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RESUMEN



Con el objeto de conocer cual produce una mayor y mas rapida
respuesta inmune, se hizo un amalisis comparativo de dos
vacunas usadas para prevenir la parvovirosis canina, las
vacunas utilizadas fuerdn la de virus vivo modificado de
panleucopenia felina y la de virus vivo modificado de
parvovirus canino.

De una colonia de perros mestizos de propiedad particular de
1a Unidad Morelos primera seccidén de Coacalco de Berriozabal
del estado de liéxico, se eligierdn 12 cachorros de un prome-
dio de edad de 3 a 6 meses y de 4 a 10 kilogramos de peso.
De éstos se formardn tres grupos de 4 cachorros cada. uno,
constituyendo el grupo A, By testigo; Los animales fuerdn
bafiados, desparasitados e instalados en jaulas comunales por
grupo, se les proporciono alimentacidn comercial y 10 dias
despues fuerdn sangrados con cl»proposito de determinar la
presencia de anticuerpos en el suero contra el parvovirus
canino por medio de la prueba de la inhibicidén de 1la hema -
glutinacidn,

Comprobando que no hay anticuerposj los animales del grupo A
fuerdn vacunados con dos dosis y teniendo 14 dias de inter -
valo con la vacuna designada con el numero 1 ( virus vivo ’
modificado de panleucopenia felina ).

El grupo B fue vacunado con dos dosi$ y teniendo 14 dfas de
intervalo con la vacuna designada,éon’el numero 2 ( virus

vivo modificado de parvovirus canino ).
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Bl grupo testigo permanecio sin vacunar para detéctar cual -
quier exposicidn accidental al virus, lo que pudiera alte -
rar la prueba.

Los tres grupos fuerdn sangrados los dfas 1, 7, 14, 21y 28 -
de iniciada la prueba para determinar los anticuerpos circu-
lantes en el suero, Estas pruebas fuerdn realizadas en el
laboratorio de Virologia de posgrado de la Facultad de Bstu-
dios Superiores Cuautitldn. U.N.A.M.

La vacunz de virus vivo modificado de parvovirus canino
produjo una ribidé respuesta inmune, cuyos titulos perma -
necen elevados desde 1 séptimo dfa de iniciada la vacuna ~-
cidén y que continga incremenfindbse en compgiacién con los
producidos con la Qacuna de prigen’felino.

El promedio de anticuerpos formados por la vacuna de origen
felino fue de 1:56, en comparacidn con los producidos eon,la
vacuna de origen canino que alcanzardn un nivel de 1:20 480
a los 28 dias de efectuada la vacunacién inicial, La reacci~-
én de_esta vacuna fue 365 veces mds alta que la logradﬁ con
la vacuna de origen felino, .
Es importante sefialar que en ausencia de la vacuna viva modi
ficada de origen canino, al hacer uso de la vaéuna de ori -
gen felino se debe de evitay el contacto de los perros con -
el virus, ya que esta vacuna empieza a dqsarrollarﬁﬁiv§1t¢e v
’ anticuerpos protedtbres aproximadamente entre 14 y 17 dias

dé iniciada la vacunacidn.



El hecho podria explicarse por la baja capacidad de multi -
plicacidh de la particula viral en una especie para la cual
no es altamente especifica, y por lo tanto la concentracidn
de antigeno no se considera altamente estimulatoria.
Finalmente la vacuna de origen canino al producir una res -
puesta mucho mds alta; al comprobar que no se inhibe en pre.
sencia de anticuerpos maternales y que su uso se recomienda
en perras preifiadas, se considera uno de los biologicos

ideales para prevenir la enfermedad.



I. INTRODUCCION
I.1 ANTECEDENTES CIENTIFICOS




Los parvovirus asociados con enteritis hemorrdgica y mio -
carditis en perros han sido aislados en varios laboratorios

-en el mundo, .

En el afio de 1970 Binn, Lazar, Bddy y Kajima aislaron un

virus de perros clinicamente normales y al que llamaron

"Virus Mindsculo de Canideos" ( 1, 2, 3, 5, 7, 13, 17, 19, 37,
44, 49, 54 ),

En 1976 Siegl en un estudio seroldgico estimé que el virus
estaba ampliamente difundido en los Estados Unidos éin reco --
nocerle accidn patdgena ¢ 49 ).

En 1976 Bugster y Nairn obsetvarén el virus en heces dia -
rréicas en perros que se habian recuperado siy 10 dfas’posteA-
riores 2 leos primeios signos. ‘

En 1978 violentas infecciones fuerdn repoftadas:en:el:estado de
Texas y de varios estados de los Estados Unidos de Norteanmé -
rica. En ese mismo afio la cnfermedad fue reconccida en Canadd,
Australia, Bélgica e Irlanda.

Bn 1979 también fué reconodida en Alemania y miltiples brotes-
se han desarrollado en varias partes del mundo 5,'15, 17, 20,
25, 37, 49, 52 ). ’

En ese mismo afio Appel, Carmichael y Scott hacen estudios de -
inmunizacidn utilizando la vacuﬂa inactivada y la viva nodifi =
cadi de panleucopenia felina, asi como la inactivada de
parvovirus canino para prevenir la enfetmedad; En este estudio-

se encuentran resultados satisfactorios con las vacunas de



origen felino siendo recomendadas.

El uso de estas vacunas es debido a la cerrada relacidn antigen
ica encontrada entre el virus de panleucopenia felina y el ’
virus de parvovirus canino que produce una inmunidad cruzada (5):
Los brotes en México se observaron por primera vez en el Distri-
to Pederal y en diferentes ciudades de provincia a partir del

mes de junio de 1980 ( 44, 49 ).

B@ 1980 Pollock reporta la vacuna de virus inactivado de pan -
léhcopFnia felina como la primera guea obtenido la licencia para
ser usada en perros para prevenir el‘parvovirus canino en los
Estados Unidos. Dicha vacuna es eficaz en perros de todas las
edades y en perras prefiadas ( 45 ),

En ese mismo afio Carmichael, Joubert y Pollock encuentran la ate
nuacidén de la vacuna de virus vivo modificado de parvovirus
canino despues del pasaje numero 80. Siendo esta recomendada para
su uso en perras en gestacidn y cachorros, ya que desarrolla anti
cuerpos p:otectoreé a los cuatro dias despues de la primera ino -
culacidn ( 9 ).

En 1981 Ruth y Emery determinan la eficacia' y la aceptabilidad de
la vacuna d¢ virus vivo modificado de parvovirus canino combinada
con ia vacuna de Distemper-ngatitiséParainluenza.‘nn el 100% de
los perros vacunados se desarrollaron niveles de anticuerpos
protectores contra estas enfermedades ( 48 ).

En 1982 Edwards, Fulker, Acree y Bandy comprﬁeban 1a efectividad

y proteccién inmediata contra el narvovirus canino con la vacuna -



d¢ -irus vivo modificado de parvovirus canino. Siendo esta efec
etiva en cachorros con anticuerpos de origen materno ( 14, 21 ).
En 1983 Black hace un estudio de comparacidn seroldgica con
vacunas contra el narvovirus que estan comercialmente registra -~
das. En este estudio encuentra que la vacuna de virus vivo modi -
ficado de parvovirus canino ticne una reaccibn 65 veces mayor que
la vacuna inactivada de parvovirus canino y 660 veces mas alta
que la lograda por las vacunas inactivada y viva modificada de

panleucopenia felina ( 6 ),



" o2 PLARTEAMIENTO DEL PROBLEMA, JUSTIFICACION Y FINALIDAD
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Desde 1978, afio en que hubo un brote mundial de enteritis y ~
miocarditis por parvovirus canino, no hay otra enfermedad cani
na que haya recibido tanta importancia. La enfermedad ha causa
do gran pérdida econdmica a los criadores de perros y continda
causfndola, aun con la disponibilidad de vacunas para preve -
nirla, |

Siendo esta perdida econdmica, importante, ya que Se conside=-
ra una industria porque proporciona fuentes de empleo. A mivel
de Estado las diferentes asociaciones caninas y antirrdticus,
A nivel c¢fucacional a nedicos veterinarios y pasantes.A las
diferentes industrias coro la del cuero, alimenticia y del ace-
ro con la fabricacion de elementos relicionados con la explo-
tacién canina, como lo son: Collares, pecheras, alimentos,
jaulas, comederos, bebederos, material quirdrgico etc.

