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RESUMEN

La parvovirosis canina es una de las enfermedades mas mortales y comunes dentro
de la clinica veterinaria de nuestro medio, por lo cual el diagnéstico de laboratorio
debe constituir un arma fundamental en su control y erradicacion. De otro lado, la
propiedad para aglutinar eritrocitos es una caracteristica estructural y fisiolégica del
parvovirus, que permite evidenciarlo, identificarlo y cuantificarlo mediante ensayos
sencillos. Por esta razon el objetivo principal del presente trabajo fue estandarizar la
prueba de Inhibicién de la Hemaglutinacién para su uso en el diagndstico clinico de la
parvovirosis canina. El estudio se llevo a cabo entre los meses de abril a septiembre
del 2015, en los laboratorios de la Universidad Catoélica de Santa Maria. A partir de
muestras de sangre de 12 caninos, 12 porcinos y 12 aves, en solucién de Alsever;
mediante centrifugacion y lavados sucesivos, se obtuvieron eritrocitos purificados de
cada especie animal; haciendo uso de estos eritrocitos a diferentes concentraciones,
se evaluo su efecto sobre la reaccion de hemaglutinacién. Determinandose que los
eritrocitos porcinos a una concentracion de 1.2% producian los mejores titulos
hemaglutinantes (mediana de 0.78 UAP), seguidos de los eritrocitos caninos al 0,5%
(mediana de 50 UAP) y en ultimo lugar los eritrocitos aviares debido a su nula
actividad (100 UAP). Una vez determinados los parametros ideales para la
hemaglutinacion (especie animal donante de eritrocitos y concentracion de eritrocitos),
se procedi6é a determinar la eficiencia de la Hemaglutinacion directa (HA) y de la
Inhibicién de la hemaglutinacion (HI); para ello se extrajeron muestras de suero
sanguineo y suspensiones fecales (mediante hisopado anal y suspensién del hisopo
en 2 ml de buffer fosfato salino) de 10 caninos sanos y de 10 caninos enfermos a los
cuales antes se les realizdé una prueba inmunocromatografica (IC), para confirmar su
positividad a parvovirus canino. Las muestras de heces fueron evaluadas mediante la
prueba de hemaglutinacién directa y las muestras de suero sanguineo mediante la
prueba de Inhibicion de la hemaglutinacion. Los resultados obtenidos muestran una
eficiencia del 80% para la prueba HA, y una eficiencia del 100% para la prueba Hl,
todo ello en funcién a la prueba de referencia la IC, lo cual demuestra que la técnica
de HI puede ser utilizada como una prueba diagnostica de rutina, siendo igual de
valida que la IC.

Palabras Clave: Parvovirus canino, Eritrocitos, Prueba de Hemaglutinacion, Prueba

de la Inhibicién de la Hemaglutinacién, Inmunocromatografia.
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SUMMARY

The canine parvovirus is one of the most mortal diseases and common in the
veterinary clinic of our environment, that's why the laboratory diagnostic must be a
fundamental weapon in its control and eradication. On the other hand, the property to
agglutinate erythrocytes is a structural and physiologic characteristic of parvovirus that
allows to reveal, identify and to quantify it through simple trials. For this reason the
main objective of the present elaboration was to standardize the inhibition test of the
Hemagglutination for its use on the clinical diagnostic of the canine parvovirus. The
study was made between April and September of 2015, in the "Catdlica de Santa
Maria" university laboratories. From blood samples of 12 canines, 12 swines y 12
fowls, in Alsever solution; by centrifugation y successive washes, purified erythrocytes
were obtained from each animal species; making use of these erythrocytes in different
concentrations, the effect on the reaction of hemagglutination was evaluated. It was
determined that the swine erythrocytes in a 1.2% concentration produced the best
hemagglutinating titles (median 0.78 UAP), followed by the canine erythrocytes in a
0.5% (median 50 UAP) and in the last place the avian erythrocytes because of his not
activity (100 UAP). Once the ideal parameters were determined for the
hemagglutination  (donor animal species of erythrocytes and erythrocytes
concentration), the efficiency of the direct hemagglutination (HA) and the
hemagglutination inhibition (HI) were determined; in order to do this blood serum
samples and fecal suspensions were extracted (through anal swab and hyssop
suspension in 2 ml of saline phosphate buffer) of 10 healthy canines and 10 sick
canines, to which an immunochromatographic test (IC) was realized before, in order to
confirm its positivity to canine parvovirus. The fecal samples were evaluated through
the direct hemagglutination and the blood serum through the hemagglutination
inhibition test. The obtained results show and 80% efficiency for the HA test, and a
100% efficiency for the HI test, all of this based in the reference test to IC, which shows
that the HI technique can be used as a diagnostic test of routine, being as valid as the
IC.

