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1 N T R O O U e e 1 O N 



EVALUAC!ON DE LA RESPUESTA !NMUNOLOGICA 

HUMORAL A LA ENTERITIS HEMORRAGICA POR 

PARVOVIRUS EN CANINOS MEDIANTE EL METODO 

DE INHIBICION DE LA HEMOAGLUTINACION. 
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En la el ínica de caninos un problema actual, es la apari­

ción de una enfermedad causada por el parvovirus canino, el 

origen de este virus es desconocido, posiblemente originado por 

una mutación inducida en cultivos celulares por un agente biolÓgico. 

(24). 

Se especula que la enfermedad se presentó por vez• primera 

en Australia, y en el año de 1977 se caracterizó el parvovirus 

a través de estudios en microscopía electrónica de transmición. 

(2, 16). 

CARACTERISTICAS DE VIRUS 

El virus mide de 18 a 26 nanometros (nm) de diámetro, 

y su forma .es de simetría icosaédrica, posee una sola cadena de 

ONA, y es altamente resistente a influencias físicas y químicas. 

El virus afecta a la célula durante la fase de síntesis 

en el ciclo celular y su multiplicación va a hacer muy activa 

en la células de rápida renovación, como en el epitelio intestinal. 

(3, 13, 18). 

DISTRIBUCION GEOGRAFICA DE LA ENFERMEDAD 

La distribución de este virus es muy amplia ya que se 

ha reportado recientemente en los Estados Unidos y America del 

Sur y desde 1978 en Australia, Gran Bretaña y Canada. (18,20), 

En nuestro país se tuvo conocimiento de la enfermedad 

producida por el parvovirus canino en el mes de julio de 1980, 

el la ciudad de Monterrey N.L., después se general izó la enfermedad 

al resto de la RepÚblica Mexicana. (22,25). 

PATOGENIA 

Esta enfermedad se caracterizá por un inicio súbito, 

que se manifiesta como un cuadro gastroentérico, sin que se haya 

observado una predilección por edades o sexos. Actualmente se 
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sabe que la trasmisión del virus de gastroenter~1is canina es a través 

de las heces, con la participaci,ón de vectores biológicos tal como mes 

cas, cucar-,-.chas además de instrumentos. 24 A pesar de que 

la enfermedad no muestra siempre los mismos síntomas, se ha 

podido determinar un período de incubación, que va de 2 a 12 

días, en donde no se observan síntomas apreciables. Cuando esta 

enfermedad se presenta hay un aumento de temperatura fluctuante 

( 40• a 41 • C ) , seguida de vómitos frecuentes que 1 u ego se acompa­

ñan de diarrea, que al inicio de la enfermedad se observa de 

un color gris o amarillo grisáceo, a medida que progresa el padeci­

miento se vuelve totalmente fluida sanguinolenta o francamente 

hemorrágica, debido a la necrosis del epitelio intestinal (4,6, 10,21 ,25) 

En este estadía del padecimiento los animales enfermos 

muestran deshidratación, depresión y anorexia que pueden desencade­

nar un shock y muerte entre las 12 a 42 hrs. ( 6 ) • 

Otras de las causas de la muerte por este padecimiento 

es la miocarditis no supurativa, que se presenta en forma súbita. 

En los casos donde la enfermedad sigue una evolución regular 

se ha encontrado en algunos pacientes leucopenia importante 

550-1000 leucocitos x mm3 ) , y también se sabe que este virus 

produce supresión del tejido linfopoyético que se manifiesta por 

disminución del tamaño de los Órganos del sistema retículo endotelial, 

este dato está de acuerdo con el comportamiento infectivo del 

vir·us que muestra predilección por tejidos de rápida multiplica­

ción celular tal como el linfoide ( 3,11 ). 

Debido al alto nivel de mortalid<Jd SO% ) que se observa 

en pacientes principalmente jÓvenes afectados por esta enfermedad 

y dada la severidad del curso con que evoluciona este padecimiento, 

es importante el empleo de medidas preventivas (vacunación) i 

0 en su defecto el contar con un sistema de diagnóstico que permita 

identificar el problema de manera específica con el objeto de 

dirigir la terapia adecuada en forma oportuna. 
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Por las característica's clínicas y la tasa de morbilidad 

(100%) que presenta esta 

hace difícil diferenciarla 

enfermedad 

de otros 

de parvovirus canino, se 

problemas gastroentericos, 

como Hepatitis, moquillo y pancreatitis principalmente, además 

de otr·os problemas parasitarios y mécanicos (14). 