Esta enfermedad tambien tiene importancia social, ya que las
diferentgs actividades zootecnicas que ha venido desarrollando
el perro, como son: de trabajo, caceria, compaiiia, salvamento,
guarda y proteccidn, se han visto afectadas debido a la alta -
mortalidad que presenta,

las infecciones por parvovirus canino son mfs severas y mortales
en los cachorros. Y como en otras infecciones de origen viral,

se presenta el problema de la vacunacidn de animales jévenes.
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La finalidad de este trabajo es conocer cudl de las dos vacunas

produce una mayor y mds rapida respuesta inmune para ser reco-

mendadas para su uso. K



i

1.3 HIPUTESIS
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La alta capacidad de la respuesta inmune siempre se ha carac-~
rerizado por propiciar una proteccidn en forma humoral o ce-
lular en forma altamente especifica; este es que los antigenos
proporcionados 2 un sistema inﬁhnocompetente casi siempre da-
rdn como resultado una respuesta a la estimulacidn por ese
antigeno.

En el caso de inmundgenos que comparten ciertos grupos antigé-
nicos determinantes, la respuesta puede presentarse en una for-
ma‘heteréfila, sin que este signifique que los determinantes
antigénicos sean exactamente iguales o idénticos.

Hay que recordar que la esftuctura terciaria de estos deter-
minantes pudiera ser parecida, sin que la eStructura primaria
o secundaria sea similar. _

Debido a esto, en ocasiones la respuesta inmune puede reaccio=-
nar con ciertos "mosaicos antigénicos" parecidos, pero en unma
forma no total o completa.

Uno de los puntos a considerar en la hipdtesis de este trabajo
es que los antigenos virales de ambos inmundgenos son pareci-
dos pero no idénticos, y por lo tanto existe reaccidn cruzada,
que desde luego serd m&s especifica para ellantfgéno para la
cual fué creada.

Lo que se espera en este trabajo y otros similares, es deter-
minar el grado de comparacidén o similitud de la respuesta
inmune de acuerdo a antigenos diferentes inoculados por la

misma via, bajo condiciones similares, para poder integrar -
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un andlisis de resultados que en 1a mayoria de los casos es =
esperado debido a los comentarios anteriormente citados,

Sin embargo hay que recordar que no todo tipo de respuesta
puede ser positivo en el mismo grado o nivel, ya que diferen-
tes circunstancias podrian desequilibrar o inclusive anular
una respuesta definida.

La proyeccidn de una respuesta inmune estd condicionada prin-
cipalmente a las caracteristicas del inmundgeno y a la capaci

Py

dad del organismo que responde, pero son muchas las limitacio

nes individuales y por lo tanto las variaciones irdn en el

mismo grado o nivel, :



" 1.4 OBJETIVO
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Comparar la respuesta humoral en cachorros‘vacunados con

virus vivo modificado de parvovirus canino, con la respuesta
humoral en cachorros vacunados con virus vivo modificado de
panleucopenia felinaj utilizando pruebas in-vitro con ambos
ant{genos. Con el objeto de conocer cual de las dos produce
una mayor y m;s rdpida respuesta inmune para ser recomendada

para su uso,



I.5 BREVES NOTAS SOBRE LA GASTROENTERITIS HEMORRAGICA VIRAL
CANINA '
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VEFINICION: La gastroenteritis hemorrdgica viral canina es ==
una enfermedad altamente contagiosa caracterizada principal--
mente por vémito, diarrea sanguinolenta y de mal olor, deshi-
dratacidn, miocarditis y muerte. Afecta a los caninos domésti
cos de todas las edades, teniendo predileccidn por los cacho-
rros menores de seis meses.

La morbilidad alcanza un 100% y la mortalidad de un 80 a un -

90%, sobre todo en animales muy jévenes o muy viejos (44),

CARACTERISTICAS DE LA FAMILIA PARVOVIRIDAE: Esta familia con-
siste en dos géneros: el género pExwovirus y género virus ~--

Adeno-Asociados,

1.~ MORFOLOGIA,

Son los virus mds peruefios. Particulas desnudas isométricas -
de 18 a 26 nandmetros de didmetro con simetria icosahédrica -
y probablemente 32 capsdmeros de 3-4 nanometros ae didmetro.
Las médulas miden de 14 a 17 nandmetros. Posee una cdpside ci
bica que encierra un genoma viral compuesto por una banda sim

ple de DNA (2, 18, 23, 28, 32, 36, 38).

2.~ PROPIEDADES DE LA PARTICULA VIRAL,

ACIDO NUCLEICO: DNA de cadena sencilla de peso molecular de -
1.5 a 2.2 millones de daltons., Contenido de gudnina 41% mds
citosina 53%, En algunos géneros las cadenas sencillas de vi-
riones son complementarias y después de la extriaccidn se reu-

nen para formar una doble cadena.
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PROTEINAS : Generalmente pueden demostrar tres polipéptidos -
en viriones madyros de los géneros parvovirus y adeno~asocia
dos gue probablemente son todos derivados de una secucncia -
comin.

LTIPIDOS: Ninguno.

CARBOHIDRATOS : Ninguno,

‘3.- PROIIEDADES FISICO-QUIMICAS. »

PESO MOLECULAR: De 5.5 a 6.2‘millones de daltons, 110-122 S.

Los viriones maduros forman una banda a una densidad de 1,39

a 1.42 g/cm’ en CsCl. Partf{culas con densidades mayores que

1.42 g/bm3 son probablemente particulas pr;cursoras»"densas".
La particula e§ estable a pH de 3 a 9, a 56 grados centigra-
dos por lo menos durante 60 minutos, asi como en presencia -

de disolventes de lipidos. Son inactivadas por la formalina,
cloro, betapropiolactona, nidroxilamina, agentes oxidantes y

radiaciones ultravioleta (18, 23, 28, 32, 38).

4 .~ PROPIEDADES ANTIGENICAS,

" Los polipéptidos del viridn son inmunoldgicamente distingui-
bles estin sin embargo, antigénicamente‘ relacionados, En ge
neral, los sueros contra los polipéptidos no causan neutrali

- zacidn ni reacciones contra los viriones intactos por medio-
de la inhibicién de la hemhglutinacién, €3 jatddnnde complemen

to o inmuno-electroforesis,
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El parvovirus canino tiene muchas curacteristicas en comin --
con el virus de la panleucopenia felina, Una cerrada relacidn
antigénica puede ser eevelada por seroneutralizacidn, inhibi-
cidn de la hemaglutinacidén y por inmunofluorescencia., Hemagluy
tina globulos rojos de cerdo y mono Rhesus a 4 y 25 grados --
centigrados,

Debido a la relacidn antigénica entre los dos virus se ha uti
lizado la vacuna de panleucopenia felina para la prevencidn, =
de la enfermedad (1, 2, 11, 31, 36).

Los parvovirusaislados de muestras fecales y de tejidos de pe
rros con enteritis, todos son de singular morfologia, aproxi-
madamente de 20 nandmetros en tincidn negativa para su obser-
vacidn en el microscopio electrdnico.

Los virus aislhdos pueden ser similares al virus mindsculo -
de canideos (MVC) descrito por Binn, aunjue la estructura an-
tigénica, rango de cultivo celular y el esrectro hemoagluti-~
nante difiere mdrcadamente de las propiedades reportadas para

el MVC (2),

Todos los virus adeno-asociados comparten un antigeno comin,-
que p;uede demostrarse por medio de la prueba de anticuerés -

fluorescentes (28).

5.~ REPLICACICN.

la replicacidn del parvovirus ocusire en el nicleo celular, --
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donde se acumula tanto estructuras capsidales vacfas como vi
rus infeccioso de progenie. Los parvovirus requieren para su
replicacidn que se genere una o mds funciones celulares du -
rante la divisidn celular (1, 28, 32). Esta caracteristica -
e¢s debida a los requerimi.ntos del virus de DNA para su cre-
cimiento y que es desarrollado por las células en su fase de
mitosis (11). Tejidos de rdpida proliferacidén como los de la
mucesa intestinal, tejido linfoide, tejido cardiaco o teji-
dos fetales son atacadoS. Por esta rpzdn el virus tiene una
aparente seleccidn en las miofibrillas del tejido cardfado -
en cachorros de 4 a 6 semanas de edad.(27).