Key Worlds: Canine Parvovirus (CPV), Erythrocytes (RBC), Haemagglutination Assay
(HA), Haemagglutination Inhibition Assay (HI), Immunochromatography (IC).
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. INTRODUCCION

1.1. Enunciado del problema

“Estandarizacion de la técnica de inhibicion de la hemaglutinacion aplicada al

diagndstico de parvovirus canino (CPV), Arequipa - 2015”

1.2. Descripcion del problema

Al mantener un perro en el hogar, este se convierte en un miembro mas de la
familia, en una mascota que necesita cuidados afectivos y médicos. (Hurtado,
2012).

Los caninos son susceptibles a multiples agentes que afectan su estado de
salud, para esto es necesario tener en cuenta las enfermedades mas comunes
en el medio, como los son las enfermedades gastrointestinales causados por

agentes bacterianos, virales y parasitarios. (Sosa, 2009).

El parvovirus canino es una de las causas mas importantes de mortalidad en
cachorros. (Ruiz et al 2007). Es altamente contagiosa. Tiendo dos
presentaciones: la forma gastrointestinal que es la mas comun y la cardiaca en
cachorros menores de 4 semanas que es menos frecuente. Los signos clinicos
mas sobresalientes son: Anorexia, depresion, disnea, seguidos de vomito y
diarrea con frecuencia sanguinolenta, fiebre y leucopenia. (Juarez, 2011).

Actualmente, el diagnéstico de la parvovirosis canina en nuestra ciudad, se
basa solo en la anamnesis, la exploracion clinica y la hematologia, las cuales
brindan solo aproximaciones o diagnoésticos tardios de la enfermedad. En
algunas clinicas, se hace uso de las técnicas inmunocromatograficas, las
cuales brindan un diagnostico rapido y definitivo, sin embargo, debido al
elevado costo de dichas pruebas, son muy poco utilizadas.
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1.3. Justificacion del trabajo

1.3.1. Aspecto general

El desarrollo del presente trabajo de investigacion permitird a los médicos
veterinarios de practica en pequefios animales, contar con una prueba
econdmica, de facil realizacion y rapida interpretacion que pueda ser utilizada
como una herramienta de apoyo al diagnostico en casos de sospecha de
infeccion por parvovirus canino. La prueba de inhibicion de la hemaglutinacion
puede ser implementada en cualquier laboratorio con un minimo de

requerimientos y sin la necesidad de equipos complejos y costosos.
1.3.2. Aspecto tecnologico

La técnica de inhibicion de la hemaglutinacién es utilizada para el diagndstico
de varias enfermedades en animales, sin embargo en caninos su uso es muy
limitado. Con el presente estudio se pretende estandarizar el método para su

uso en el diagndstico de parvovirus canino.

Ademas de tener mayor especificidad y sensibilidad que los métodos
inmunocromatograficos utilizados actualmente, la validacion de la prueba de
Inhibicion de la Hemaglutinacion podria ayudar a los médicos veterinarios, al

uso de nuevas técnicas de diagnéstico en nuestra localidad.

1.3.3. Aspecta social

Las enfermedades virales en caninos como en otros animales son de
pronéstico dudoso o reservado siendo su tratamiento solo de soporte y
paliativo. Considerando que la parvovirosis canina es una enfermedad
relevante en nuestro medio, y que su diagndstico muchas veces lleva a la
recomendacion de la eutanasia del animal es necesario que el diagndéstico sea

lo mas certero posible.

La aplicacién de la Inhibicién de la Hemaglutinacion puede brindar diagnésticos

tempranos, y permitir que el propietario tenga conciencia sobre el prondstico de
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la enfermedad de su mascota, asi como prever las complicaciones de la

misma, mejorando la calidad de vida del animal.