Por lo que, en el presente trabajo se valoró la efectividad 

de la técnica de la inhibición de la hemoaglutinación sérica, 

como un pr·ocedimiento diagnostico seguro, que permita conocer 

el estado del paciente y predecir su respuesta ante la presencia 

del virus. 

Esta técnica permite identificar los niveles de anticuerpos 

contra virus de gastroenteritis en animales sanos, 

o no, y en animales enfermos. 

inmunizados 
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HIPOTESIS 

Si el virus de gastroenteritis canina activa el sistema inmune 

humoral produciendo anticuerpos, luego entonces estos anticuerpos 

pueden determinarse por la prueba ·de inhibición de la 

hemoagl u.t i nación. 
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OBJETIVO 

Valorar la sensibilidad del método de inhibición de la hemoaglutina­

ción como una prueba específica que permita identificar los niveles 

de anticuerpos circulantes contra virus de gastroenteritis en animales 

sanos, inmunizados, no inmunizados y enfermos. 
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MATERIAL Y METODO 

P B S x 1 Solución amortiguadora 

P B S con 25% de kaolin 

P B S con B S A a 1 • 1 % 
Eritrocitos porcinos 2% y .5% 

V-Placa microtituladora 

Suero de perro 

Microdiluctor .025 y 005. 

Microgotero .025 y .05 

An ti geno parvov i rus 

Para el presente trabajo se ut i 1 izaron 60 perros con edades 

entre 2 y 18 meses, de ambos sexos y de diferentes razas. 

Un primer grupo de 20 perros sanos que habían recibido 

una segunda dosis de la vacuna para panleucopenia felina por 

lo menos 30 días antes del inicio de la prueba, este grupo sirvió 

como control para determinar la efectividad de la vacunación, 

con virus de panleucopenia felina, y para validar la especificidad 

de la técnica. Un segundo grupo de 20 perros sanos y que no habían 

recibido vacuna de panleucopenia felina. 

Los 20 animales restantes fueron sujetos enfermos, que 

mostraron todos sus síntomas sugestivos de gastroenteritis viral, 

y que no habian recibido vacunación. 

La obtención del suero se hizo de la siguiente manera; 

de cada uno de los 60 animales se obtuvieron 5 mi. de sangre 

por punsión de la vena radial, que fue depositada en un tubo 

de ensayo durante 10 minutos inmediatamente se centrifugo la 

sangre a 2,500 r.p.m. durante 10 minutos para obtener ·,., mi. 

de suero, que posteriormente se utilizó en la prueba de la inhibición 

de la hemoaglutinación. 

Los eritrocitos para la prueba se obtuvieron de un lechon, 
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fueron recolectados en una solución de Alsever, y ya recolectados 

los eritrocitos se proceo:;Jió al lavado y preparación de los mismos 

al 2% y .5%. Para lo cual se realizó el siguiente procedimiento: 

1.- Se colocaron 6 mi. de eritrocitos porcinos en un tubo 

de centrifuga. 

2.- Se añadio la solución amortiguadora fosfatada (PBS) 

como un medio de mantenimiento corto a la marca de 15 ce. 

3.- Se procedió a ·centrifugar por 10 minutos a 3,000 

r p m 

4.- Se aspiro la solución salina. 

5.-Se añadió nuevamente e·l medio de mantenimiento a 

la marca de 15 ce. 

6.- Se procedió otra vez a centrifugar por 10 minutos 

a 3,000 r p m 

7.- Se volvió a aspirar la solución. 

Y para la preparación de eritrocitos al: 

2% se añadio mi. de eritrocitos a 50 mi. de P B S y para el 

.5% se añadio .25 de eritrocitos a 50 mi de P B S. 