En su crecimiento los virus producen un ef;cto citopdtico en
células de rifidn de perro, asi como en células que no son de
origen canino, En el laboratorio su crecimiente generalmente
no se acompaiia de este efecto, pues aproximadamente el 70% -
~de los cultivos presentan este efecto (36, 41).

Células derivadas de tejido de éato y mustélido han stidé en-

contradas apropiadas para su crecimiento (2).

Los virus adeno-asociados requieren de las funciones del vi-
rus asociado ya sea un herpesvirus o un adenovirus para que

‘ocurra su multiplicacién. Los mientros.del género parvovirus
‘no necesitan la asistencia de otro virus (1, 18, 23, 27, 28,

31, 37).
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FAMILIA PARVOVIRIDAL, GENERO PARVOVIRUS.

ESPECIE ANIMAL  NOMBRE COMUN DEL VIRUS  ENFLRMEDAD QUE

PRODUCE
Ra tén Virus min@isculo del Enfermedad natural
ratén no conocida.
Rata Virus Kilham de ra- Enfermedad natural
ta no conocida.
Virus X14 de ratas. Enfermedad natural

no conocida.

Virus 1LU3 de roedo- Enfermedad natural
res A no conocida,
Virus RV. Enfermedad natural

no conocida.
Virus H3 Enfermedad natural

no conocida,

Virus de la encefalo Encefalopatia hemg
patia hemorrdgica de rrigica,
la rata.
Conejo . Parvovirus del cone- Enfermedad natural
jo. . no conocida,
Himster Virus osteolitico - Osteolisis,

del hdmster.
Gato ~ Virus de la panleu - Leucopenia, ente -
copenia felina ritis e hipoplasia

cerebelar.



ESPECIE ANIMAL

NOMBRE COMUN DEL VIRUS

ENFERMEDAD 7UE

PRODUCE
Visdn Virus de la enteritis Enteritis.
del visdn
Virus del visén aleu- Enfermedad progre -
tiano. giva fatal.
Cerdo Parvovirus porcino Muerte fetal, abor-
to e infertilidad,
Perro Parvovirus canino. Leucopenia, enteri-
tis y miocarditis.
Virus minusculo de - Enfermedad natural
caninos. | no conocida,
Bovino Parvovirus bovino. Muerte fetai, ente-
ritis y miocarditis
Ave Parvovirus aviar, Enfermedad natural
no conocida,
Ganso Parvovirus del ganso Enteritis.
Hombre Parvovirus humano. Gastroenteritis.

* Tomado de: ( 1, 2, 18, 23, 28, 37 ).
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FAMILIA PARVOVIRIDAL, GENERO VIRUS ADENO-ASOCIADOS.

ESPECIE ANIMAL NOMBR:. DEL VIRUS

Virus Adeno-asociado Tipo 1
Virus Adeno-asociado Tipo 2
Virus Adeno-asociado Tipo 3

Virus Adeno-asociado Tipo 4

Ave ’ Virus ideno-asociado Aviar
Bovino : , Virus Adeno-asociado Bovino
Perro » Virus Adeno-asociado Canino
Equino ‘ Virus Adeno-asociado Equino

* Tomado de : ( 1,:2, 18, 23, 28, 37 )
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TRANS:' ISION: La infeccidn ocurre primariamente por ingestidn
y contacto directo de un animal enfermo a otro sus€eptible, La
cantidad de virus arrojado en heces es alarmante, perros
infectados pueden excretar tanto como un billdn de viriones -
infecciosos por gramo de heces despues de 5-6 dias de enfer -
medad ( 4 ).

El virus es eliminado en el excremento del'perro por dos sema
nas despues de infectado. también es eliminado en la orina, -
saliva y vomité ( 44 ). El virus es extremadamente resistente
a lg destruccidn por el medio ambiente, el calor y desinfec -
tantes comunes ( 8, 16, 29, 32, 38, 44 ). Este puede sobre -
vivir fuera del organismo por un afio o mds (*36, 44 ),

La infeccidn durante ia gestacidn no causa aborto, muerte
neonatal, malformaciones o hipoplasia cerebelar ( 4 ) ; Algu~
nos casos de miocarditis son resultado de la ingestién del -
virus inmediatamente después del nacimiento, pero es conocido
que los parvovirus pueden atravezar la placenta, por esta
razdn, algunos de estod casos pueden ser resultado de la in -~
feccidn en dtero después de la segunda mitad de gestacidn

(36 ).

Los perros ya no se consideran trasmisores sanos después de
cuatro meses ( 32 ). Tambich hay evidencia de transmisidn in-
directa por contacto entre los perros sus¢gptibles con objetos
contaminados como ropa, zapatos, perreras y otros articulos =-

( 32, 36 ).
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Perros recuperados a la infeccidn son inmunes aproximadamente
dieciocho meses dcépues y esta en estudio que esta inmunidad
sea de por vida ( 3, 4, 23 ).

PATOGENESIS: Esta enfermedad tiene un perfodo de incubacidn -
de dos a doce dfias ( 38, 43, 44 ). El mayor indice de morta -
lidad se produce entre las 48 y 72 horas de haberse incubado -
el proceso, Yy si bien, en algunos casos se recuperan rapida -
mente, en algunos otros la recuperacidn es gradual ( 44 ).

La ocurrencia de las dos distintas manifestaciones entérica y
miocdrdica depende de dos factores. |
Primero: El parvovirus canino sélo se replica en células en -
divisidn, como la base de las vellosidades intestinales.
Segundo: Los diferentes tejidos celulares se multiplican a :
diferente ritmo en un animal en desarrclle. Consecuentemente
la susceptibilided de los diferentes tejidos depende del
estado de edad cuando la infeccidn es producida, Tempranamente
en la vida, tanto en el perfodo prenatal o durante lag pri -
meras semanas de edad, el tejido cardiaco tiene un rdpido.
crecimiento, pero en los intestinos el cgeeimiento es reda~
tivamente bajo. Por lo tanto, la infeccidn en este perfodo re
sulta en una miocarditis y por eso es tan grave, Cerca de¢ las
cuatro semanas de edad la multiplicacidn de las células cardi
acas tiene un limite, mientras que las células intestinales
tienen un incremento en su crecimiento, por consecuencia la

infeccidn en cachorros a esta edad y de animales viejos resul
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ta en una enteritis. Bn su fase inicial de la infeccidn hay -
una replicacidén viral en tejido linfoide, médula dsea con lin
focitdlisis y una marcada leucopenia ( 4, 35, 36, 47 ),
ENTERITIS: En cachorros y animales viejos, 1la exposicidn

oral provoca el desarrollo de una enteritis en la mayoria de
los casos, de 1a ingestidn del virus resulta una invacidn en
el organismo desarrollando.un perfodo inicial de viremia, La -
localizacidn y multiplicacidn del virus en los Srganos linfo-
ides ocurre entre los tres y seis dfas post-infeccién. Las
plicas de Peyer en intestino, son los sitios mids afectados -~
con el desarrollo de las lesiones entéricas ocurrido de cinco
& diez dias post-infeccidn., E1 rdpido crécidiento celular de
la base de las criptas intestinales son atacadas habiendo una
distoreidn de ella, en severos casos la aplasia de las criptas
y colapso total de la mucosa son producidas ( 4, 35, 36, 47 )
MICCARDITIS: En contrastg, 1a patogénesis de esta forma de pre
sentacidn es relativﬁmenfe oscura, La infeccidn oral de cacho
- rros privadps de calostro desarrolla una face inicial de
viremia y linfopeﬁia, teniendo el virus una localizacidn en -
miocardio, En este tiempo la actividad mitdtica es prominente.
Bl virus persiste en misculo cardiaco aproximadamente en las
tfeg o tfes y media semanas de edad, desarrolldndose una mio-
carditis no supurativa.Dependiendo de la severidad y exten -
cidn de 1a miocarditis, los cachorros afectados pueden morir

por una aguda falla cardiaca o pueden desarrollar una falla -



28

cerdfaca sub-~aguda que aparente mente no puede manifestarse -

clinicamente por muchos meses { 4, 35, 36, 47 ).

