 6 27.27
Necrosks de criptas 22 5 2.73 10 45.45 7 31.82
Infifrado inflamatorio

no supurativo 22 14 63.64 5 22.73 3 13.64
Cdlulas procidsticas 17 10 58.82 6 35.29 1 5.88
Necrosis superficial 16 6 37.50 5 3125 5 31.25
Congestion 13 10 76.92 3 23.08 0 0.00
Reparacion 11 6 54.55 3 27.27 2 18.18
Dilatacion de criptas 7 4 57.14 3 42.86 0 0.00
Fdama 6 4 66.67 2 33.33 0 0.00
Colonias bacterianas 4 2 50.00 2 50.00 0 0.00
Hiperplasia de criptas 4 3 75.00 0 0.00 1 25.00
Hiperplasia de céivlas

caficiformes 3 0 0.00 1 33.33 2 66.67
Hemorragias 3 2 66.67 1 33.33 0 0.00
Infirado inflamatorio

mixto 2 1 50.00 1 50.00 0 0.00
Infikrado inflamatorio

supurativo 2 2 100.00 0 0.00 0 0.00
Cuerpos de inclusion 0 0 0.00 0 0.00 0 0.00

SUBMUCOSA

Fdema - 19 10 52.63 8 42.11 1 5.26
Congestion 16 9 56.25 7 43.75 0 0.00
Infitrado Inflamatorio

no sypurativo 9 7 36.84 1 5.26 1 5.26
Atrofia Linfoide 9 4 21.05 3 15.79 2 10.53
Hemorragias 7 4 57.14 3 42.86 0 0.00
Tejido de reparadién 2 1 50.00 1 50.00 0 0.00

MUSCULAR
Edema 19 11 57.89 8 42.11 0 0.00
Congestion 7 6 85.71 1 14.29 0 0.00
Infiltrado Inflamatorio 4 3 75.00 0 0.00 1 25.00
Hemorragias 3 1 33.33 2 66.67 0 0.00
SEROSA

Edema 13 9 69.23 3 23.08 1 7.69
Infiftrado inflamatorio 7 7 100.00 0 0.00 0 0.00
Congestién 6 5 83.33 1 16.67 0 0.00
Frina 5 3 60.00 1 20.00 1 20.00
Hemorragias 2 2 100.00 0 0.00 0 0.00
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Cuadro 4. Frecuencia y grado de inmunopositividad a PVC-2
empleando la técnica de inmunohistoquimica en intestino delgado.

TIPO DE C;LU;A ] CASOS POSITIVOS PORCENTAJE
Células Epiteliales 17 73.91
Grado 1 6 35.29
Grado 2 8 47.06
Grado 3 3 17.65
Células Necroticas 21 91.30
Grado 1 6 28.57
Grado 2 12 57.14
Grado 3 3 14.29
Células Proclisticas 18 78.26
Grado 1 7 38.89
Grado 2 8 44.44
Grado 3 3 16.67
Células Inflamatorias
Mononucleares 20 86.96
Grado 1 11 55
Grado 2 9 45
Grado 3 0 0
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Apéndice 1. Clasificacion de la inmunopositividad observada en la
técnica de inmunohistoquimica.

GRADO POSITIVIDAD COLOR
1 Ligera Ocre daro
2 Moderada Ocre

3 Intensa Ocre oscuro
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Apéndice 2. Medias y desviaciones estandar de lesiones intestinales
de acuerdo al grado* sugerentes a PVC-2 e inmunohistoquimica en 30

perros.
LESION MEDIA | DESVIACION ESTANDAR
MUCOSA
Atrofia de vellosidades 1.96 0.72
Fusidn de vellosidades 1.94 0.73
Necrosis Superficial 1.34 1.21
Dllatacion de criptas 0.38 0.61
Necrosis de criptas 1.86 0.9
Hiperplasia de criptas 0.17 0.5
Células procidsticas 0.91 0.73
Cuerpos ade inclusion 0 0

Hiperplasia de células caliciformes 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
Congestion 0.51 0.63
Hemorragia 0.12 0.41

Edema 0.39 0.68

Colonfas bacteriana 0.32 0.69
Reparacion 0.69 0.88

SUBMUCOSA

Congestion 0.84 0.71

Edema 1.2 0.67

Hemorragia 0.41 0.58

Tejido de reparacidn 0.14 0.45
Infiltrado inflamatorio mononucikear 0.57 0.8

Atrofia linfoide 0.72 1
MUSCULAR

Fdema 0.96 0.73

Congestion 0.35 0.52
Hemorragia 0.16 0.48

Infiftrado inflamatorio no supurativo 0.26 0.61

' SERGSA

Edema 0.62 0.8

Congestion 0.26 0.5
Hemormragia 0.07 0.21

Fibrina 0.24 0.59

Infiltrado [nflamatorio no supurativo 0.24 0.38

INMUNOHISTOQUIMICA

Células epiteliales 1 1.04
Células necrdticas 1.2 0.95
Células proddsticas 1.02 0.99
Infiltrado inflamatorio mononuckear 0.98 0.79

*Gradolz Ligero
Grado 2: Moderado
Grado 3: Grave
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Apéndice 3. Razas de perros con diagndstico sugerente a PVC-2 en el periodo 1998-
2003. Departamento de Patologia, FMVZ-UNAM.

RAZA No. CASOS PORCENTAJE
Rottweiler 23 12.11%
Poodle 17 8.95%
Chihuahuerio 16 8.42%
Basset Hound 16 8.42%
Schnauzer Miniatura 12 6.32%
Pastor Alemdn 10 5.26%
Labrador 9 4.74%
Criolto 7 3.68%
Cocker Spaniel 6 3.16%
Schnauzer Estandar 6 3.16%
Dachshund 5 2.63%
Beagle S 2.63%
Cobrador Dorado 5 2.63%
Sharpei 4 2.11%
Boxer 4 2.11%
Mastin Inglés 3 1.58%
Pastor de Shetland 3 1.58%
Ddlmata 3 1.58%
Xolozcuintie 3 1.58%
Bulidog 2 1.05%
Schnauzer Gigante 2 1.05%
San Bernardo 2 1.05%
Akita 2 1.05%
Pastor Belga 2 1.05%
Pug 2 1.05%
Pomerania 2 1.05%
Samoyedo 1 0.53%
Mastin Napolitaro 1 0.53%
Chow chow 1 0.53%
Maltes 1 0.53%
Springer Spanie/ 1 0.53%
Afgano 1 0.53%
Fox Termier ¢ 1 0.53%
Gran Dands 1 0.53%
Pastor Holandés 1 0.53%
Bull Terrier 1 0.53%
Bull Terrier Inglés 1 0.53%
Bichdn Frise 1 0.53%
Buiidog Francés 1 0.53%
Flila Brasifeiro 1 0.53%
Dogo de Burdeos 1 0.53%
Brittany Spanief 1 0.53%
Welksh Corgy Pembroke 1 0.53%
Rhodesian Ridgeback 1 0.53%
Yorkshire Termer 1 0.53%
TOTAL 190 100%
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