El antígeno empleado para la prueba de hemoaglutinación 

fue obtenido ya preparado de la Universidad de Bryan, Tex, EEUU 

y se tituló de la siguiente manera: 

Titulación del Antígeno 

La titulación del antígeno se procedió a desarrollar de 

la siguiente manera: 

En las placas microtituladoras se empezaron a hacer las 

.diluciones', ya numeradas para poder ver donde ocurría la titulación 

y se numeraron del 1 al 10. 

~ En el primer caso se añadiÓ en cada orificio solución 

amortigi.aadora fosfatada más solución de albumina bovina al 1% 
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hasta completar la cantidad de 0.025 mi a cada orificio. Enseguida 

se empezó a diluir el antigeno en forma seriada poniendo 0.025 

mi 

a 

de 

día 

del mismo. A continuación se incubó por 

agregar eri troci"tos de cerdo al o.5o% en 

una misma hilera, se incubó la placa por 

siguiente se leyó la prueba observando 

hr. y se· procedió 

todos los orificios 

una noche, y al 

una titulación en 

1: 256, pero debido a que se deben utilizar 4 unidades para 

una mayor actividad antigenica se dividió: 256= 64 para producir 

un efecto de dilución. 

63 mi P B S 

+1 mi de Ag 

64 mi 

o sea que el antigeno tiene una capacidad de diluir 

ag en 63 mi de P B S. 

mi de 

Después de planear la siguiente relación determinamos 

que mi de ag tiene la capacidad de diluirse en 63 mi de P 

B S. 

DESARROLLO DE LA PRUEBA DE LA INHIBICION DE LA HEMOAGLUTINACION, 

Se absorbió el suero del perro, mediante la adición de 

cantidades iguales de PBS con Kaolin al 25 %. La mezcla se agitó 

incubÓ a temperatura ambiente durante 30 minutos, con agitación 

a intervalos de 15 minutos. 

Despues de la centrifugación a 3,000 RPM se separo del 

kaol in mediante el escurrimiento del suero. 

Una vez separado el suero del perro, se añadieron .20 

mi de eritrocitos de cerdo al 2%. Despues de agitación se Incubó 

el tubo a 4°C durante 30 minutos, para luego centrifugar por 

·lO minutos a 3,000 RPM, despues de esto se eliminó el suero. 
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Se prepararon las cajas microtituladoras a las cuales 

se les añadio .02S mi de PBS cpm .1% de SAB incluyendo el primer 

recipiente de antígeno. Se añadieron .OSO mi de PBS/BSA a los eritro­

citos y otros recipientes del antígeno. 

Se añadieron .02S mi de suero como del primer recipiente 

para diluirlo con microdiluctores de .02S mi. 

Enseguida se agregaron .02S mi de ag cada recipiente 

sin agregar a los recipientes de eritrocitos para luego agregar 

.02S mi de ag segundo recipiente de. antígeno y diluirlo con microdi­

luctores de .OS mi. 

Estas placas se incubaron durante 60 minutos a temperatura 

ambiente, para finalmente añadir .02S mi de eritrocitos de cerdo 

al .OS% a cada recipiente e incubar durante la noche a 4•c. 

INTERPRETACION DE LA PRUEBA 

Esta prueba sirve para demostrar la existencia de anticuerpos 

especificas inducidos por la .vacuna de la panleucopenia felina, 

o por contacto de un sujeto con el virus de gastroenteritis canina 

aprovechando la influencia inhibidora específicamente por sueros 

inmunes o de-convalecencia. Y su interpretación se basa en el 

hecho de que el parvovirus canino aglutina las células rojas 

(eritrocitos) de los cerdos (12,1S,17). 
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R E S U L T A O O S: 

? 

Del grupo testigo que estaba compuesto por 20 perros 

sanos que habían sido vacunados, se obtuvo el título promedio 

en que ocurrió inhibición de la hemoaglutinación y que fue de 

1:365 23 ) • Este valor es superior al reportado por otros trabajos 

que consideran como animales resistentes a los que muestran un 

título superior a 1:64 un 70% de estos animales mostró un título 

superior a este valor, y el 30% restante valores comprendidos 

entre 1:4 y 1:64 y que son considerados como susceptibles y moderad~ 

mente resistentes, respectivamente, lo cual significa que la mayoría 

de los animales vacunados respondieron en forma favorable a 

la inyección de la vacuna con virus inactivado de panleucopenia 

felina. 
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RESULTADOS EN ANIMALES SANOS Y NO VACUNADOS: 

Del total de animales de este grupo 20 animales ) el 

85% mostró inhibición de la hemoaglutinación con títulos comprendido5 

entre 1:128 y 1:8192, por lo cual los consideramos resistentes. 