EL VIRUS ATRAVIEZA PLACENTA INGESTION DEL VIRUS

INFECC ION

VIRIZMI A

RIJ“LICACIO‘\! EN TEJIDO LINFOIDE

LEUCOPENTA
CACHORROS "ERIN_LTALBS éACiIORROS Y ADULTOS
R.ET’LIC:\CCION EN MUSCULO CARDIACO .. CRIMAS INTESTINALES
I-‘lIOCARDITISl ~ o : . BENTERITIS

En la mayoria de los casos, la muerte es probablemente el re-
sultado de complicaciomes, incluyendo deshidratacién, desba -
lance electrolitico, endotoxemia, neumonfa, bacteremia y: fa -

11la cardfaca ¢ 10, 31, 39, 54 ),
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SIGNUS CLINICOS DE LA PRESENTACION GASTROINTESTINAL:Los prine-
cipales signos de. 1a_gastroenteritis hemorrdgica viral canina
son vémito intermitente que puede ir acompafiado de sangre,se-
vera postracidn,anorexia,diarrea y rdpida deshidratacidn.las
heces son de color amarille grisdceo que en algunas ocasiones
llegan a contener sangre o son francamente hemorrdgicas;la
diarrea ﬁersiste hasta la resolucidn favorable del padecimien-
to o bien,hasta la muerte.,Uno o dos dias de iniciado el pro-
blema la temperatura desciende y ocasionalmente baja de trein
ta y  ocho grados centrigados (1, 2, 3, 7, 8, 13, 22, 23, 24,
31, 32, 36, 37, 38, 42, 43, 44, 47, 49, 53, 54)%

Es comiin observar leucopenio en los primeros-cinco dias de 1a
enfermedad .El conteo de las células blancas indica un decre-
cimiento hasta 100 células/hm3;pero conteos de 500 a 2000 cé-
l.ulas/'mm3 deben ser considefados sugestivos de parvovirus (1,
2, 7, 23, 31, 37, 44),

Los animales presentan dolor a la palpacion abdominal,las mem=
branas de las mucosas estdn pdlidas y los ojos se encuentran
hundidos (44).Se eﬁcuentran hipotérmicos y pierden peso pro-
gresivamente (49).La repentina muerte se manifiesta entre las
24 y 72 horas de la presentacidn de los primeros signos (1,

2, 3, 8, 13, 23, 36, 49).

En algunos casos menos.severos la recuperacién puede ser rd-
pidamente pero se ha visto que en algunos perros requieren:
tratamiento por varias semanas (36),

* Carlos Appendini
Med. Vet. Zoot, Comunicacidn personal,
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SIGNOs CLINICO3 U8 L 2CdiTalluil thaw in=.: La infeccidn mio-
cardica ocurre en cachorros provenientes de perras que no tu -
vieron ahticuerpos contra parvovirus durante la gestacidn (35).
Se caracteriza por afectar cachorros de tres a seis semanas de
edad (27, 31), o de cuatro a doce semanas (3). luede ocurrir
la muerte sUbita sin la presentacidn dz los signos; esta ocu -
rre por falla cardi;ca en los cachorrés. Algunas veccs se ha -
visto en perros que aparentemosite- se habian recuperado de la
presentacién entérica ( 1, 23, 31, 35, 47).

Los signos mis sobresulientes son: taquicardi,, disnea severa,
edema pulmonar, llanto, vémito, intoleruncia al ejercicio, pa-
lidez o cianosis de la mucosa y muerte subita antes de que la
terapia pueda ser iniciaca (2, 3, 8, 10, 23, 27, 30, 31, 32,
36, 37, 38, 47).

Los antigenos parvovirales y los cuerpos de inclusidn intra =
nuclear pueden ser demostrados del misculo card{aco de los ca-
chorros afectados (1, 8, 23, 31, 47). »
LESIONES : A la examinacidn post-mortem de fatales casos de
parvovirus una marcada deshidratacién y maia condicidén general
han sido encontradas (36, 49).

En el estémago se obscrva petequias y equimosis en la sewos:,
congestidn de la mucosa y presencia de liquido clarc espumoso
(49), Tambiéh se observan ﬁlceras de aproximadamente 3mm.. de

diametro {153).
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En el intestino delgado las lesiones usualmente afectan ye-
yuno e {leon;el duodeno y colon no son comiinnente afectados (2,
15, 39, 54).Se pueden observar denudacion de la mucosa con pér-
dida de las vellosidades,en ocdsiones estas se encuentran pe-
quefias y atrofiadas con epitelio aplanado o ausencia de éste.
Las criptas generalmente se encuentran dilatadas con contenido
de restbs celulares,Algunas veces puede haber regeneracidn

del epitelio.los nificleos de las células epiteleales pueden
estar vesiculados y los nucleolos promjnentes (2, 3, 8, 39,

49, 50).la lamina proyia se observa prominente, como resul-
tado de la desaparicidn de muchas criptas, conteniendo algu-
nas células inflamatorias,Ocasionalmente cuerpos de inclusidn
intranuclear eosinofflicos son vistos en drea de necrosis epi-
telial acusada (2, 7, 8, 15, 23, 31, 39, 47, 54)/

Un factor sobresaliente de la enfermedad es la depresidn y
necrosis del tejido linfoide, especialmenge éé'evidente En las
placas de Peyef, nédulos linfdticos,bazo y timo (2, 3, 11;23,
36, 37, 38, 49, 54).

" E1l pulmdn presenta una neumonia intersticial que puede ser di-
fusa o local.Algunas veces tiene una necrosis focal hemorra-
gica o exudado fibrinoso en los alveolos como resultado de una
infeccidn secundaria,

Es comdn la bronconeumonia secundaria,posiblemente como resul-
tado de la aspiracidn de vémito (31).

El higado se encuentra congestioﬁado, hemorrdgico y con mfil-

tiples focos de necrosis (38, 54, 57).



32

En secciones de médula hematopoyetica hay una cdisminucidn en
las ‘células rojas y blancas (2),

En la presentacidn card{aca sc presenta una miocarditis no su-
purativa cuyos signos pueden ser vistos al microscopio (27, 31).
Esta caracterizada por edema y pérdida de miofibrillas con una
extensa infiltracidn de linfocitos,células pldsmaticas,his~
tiocitos y algunos neutrdfilos (3, 8, 27, 31, 36, 37, 38, 47,
49),Son encontrados en las células ddl miocardio cuerpos de
inclusién intranuclear baséfilos;ademds de una fibrosis difu-
sa (8, 31, 36, 37, 49).una de las lesiones m{s proninentes es
la dilatacién del ventrfculo izquierdo (3).Hs probable ver
aunado a &sto una cardiomegalia,hidropericardio,hidrotdrax,
ascitis con hepatomegalia y congestién (8, 27, 36, 37).

~ DIAGNOSTICO:El diagnostico presuntivo est{ basado en la his-
toria clinica,signos clinicos y hallazgos post-mortem (8, 23,
37, 42).La evaluacién de la temperatura,pulso,respiraciSn,
palpacidn de los ganglios linfdticos regionales y del abdd-
men son esenciales (31),

El diagndstico definitivo solo puede ser thecho por demostra=
cidn del virus en tejidos o heées;por aislamiento del virus,
inmunof luorescencia,seroneutralizacidn,hemaglutinacidn,his-
topatologfa,microscopia electrdnica o por inhibicién ce la
hemaglutinacion (2, 3, 8, 37).

Existe una gran cantidad de agéntes que nos nueden provocar

cuadros similares a la infeccidn por parvovirus.3e debe de
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Diferenciar de:

1.- VIRUS 2.- BACTERIAS
Coronavirus, '~ Salmonela sp,
Rotavirus. . Caﬁpilobacter Sp.
Virus de la hepatitis canina. E, coli,

Clostridium;(welchi y per

fringes).
3.~ PARASITCS . . 4.-,INTOXICACIONES
Toxocara canis. , o _ Warfarina,
Ancylostoma caninum, . . Plomo,
Coccidia sp. S Arsénico.

5.~ OTRAS CAUSAS
. Pancreatitis aguda,

Obstruccidén por objetos traumiticos.
Colitis bacterianas y traumd ticas.
Anomalias congénitas;

Vélvulo.

Invagingeidn. intestinal.

Neoplasias en el aparato digestivo,

* Tomado de: ( 2, 23, 27, 30, 31, 37, 38, 43, 49 ),
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DIAGNOSTICO CONFIRMATIVO:

1,_ MICROSCOPIA ELECTRONICA,

Este metodo de rdingndstico es sumamente eficaz,ya que es po=-
sible encontrar diversas particulas virales (20 a 26 nandéme~
tros de diametro) se cncuentran en muestras fecales de perros
infectados ,Estas son centrifugadas a 10000 rpm, por 30 minutos,
el sobrenadante es recentrifugado a 100000 rpm, por una hora.
A continuacion se disuelven en un mililitro de agua destilada,
para después ser tefiidas con dcido fosfotdngstico al 1% y ser

examinadas (11, 13, 17, 31, 33),

2. AISLAMIENTO VIRAL
- El virus ha sido aislado y breparado en una variedad de cul-
tivos celulares, pero eso resulta demasiado problemitico e,
8, 31).Cé€lulas derivadas de tejidos de canf{deo,felino y mus-
telido han sido encontradas adecuadas para el crecimiento del
virus bajo condiciones adecuadas (2, 5, 17).
Lés ﬁuesttas se toman en forma aséptica y utilizando frascos
eStériles,se seleccionan éstas de intestino delgado,contenido
' intestinal,ganglios mesentéricos,bazo,corazén y pulmén:.
PROCESO :Manteniendo una temperatura de aproximadamente 4 gra-
‘dos centigrados y utilizando morteros estériles,se realizan
triturados independientes al 10%,utilizando como diluyente

Medio Bsencial Minimo (MEM) con un pH de 7-7.2 y adicionando
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una mezcla de antibi6ticos, penicilina-estreptomicina en con-
centracidn al 2%,

Los triturados son sometidos a centrifugacidn refrigerada du-
rante 15 minutos, manteniendo una velocidad de 5000 rpmg con
el propdsito de eliminar las particulas gruesas presentes E1l
el sobrenadante se obtiene con pipetas estériles y es someti-
do a una nueva centrifugacién refrigerada durante 15 minutos
‘manteniendo una velocidad de 11 000 rom, usando el sobrenadan-

te para infectar cultivos celulares.

REPLICACION VIRAL IN-VITRO:

Cultivos primarios de células de rifién canino,crecidos en bo-
tellas de dilucidn de leche con tapén de baquelita,se infec~
tan cinco dfas posteriores a la siembra con el sobrenadante
proveniente de contenido infestinél,realizando los siguientes
pasos:

1, Extracidn del medio de crecimiento en forma estéril;.

2. Infeccion con un mililitro del sobrenadante.

3. Incubacidn a 37 grados centigrados por 90 minutos en at=-
mésfera himeda y con 5% de CC,.

4. Adicién de 15 mililitros de medio de mantenimiento,

5. Observacién diaria durante 4 dias.

6. Cosecha y ruptura celular por tres tiempos de congelacidn
y descongelacidn.

7. centrifugacidn a 2 000 rpm. durante 15 minutos“a 4 grados

centigrados.
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8. Divisidn del sobrenadante en alfcuotas y almacenaje el
misno & ~7) grados centigrados.Este proceso,denominado paso
ciego,se realiza en tres ocasiones por cada una de las mues—

tras.

CULTIVOS CELULARES:

Con el sobrenadante ¢btenido se procede a infectar cultivos
secundarios de riﬁén canino realizando los siguientes pasos:
1. De cuatro a cinco dfas posteriores a la siembdre {tiempo Su=
ficiente para la formacidén del monoestrato) se procede a ex-
traer en forma estéril el medio de crecimiento de cada una de
las cajas,excepto la utilizada como control negativo,

2. Las cajas de petri conteniendo un cubreobjeto se infectan
con .5 mililitro del sobrenadante obtenido al centrifugar los
triturados a 11 000 rpn.

3. Se procede & incubar a 37 grados centigrados en atmdsfera
himeda y con 5% de CO2 durante 90 minutos,realizendo agitn-
ciones periddicas,

4, Pasando este tiempo se adiciona medio de mantenimiento en
cantidad de 4.-milititros por caja.

5. Se realizan observaciones diarias durante 4 dias,con el
fin de observar el posible efecto citopdtico.

4, Cinco dfias post-infeccidn se extraen las laminillas y se
fijan en acetona durante 10 minutos.

7. Se précede a renlizar 1o 4inridn de hemetoxilina-eosina

con el fin de observar los corpiisculos intranucleares basf-
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filos causados por parvovirus 29),

3. "RUEBA DE HEMAGLUTINACION (H.A.)

1. Se sangra un cerdo sano asépticamente empleando como anti-
coagulante solucidén Alseaver’s en proporcién 1:1

2. Los glébulos rojos se lavan en FBS "A" en tres tiempos,
centrifugando durante 10 minutos a 2 000 rpm.

3, El paquete de hematies se diluye al 1% en PBS "A",

4, En una serie de tubos pequéﬁos se colocan 0,25 mililitros
de PBS "A" a cada uno.

5. Al primer tubo se le adiciona 0,25 mililitros del antfgeno’
6, Se realizan diluciones dobles partiendo de 1:2 hasta 1:64
dejando un tubo control,

7. Posteriormente se adiciona 0.25 mililitros de 1a suspensién
de hematfes a todos los tubos,se agitan y se incuban a 4 gra-
dos centigrados por cuatro horas,

8. Se realiian dos lecturas,una a los treinta minutos y la

otra a las cuatro horas (2, 5, 17, 26, 29, 38, 52).

4. INHIBICION DE LA HEMAGLUTINACION (H.I.)

El suero de los perros para esta prueba puede ser tratado con
0,1 mililitros de gldbulos rojos de cerdo al 50% en TBS "a"/
La absorcibén con globulos rojos se realiza por la presencia
de isoaglutininas en el suero de algunos perros (5, 52).Al-
gunas veces este tratamiento se puede omitir ya que la pre-

sencia de dstas es infrecuente (5),



38

1, Se dilnye en forma seriada el suero tratado con PBS "A" en
microplacas con 0.025 ml,

2. Se le agrega igual cantidad de virus ya titulado,en este
caso puede contar con 4-8 unidades de hemaglutinacién.

3, Se incuban las placas a temperatura ambiente por una hora.
4, Se sdiciona 0,05 ml. de gldébulos rojos de cerdo al 1% y se
ponen a incubar a 4 grados centigrados por dos horas.’

5. En cada prueba se incorpora un control positivo y otro ne~
gativo,

6. E1 tftulo de anticuerpos se obtiene multiplicando la dilu-
cién mids alta de suero que cbnsigui& inhibir la hemaglutina-
ciSn'por el numero de unidades hemaglutinantes del virus caus

sal (5, 20, 25, 26, 31, 38, 51).

5, PRUEBA DE INMUNOFLUORESCENCIA DIRECTO,

Esta prueba es una de las mfs rdpidas y seguras,siguiendo
estos pasos:

1. Montar pequefias fracciones del 8rgano en platinas y con-
gelar dentro del criostato,

2. Realizar cortes de 4 micras de espesor:

3. Fijar en acetona durante 10 minutos.(Lz acetona puede es-
tar fria 0 a temperatura ambiente). .

4, secar al aire,

5. Delimitar el corte con 145iz graso y adicionar conjugado
en cantidad suficiente vara cubrir todo el corte.

6. Incubar durante 60 minutos a 37 grados centigrédos en at-

ndsfera himeda,
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7. Lavar en agua destilada en 3 tiempos de 10 minutos cada uno.
8. Secar al aire.

9. Colocar una gota de glicerina tamponada y montar un cubre-
objetos.

10. Observar alaﬁicroscopio de luz ultravioleta, com objetivo

de 40x (2, 13, 29, 31).

PRUEBA DE INMUNORLUORESCENCIA SOBRE CULTIVO CELUIAR.

1., Poner un cubreobjetos conteniendo monoestratos celulares
de lineas de rifidn canino o felino infectadas con 0,5 ml. del
sobrenadante del procesamiento de una muestra,

2, Incubar durante 72 horas a 37 grados centigrados en atmése
fera himeda.

3, Fijar en acetona 10 minutos.