Un segundo gr·upo de animales con títulos entre 1:8 y 

1:64 también mostró inhibición de la hemoaglutinación 5% 

que consideramos como moderadamente resistentes. El 10% restante 

mostró títulos entr·e O y 1:4 a los cuales cÓnsideramos como suscept.i_ 

bies. Estos resultados nos sugieren que la mayor parte de estos 

animales tuvi.eron un contacto previo accidental con el parvovirus 

canino que indujo a esta producción elevada de Ac. 

OfiCI,_~ dt 
~U .. 'OOh ClfrtnFtm 
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RESULTADOS EN ANIMALES ENFERMOS Y NO VACUNADOS: 

Los resultados 

animales con 

obtenidos 

inhibición 

en este grupo, mostraron un 

de la hemoaglutinación a títulos 

entre 1:128 y 1:8192 considerados resistentes, un 35% con títulos 

entre 1:8 y 1:64 considerados como aceptables, y el 10% restante 

con niveles inferiores y que consideramos como susceptibles. Estos 

resultados sugieren que en el caso de los animales con títulos 

muy altos, se desarrollaron Ac., debido a que estos sujetos ya 

habían respondido al proceso infeccioso, los que mostraron títulos 

intermedios se encontraban en un fase de estabilización de la 

enfermedad y los restantes con títulos entre 1:4 y 1:64 estaban 

cursando en forma aguda el padecimiento. Estos resultados están 

de acuerdo con la valoración clínica de los pacientes al momento 

de tomar la muestra. 
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D 1 S C U S 1 O N 

En el presente trabajo se encontró que la vacuna de 

panleucopenia felina induce a la formac.ión de Ac que mostraron 

reacción con el Ag de virus de gastroenteritis canina. Por lo 

que es posible suponer que existe una reacción cruzada, debida 

tal vez a una semejanza entre los determinantes antigénicos del 

virus de gastroenteritis canina, lo cual ya había sido previamente 

reportado ( 5,19 ). 

La variación de la respuesta inmunológica de los animales 

sanos que fueron vacunados podría explicarse en base a una 

suceptibil idad individual, debida al estado general del sujeto, 

así como también a una diferente sensibilidad por las distintas 

razas, aunque la mayoría de estos animales tuvo una respuesta 

adecuada, lo cual permitió suponer la efectividad de esta vacuna. 

Por otra parte, la reálización de esta prueba de inhibición 

de hemoaglutinación nos permitió definir el estado de los diferentes 

animales, sanos vacunados, sanos no vacunados y no vacunados 

enfermos. 

En el primer caso se valoró la respuesta de los sujetos 

sanos vacunados con virus de panleucopenia felina mediante la 

formación de Ac que ·bloquearon a las hemoaglutininas del Ag 

viral, impidiendo la hemoaglutinación, lo cual comprueba la efectivi 

dad de la técnica, por lo que este grupo se utilizó como control. 

En el segundo caso de los animales sanos no vacunados, 

la técnica resultó positiva en alto porcentaje, que dependiendo 

de los diferentes niveles de títulos en que ocurrió la inhibición 

de la hemoaglutinación, nos permitió predecir la capacidad de 

estos animales para responder a la enfermedad. 

Así mismo el haber determinado un 85% de animales resistentes 
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por sus niveles de Ac circulantes nos permitió suponer: 

1.- Oue había ocurrido una exposición al virus de gastroente­

ritis canina sin manifestaciones de enfermedad. 

2.- Oue estaban presentes Ac que reaccionaron con el 

Ag del virus de gastroenteritis canina, pero que pudieron ser 

provocados por exposición ante otros virus, que posiblemente 

tuvieran semejanza en sus determinantes antigénicos, para con 

el virus de gastroenteritis canina. 