4, Secar al aire,

5. Delimitar el corte y adicionar el conjﬁgado:

6 Incubar a 37 grados centigrados durante 1 hora,

7. Lavar en tres tiempos.

8. Secar y montar.,

9. Cbservar (2, 8, 17, 29).

PRUEBA DE INMUNOFLUCRESCENCIA INDIRECTA.
Esta prueba sirve para identificar y medir los anticuerpos en
el suero,o los antfgenos en los tejidos o los cultivos de céa=

lulas.Cuando se busca un anticuerpo,el antfigeno se usa bajo
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forma de uyn frotis,corte o un cultivo de células,

1, El antigeno se iﬁcuba en presencia de un suero ¢ue pueda
contener anticuerpos contra el,por 1 hora a 37 grados centi~
grados y finalmente toda la noche a 40 grados centigrados.

2. El suero se lava luego, dejando los anticuerpos unidos al
antigeno

3. Es posible observar estos anticuerpos fijados incubando el
frotis con un suero antiglobulina marcado con fluoresceina,
4, Se lava y se observa,

5. la fluorescefna indica la presencia de anticuerpos en el

suero (31, 38, 51),

6. HISTOPATOLOGIA.

1. Se realizan cortes de tejidds é estudiar de 4 micras de es-
pesor, ‘
2. Se procede a realizar la tincibn de hematoxilina-eosina

y se observa al microscopio,

las lesiones consisten en degeneracidn,necrosis e hipoplasia
del epitelio intestinal,dilatacién de las criptas de Lieber=
kuhn con contenido celular y atrofia de las vellosidades in-
testinales y ocasionalmente estd presente una involucidn de
las placas de Peyer en el duodeno con pérdidas de los centros
germinativos de los linfocitos.

El timo y bazo estdn difusamente congestionados,as{ como una
depresién y necrosis de los linfocitos.Muchos eritelios ce~-

lulares pueden contener cuerjpos de inclusidn intranucleares
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baséfilos (10, 11, 13, 15, 38, 41, 47, 49).

7. PRUEBA DE SUERONEUTRALIZACION.

El nivel de anticuerpos de parvovirus canino puede ser deter-
minado por esta prueba,Utilizando una modif icacidn del metodo
>de anticuerpos fluorescentes directo.

Como sustrato se utiliza una suspensidn de cultivo de células
Crandall de rifién de gato,.Se mezcla una cantidad de suero en
diluciones crecientes con una mezcla igual de vifus,éontenienn
do aproximadamente de 100-300 FAID 50/0.1 ml, Esta mezcla de
suero-virus se incuba a 37 grados centigrados por una hora,
Una vez incubada la mezcla se agrega al sustrato,utilizando 4
pozos de la placa de miérotitulacién,se incuban a 37 grados
centigrados en atmésfera himeda con 5% de €O, por 4 dfas.

Los monoestratos expuestos al virus se lavan con una solucidn
buffer de fosfatos (PBS) con un pH de 7.2 y se fijan con ace~
tona.Una vez fijados,las placas se tifien con anticuerpo mar-
cade con fluorisotiocianato (CVP) y el punto final de neutra-
lizacidn se calcula con una dilucidn 50% punto final (6, 14,

21).

PREVENCION Y CONTROL:Existen 4 tipos de vacunas que son usa-
das regularmente para prevenir esta mortal enfermedad,

1, VACUNA DE VIRUS INACTIVADO DE TANLEUCOPENIA FELINA.

Lo respuesta a esta vacuna es rapidamente inhibida por la

presencia de anticuerpos.Bajos niveles de anticuerpos,ya sea
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adquiridos pasivamente o como resultado de una vacunacion pre-
via,pueden suprimir totalmente la respuesta a esta vacuna.

se requieren 2 vacunaciones con 14 dias de intervalo para lo-
grar una buena inmunizacidn.El principal inconveniente con es-
ta vacuna parece ser su inhabilidad de desarrollar una inmue
nidad duradera, ya que es necesaria una revacunacién cada 3-4 me-
ses para mantener esta inmunidad (4, 5, 6, 31, 32, 34, 36,

38, 40, 46,.48).Algunos autores reportan la presencia de inmu-
nidad después de 12 meses de aplicada la segunda dosis (12).
Estd comprobado que esta vacuna se puede utilizar con segu~
ridad en perros de todas las edades y en hembras gestantes (32),
Aunque hay que mantener cierta ptecaucién,ya que esta vacuna
puede contener diversas protefnas,por'ejemplo, suero bovino,
dichas proteinas pueden generar hipersensibilidad y posible
anafilaxiz en animales que reciben mfiltiples inyecciones de
esta vacuna (45),

2, VACUNA DE VIRUS‘MODIFICADO DE TANLEUCOPENIA FELINA,

Los perros vacunados con esta vacuna no arrojan virus vacunél
en heces,Por lo tanto,no transmiten inmunidad a perros que se
encuentran en el mismo sitio de aislamiento.

La cindtica y amplitud de la respuesta inmune implican que

los antigenos virales persisten de una forma que pueden esti-
mular el sistema inmunoldgico.

La ventaja de esta vacuna es una mayor y nds temprana res-
puesta de anticuerpos. La desventaja es su inhabilidad para

inmunizar a todos los perros.Una porcion bastante significan=



43

te (aproximadamente un 42%) de los perros vacunadoS no crearon
anticuerpos después de una sola inyeccién,pero la revacunacidn
a las 3-4 semanas aumentd la eficiencia a un 80-90%,

Esta wvacuna para su uso en perfos,debe de contener por 1o ne~

nos 1000 veces la cantidad minima de virus requerido para in-

munizar gatos (4, 32, 36, 45),

Su uso en perras prefiadas no estd recomendado aunque no se ha

reportado aigﬁn efecto teratogénico en cachorros de perras

prefiadas que fueron inadvertiblemente vacunadas (31, 36, 38),

3. VACUNA DE VIRUS INACTIVADO DE FARVOVIRUS CANINO,

Esta vacuna ha demostrado ser eficaz y seguba en la prevencidn
de 1a infeccidn,pero solo por un tiempo determinado.

Los perros inoculados ya no se encuentran inmunizados cuando
se les inocula para desafio 12 semanas después de ser aplicada
la vacuna.El virus de desaffo fue eliminado en las heces y

los anticuerpos (H.I.) subieron a los niveles de los perros
testigo no vacunados,

la adicidn de hidrdxido de aluminio a la vacuna no altera sig-
nificativamente la respuesta de los perros.Por lo tanto,debe
de revacunarse cada 3-4 meses para lograr una mejor proteccidn

(17, 31, 32, 45).

4, VACUNA DE VIRUS VIVO MODIFICADO DE PARVOVIRUS CANINO,
La vacunacidn de cachorros puede sustituir ventajosamente a

la vacunacidén mdltiple con vacunzs heterdlogas,Debiendose ess
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to a que la neutralizacidn de la vacuna por los anticuernos
de origen materno se neutralizan utilizardo virus vivo de ori=-
gen homélogo (canino).Esta vacuna puede sobreponerse a niveles
tales como 1:100 de inmunidad pasiva (14).

Esta vacuna produce inmunidad desde los tres dias de su apli=-
cacidn manteniendo t{tulos de anticuerpos elevados hasta 114
dfas de su aplicacion independientemente de su via de imocula-
cidn (intramuscular o subcutdnea),lo cual,parece indicar que
la via de inoculacidn no afecta significativamente la rapidez
de la respuesta inmune ni el nivel de anticuerpos alcanzados
(21),

Se trata de una cepa vacunal que ha perdido su virulencia y
produce una respuesta inmune duradera.Ademds’ tiene la cualidad
que al ser eliminado en heces,puede infectar a otros animales
que entren en contacto con el virus sin causarles la anferme~
dad y provocarles cierto nivel de respuesta inmune (4, 32).
Tambien puede ser usada en perras prefiadas ya gquec no produce
infeccidn fetal,T{tulos de anticuerpos de mis de 1:320 per-
sisten por mds de 1 afio en estas nerras (9).,lachorros nzci-
dos de perras'inmunizadas poseen anticuerpos aproxinadamente

entre las 12 y 16 semanas de edad (31, 36, 38),

El control es basado en la desinfeccidn y en el aislamiento
de los perros susceptibles.iste virus es altajnente resistente
al medio ambiente adn en condiciones adversas.3oluciones de

cloro al 30% y formalina cl 2-107 son apentes jue rdnidauente
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lo inactivan,siendo recomendadis para 1 desinfeccidn de equi-
vo y perreras (1, 3, 8, 13, 32, 37, 45).