Esta segunda suposición pondría en duda la especificidad 

de la técnica debido a que posiblemente no sea selectiva para 

la detección exclusiva de Ac contra gastroenteritis, esto puede 

pensarse en base al hecho, de que no eran animales libres de 

contaminación los utilizados en este estudio, por lo .,que estuvieron 

expuestos a los agentes virales del ambiente, sin embargo existen 

reportes en i a 1 i teratura que consideran específicamente a esta 

prueba ( 9,23 ). 

En base a estos hallazgos suponemos que un 15% de la 

población canina joven, se encuentra en ·atto riesgo de sufrir 

el padecimiento cuando no se utilizan medidas vacunales preventivas. 

En el tercer caso de los animales no vacunados enfermos 

la detección de diferentes niveles de Ac nos permitió suponer 

que con un manejo adecuado del paciente la mortalidad podría 

disminuirse, cuando se determinara en forma tempranera esta 

enfermedad, a fin de implantar una terapia específica. 

Por lo que consideramos que la realización de la técnica 

diagnóstica que se valoró en este trabajo sería muy importante. 

Al parecer los 

lo cual podría 

para comprender 

animales afectados tienden hacia la recuperación, 

aexplicarse con las mismas razones que comentamos 

su respuesta ante la vacuna de panleucopen ia 
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felina. Por lo que consideramos que la detección de estos padecimien­

tos asociados con el cuadro el ínico principal y su tratamiento 

adecuado son determinantes para la recuperación del paciente. 

En general el presente trabajo nos permitió alcanzar 

los objetivos antes propuestos, que aportan un recurso diagnóstico 

importante en la clínica de pequeñas especies. Además nos permitió 

conocer acerca del comportamiento de este virus de gastroenteritis 

can in a que en base a nuestros res u 1 lados suponemos que sufrió 

modificaciones posiblemente por mutaciones, lo que disminuyó 

su potencial patógeno. 

Es deseable el inmunizar a los animales- con virus de 

panleucopenia felina a fin de evitar el riesgo de enfermedad. 

Debido a que los perros que participaron en este trabajo habían 

sido vacunados dos veces con buenos resultados, sugerimos que 

se repita este procedimiento que ya había sido propuesto (1,9). 

Con el ·objeto de asegurar una estimulación adecuada a los sujetos 

ya que esta vacuna fue inicialmente elaborada para felinos. 
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CONCLUSION 

1.- La vacuna de pnleucopenia felina induce la formación 

de Ac contra virus de gastroenteritis canina. 

2.- La mayoría de los sujetos vacunados alcanzan niveles 

de Ac protectivos contra virus de gastroenteritis. 

3.- La prueba de inhibición de la hemoaglutinación permitió 

detectar los niveles de estos ac. 

4.- Un gran porcentaje (85%) de animales sanos no vacunados 

tiene ac que reaccionan con el ag de virus de gastroenteritis. 

5.- La enfermedad muestra un curso que tiende a la recupe­

ración en un 90% de los anirr,ales enfermos, 
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Para el desarrollo de este trabajo fueron ut i 1 izados 60 

perros, perfectamente identificados y clasificados en grupos de 

animales sanos inmunizados, no inmunizados y enfermos, a los 

cuales se les exírajo sangre de la que fue utilizado unicamente 

el suero para el desarrollo de la prueba. 

Estas pruebas fueron realizadas por el método de inhibición 

de la hemoaglutinaclón, utilizando un antlgeno ya preparado 

por la Universidad de Bryan, Texas,EE UU. 

Dicha prueba tuvo como finalidad demostrar la existencia 

de ac específicos contra el virus de Gastroenteritis Canina Parvoviral, 

y se llego a las siguientes conclusiones: 

La vacuna de Panleucopenia felina induce la formación 

de Ac. contra virus de gastroenteritis canina. 

La mayoría de· los sujetos vacunados alcazan niveles 

de Ac. protectivos contra virus de gastroenteritis. 

La prueba de inhibición de ia hemoaglutinación permitió 

detectar los niveles de estos Ac. 

Un gran porcentaje (85%) 1 de animales sanos no vacunados 

tienen Ac. que reaccionan con el Ag. de virus de gastroenteritis. 

La enfermedad muestra un curso que tiende a la recuperación 

en un 90% de los animales enfermos. 
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