Se reconienda tener a los perros eu $otimas condiciones de sa=
lud .E1 medico veterinario debera de programar un calendario
correcto de vacunacidn contra todas las enfermedades,despara=-
sitacidn periddica contra endo y ectoparasitos,asi como una

alimentacidn adecuada (44),

TRATAMIENTO:BL tratamiento es mayormente sintom{tico y esta
orientado a restituir la deshidratacidn por medio de suero
(lactato de ringer),vitaminas del complejo, B,estinulantes del
metabolismo y antibioticos de amplio espectfo,istos deberan
ser aplicados durante la fase aguda de la enfermedad para pre-
venir infecciones secundarias que se verian favorecidas con
la debilidad del animal.Antihemeticos,antidiarreicos,protec~
tores de la nucosa intestinil,antivirales;Ias transfusiones

de sangre pueden ser tratamiento complementario,asi como man-
tener el animal en un lugar caliente, tranquilo y seco (2, 8,
16, 31, 37, 38, 44, 54).

El tratamiento con suero inmune ya sea homGlbgo o derivado de
panleucopenia felina a una dosis de 4 ml./kilogramo de peso
vivo resulta de gran ayuda,Parcial proteccién ha sido encon-
trada én perros exieriventalnente infectados que han sido tra-
tados con suero heterdlogo un dfa después de infectados (1,

3, 19, 36).El animal puede recuperarse espontineamente entre
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una scmana y diez dias,pero en hrotes severos,aln con el trae
tamiento el desenlace pucile ser fatal (44),
No hay evidencia que el parvovirus canino produzca infeccidn

en el humano (1, 4, 22, 23, 24, 39),



II, MATERIAL Y METODOS
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De una colonia de perros uestizos de propiedad particular de
la Unidad Morelos primera seccidn de Coacalco de Berriozabal
del estado de México, se eligieron 12 cachorros de un prome~
dio de edad de 3 a 6 neses y de 4 a 10 kilogramos de peso,De
éstos se formardn 3 grujos de 4 cachorros cada uno,constitu-—
yendo el grupo A, B y testigo.Los animales fuerdn bafiados,
desparasitados e instalados en Jjaulas comunales por grupo,se
les proporciono alimentacidn comercial y 10 dfas despues fue~-
rén sangrados con el proposito de determinar la presercia de
anticuerpos en el suero contra el »arvovirus canino por medio
de la prueba de la inhibicién de la hemaglutinacién.Estas
ptuébas fueron realizadas en el laboratorio de Virologia de

posgrado de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitldn,

1. Se utilizardn 12 cachorros suero-negativos a parvovirus ca=-
nino,

2. Agujas y jeringas estériles.

. 3. Tubos vacutainer

4. Equipo y reactivos para la prueba de hemaglutinacidn (H.A.)

a) Antigeno.la misma vacuna fu€ utilizada como antigeno.Se
utilizd virus vivo modificado de parvovirus canino y de pan-—
leucopenia felina,

b) Solucidn buffer de fosfatos con pH de 7.2.

¢) Solucidn PBS ™A,
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d) Gidbulos rojos de cerdo al 1% en PRS "A"™,
e) Anticoagulante :Solucidn Alseaver’s en proporcidn 1:1.
Dextrosaé.....o.s....20,5 grs,
NaClesoveooasannoass 4.2 BrS,
Acido c{trico.......0.55 grs.
Citrato de sodio.... 8.0 grs.
Agua destilada c.b.p.,1 000 ml, .
Esta solucidn se estériliza por autoclave 10 minutos a 10 li-
dbras de presidn, |
f) Centrifuga y tubos de centrifuga.
g) Matraz de 100 ml,
h) Tubos emsaye pequeiios,
i) Pipetas graduadas.
j) Gradilla.
k) Refrigersdor.
1) potencidmetro.

5. Bquipo y reactivos para la prueba de inhibicién de 1la

hemaglutinacifén (H.I.).

a) Antigeno ya titulado a.4 unidades de hemaglutinacidn.
b) Solucidn de fosfatos con pH de 7.2, |

c) Solucién PBS "A",

d) Gidbulos rojos de cerdo al 1%,

e) Microplacas,
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f) Tubos vacutainer,

g) Jeringas y agujas estériles.

h) Centrifugadora y tubos de centrifuga.
i) Pipetas pasteur.

j) Matraz de 100 ki,

k) Potenciémetro,

1) Refrigerador.

Comprobando que no hay anticuerpos, los animales del grupovA
fuerén vacunados intremuscularmente en 1a regién de la pierna
y refo¥zados con una segunda inoculacidn a los 14 dias des-
pués ce la primera con la vacuna designada con el ndmero 1
(Virus vivo modificado de panleucopenia felina),

El grupo B fambién fue vacunado en 1a region de la piernma y
reforzado con una segunda inoculacién 14 dfas después de la
primera con la vacuna de;ignada con e! ndmero 2 (Virus vivo
modif icado de parvovirus canino).

El grupo testigo permanecid sin vacunar para dotectar cual-
quier exposicidn accidental al virus,lo que pudiera alterar
la prueba.

El sangrado del grupo A, By testigo se hizo 5 veces de esta

manera:

1, Un dia antes de la primera inoculacién de la vacuna,
2. Siete dias despufs de la inoculacidn de la vacuna,

3. Catorce dfas despufs de la primera inoculacién y unas ho~
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ras antes de la segunda inoculacidn de la vacuna.

4, Veintifn dias después de la primera inoculacidn, o sea,
siete dias después de la segunda inoculacién de la vacuna .
5. Veintiocho dias después de la primera inoculacisn,o,sea,

catorce dias después de la segunda inoculacién de la vacuna,

Se procedid a la titulacidn del antigeno, en este caso se uso
la misma vacuna,por medio de la prueba de hemaglutinacién vi-
ral y, se utilizé 4 veces la dosis minima hemaglutinante del

virus para 1a prueba de inhibicién de la hemaglutinacidn
TITULACION DEL VIRUS POR HEMAGLUTINACION.

1. Se sangra un cerdo sano asépticamente,empleando como anti=
coagulante solucidn de Alseaver’s en proporcidn 1:1,

2. Los gldbulos rojos se lavan en PBS "A™ en 3 tiempos cen-
trifugando durante 10 minutos a 2000 rpm.

3. El paquete de hematies se diluye al 1% en POS "A",

4, En una serie de pequefios tubos se coloca 0.25 ml, de.PB8S..
¢ ¢ada umo;

5. Al primer tubo se le adiciona 0.25 ml, del antigeno (va-
cuna).

6. Se realizan diluciones dobles partiendo de 1:2 hasta 1:64
dejando un tubo control. .

7. Posteriormente se le agregh 0,25 ml.de la suspensidn de

glébulos rojos de cerdo al 1% a todos los tubos, se agitan y
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se incuban por 4 horas a 4 grados centigrados,

8., Se realizan 2 lecturas,una a los 30 minutos, y la otra a
las 4 horas,

El resultado de las lecturas fué una aglutinacidn en la dilu-
cidén 1:16 para los dos antigenos,el canino y el felino,sicndo
1a dosis minima aglutinante,pero sabiendo que se necesitan 4
unidades aglutinantes para la prueba de inhibicidn de 1a hema=~

glutinacién fué hasta la dilucidn 1:4 que nos did las 4 U.H,

Conocido el poder aglutinante del virus se procedid a 1a ex-
traccidn de la sangre (10 ml,) de la vena cefdlica de los ca~
chorros para su posterior extraccidn ddel suero por nedio de .

-~
..

la centrifugacidn 2 500 rpm. por 10 minutos,para la rea-—
lizacidn de la prueba de (H,I1.) y calcular los niveles de anw

ticuerpos desarrollados por medio de la vacunacién.
PRUEBE DE INHIBICION DE 1A HEMAGLUTINACION (H.I.).

1. Se diluyd el suero en IBS "A" en forma scfiada en micropla-~
cas con 0.025 nl,

2. Se le agrega igual cantidad de virus ya titulado,en este
caso contando con 4 U.H.

3. Se incuban las placas a temperatura ambiente por 1 hora.

4. Se adicionan 0.05 ml. de gldbulos rojos de cerdo al 1% y

se ponen a incubar a 4 grados centigrados por 2 horas.

5. El titulo de anticuerpos se obtuvo multiplicando la diluci-
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én mis alta del suero que consiguid inhibir la hemaglutina-
cidn por el niinero de unidades hemaglutinantes del virus.
6. En cada prueba se incorpor$ un control positivo y otro ne~

gativo,



II1. RESULTADOS



PRUEBA DE HEMAGLUTINACION VIRAL

o 0o o o 0 o o
1 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64

16 8 4 2 1 UNIDADES HEMAGLUTINANTES

TESTIGO

NEGATIVO

EN ESTA TRUEBA SE OBTUVO IGUAL RBSULTADOS PARA LOS ANTIGENOS DB ORIGEN CANINO'Y

FELINO.

ng‘-



PRUEBA DB INHIBICION DE LA HEMAGLUTINACION. .

GRUPO. A

DR LA VACUNACION

" TITULO DE ANTICUBRPOS DLSPUES

PERRG ~ VIA DE ADMINISTRACION TIPODE VACUNA - 1 7 14 21 28 DIAS.
1 T.M. | ' P.L.F.V, 1:2 1:2 1:8 1:32  1:32
2 I.M. P.L.R.V. 1:2 1:2 1:8 1:32  1:04
‘3 IM. - P.L.F.V. 1:2 1: 1:16 1:64 1:64
4 I.M. : P.L.R.V. 132 132 1:8 1:64 1:64
MEDIA ARTTMETICA - 1:2 1:2 1:10 1:48 1:56

1.M.=INTRAMUSCULAR

P.L.R.V.=VIRUS VIVO MODIFICADO DB PANLEUCOPENIA FELINA.

9s



PRUEBA DE INHIBICION DE LA HEMAGLUTINACION

GRUYO B

PERRO VIA DE ADMINISTRACION TIPO DE VACUNA 1 7 14 21 28 DIAS
5 I.M. | P.V.C. 122 13256 1:4096 1:16386 1:32768
6  IM. P.V.Ce 132 1364 1:512  1:2048 1:8192
7 I.M.. ' P.V.C. 132 1:128 1:1024 1:4006 1:8102
8 . LM, ' | P.V.C. 1:2 1:256 1:2048 1:8192 1:32768
MERJA ARITMETICA : ' 1:2 1:176 1:1920 1:7680 1:20480

P.V.C,=VIRUS VIVO MODIFIGADO DE PARVOVIRUS CANINO,



PRUEDA DE INHIBICION DE LA HEMAGLUTINACION.

o

GRUPO TESTIGO

28 DIAS

1 7 14 21

9 | CONTROL 1:2 1:2 1:2 12 1:2
10, CONTROL 122 1:2 1:2 12 12
11 " ContRoL 1:2 12 1:2 132 1:2
12 CONTROL 1:2 1:2 12 12 1:2

' MEDIA ARTTMETICA 1:2 1:2 122 1:2

1:2

ve o

CONTROL= PGRMANECIERON SIN VACUNAR.

8s
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NIVEL DE ANTICUERPOS EN CACHORRCS DESPUES DE VACUNADOS CON 2
‘DOSYS DE VACUNA DE VIRUS VIVO MODIFICADO DE PANLEUCOPENIA
FELINA.

Ry poca formaciofi de anticuerpos debido a la especificidad de

especie que presenta la particula viral,

. MEDIA ARITMETICA
32768, -

163844
8192¢

40961
20484

10244
512
256t
1284

641

324

-

0"

. A . 1
1 ST 14 21 2 35 DIAS
e - GRAFICA # 1 POST<VACUNADOS .
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NIVEL DE ANTICUERPOS EN CACHORROS DESPUES DE VACUNADOS CON 2
DOSIS DE VACUNA DE VIRUS VIVO MODIFICADO DE PARVOVIRUS CANINO,

Se observa un importante aumento en el nivel de anticuerpos
debido a que la particula viral mantiene su capacidad multi-

plicativa en una especie para la cual es especifica,

MEDIA ARITMETICA
32768,

le3847

81924

40964
20484

102%.
s1af

256T
128,

64

321
16

) . . ¥ Py i l b ' . - .
ot} 7 .14 21 28 35'DIAS Lo
B GRAFICA # 2 ‘ POST- VACUNALCS
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NIVEL DE ANTICUERIOS EN CACHORROS DEL GRUPO CONTROL.

Los cachorros se mantuvieron suero-negativos lo que quiere
decir que no hubo exposicidn accidental al virus, que hubiera
alterado la prueba,

MEDIA ARITMETICA

3276%¢

Al

163844
819271

4096+
20484

10244
512+
| 2561
1284
64¢
3zt
164
8l

at

A F 14z x 3555 hE 1A
- GRAFICA # 3 | PRUEBA



' IV. DISCUSION



6.

Se observa una diferencia importante entre la vacuna de ori -

gen canino y la de origen felino,

La vacuna de virus vivo modificado canino, que fué aplicada en
dos dosis con 14 dias de intervalo, produjo una reaccidn 365 =
veces mds alta que la lograda por la vacuna de virus vivo modi

ficado de panleucopenia felina,

Si teoricamente se necesita un nivel de 1:12 de anticuerpos
para considerar que existe inmunidad, se observa que a partir
del séptimo dia post-vacunacidn el grupo que recibié vacuna de
origen canino, presenta un titulo superior qie continfa incre- -
ment{ndose geométricamente, hasta alcanzar un nivel de 1:20480

a los 28 dias de efectuada la vacunacidn,

Esto puede ser debido a la especificidad de especie que presen
ta el virus, ya que la capacidad de replicacidn de la particula
viral por estar viva, manteniendo su capagidad multiplicativa

y estimulante del sistema inmune. La segunda dosis o de refuer
zo puede proveer una respuesta memoria, alcanzandose titulos
nucho mds altos como,en.uné respuesta secundaria clasica

( anamnmesis ).

De los perros que recibieron la vacuna de origen felino, se

obtuvo una reaccidn inicial mucho mds baja, de los cuales,
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sélo uno obtuvo tftulo de anticuerpos protectores a los 14 dies
de iniciada la vacunacidn, los tres restantes alcanzarén inmu -

nidad aproximadameﬁte entre los dias 16 y 17 post-vacunados.

El hecho de que los perros del grupo control se mantuvieran
suero-negativos, elimind la posibilidad de una exposicidn

incidental a la enfermedad.

Debido, a jue la -cantidad {de¢ animales por prunt oo 25 gufle -
ciente, no se realize un analisis porcentual de los resultados

obtenidos.



V. CONCLUS IONES
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2,

4.

66

La vacuna de origen canino virus vivo rodificado nrodujc -
una rdpida resiuesta inmune, cuyos tfulos permanccen cleva-
dos desde el séptimo dia de iniciadu la vacunacidn y que

continda incrementdndose en comparacidn con los producidos-

con la vacune de arigen felino.

Bs importante sefialar que en ausencia de la vacuma viva
modificada de origen canino, al! hacer uso de 1la vacuna de ~
origen felinc se debe de evitar el contacto de los perros -
con el virus, ya que esta vacuna empieza a desarrollar nivel
de anticucrpos protectores aproximadamente entre 14 y 17 -
dfas de iniciada la vacunacidn.

E1 hecho podria explicarse por la baja capacidad de multipli
cacidn de 1a particula viral en una cspecie para 1a cual el
virus vivo es altunente especifico, y por lo tanto ia coa ~
centracidn de antigeno ne s¢ considera altamente estiuula o

ria,

1a vacuna de origen canino al producir una respuesta inmune
mucho mas alta; al comprobar que no se iﬁhibe en presencia
de anticuerpos maternales y que su usc se recomienda en

prerras prefiadas, se considera uno de los bioldgicos ideales

para prevenir la enfermedad,

Debido a que la gastroenteritis hemorrd-ica viral canind es

una enfermedad altamente contagiosa y con una mortalidad -
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elevada,se debe de tener estrictas medidas de nrevencidn vy

control para evitar su propagacidn,.
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