1.3.4. Aspecto econémico

El uso y manejo de la Inhibicion de la Hemaglutinacién significara una
reduccion directa en el costo del diagnostico y terapéutica de los animales.
Ademas esta técnica puede constituir un factor importante para los centros de
atencién veterinaria de pequefios animales y para los laboratorios veterinarios
en general, ya que generaria otro servicio mas representando un ingreso

adicional.

1.3.5. Importancia del trabajo

En la practica médica diaria de las diversas clinicas veterinarias locales, la
parvovirosis canina constituye una de las enfermedades infecciosas mas
frecuentes y letales de los perros. El diagnéstico correcto, resulta esencial en la
resolucion de la enfermedad ya que este permite el establecimiento temprano
de la terapéutica adecuada, aumentando enormemente las posibilidades de
supervivencia del animal. Por lo cual la presente investigacion busca contribuir
con sus resultados a la estandarizaciéon de un método de diagndstico confiable,
econdmico y seguro. Que podria permitir el tratamiento oportuno y la
recuperacion de muchos animales. Ademas de reducir los costos en el

diagndstico y terapéutica del animal enfermo.
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1.4. Objetivos

1.4.1. Objetivo general

» Estandarizar la prueba de inhibicion de la hemoaglutinaciéon

para el diagndstico de parvovirosis canina.

1.4.2. Objetivos especificos

= Determinar la especie animal cuyos eritrocitos, sean los mas
eficientes para la realizacién de la prueba de hemaglutinacion.

= Determinar el adecuado porcentaje de eritrocitos para la
prueba de hemaglutinacion.

= Determinar nivel de eficiencia de la Hemoaglutinacién Directa
mediante la  comparacibn  con la  prueba de
Inmunocromatografia.

= Determinar nivel de eficiencia de la prueba de Inhibicién de la
Hemoaglutinacién mediante la comparacion con la prueba de
Inmunocromatografia.

= Correlacionar la eficiencia de la prueba de inhibicion de la
hemaglutinacion  serologica frente a la prueba de
hemaglutinacion con muestra de suspension fecal.

1.5. Planteamiento de la hipotesis

Dado que el virus de la parvovirosis canina posee hemaglutininas en su
estructura, las cuales segun las investigaciones bioldgicas, tienen un efecto
aglutinante sobre los glébulos rojos, ES PROBABLE que la prueba de
inhibicibn de la hemaglutinacion pueda ser utilizada para demostrar la
presencia de este virus en animales infectados con esta enfermedad.
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MARCO TEORICO
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. MARCO TEORICO O CONCEPTUAL

2.1. Analisis bibliografico
GENERALIDADES

2.1.1. EL PERRO

El perro es el animal de compafia mas antiguo del ser humano. Ninguna otra
criatura vive tan cercana a nosotros ni se ha adaptado de una forma tan 6ptima

a nuestras propias circunstancias vitales. (Schoning, 2008).

a. Origen del perro.

El perro doméstico procede muy probablemente del lobo (Canis lupus). Esta
hipotesis esta basada en estudios sobre la morfologia, el comportamiento y la
genética de ambas especies. De hecho, el parecido entre el perro y el lobo es
tan marcado que en 1993 se propuso que el perro deberia considerarse una
subespecie del lobo y, por lo tanto, su nombre cientifico deberia ser Canis
lupus familiaris. A pesar de ello, lo cierto es que la mayoria de autores siguen

usando el nombre cientifico original, es decir, Canis familiaris. (Manteca, 2002).

Es dificil establecer con precision la antigiiedad del perro. Por un lado, los
restos de perro mas antiguos encontrados hasta el momento datan de unos
14.000 afos atras. Estos restos - concretamente una mandibula - fueron
encontrados en una tumba paleolitica en Oberkassel, Alemania. Por otra parte,
algunos autores sugieren un origen mucho méas antiguo y opinan que el perro
se separé del lobo en términos evolutivos hace unos 135.000 afios
aproximadamente. Esta hip6tesis esta basada en los resultados que se han
obtenido a partir de estudios sobre la genética molecular de los canidos. Es
importante tener en cuenta, no obstante, que no todos los cientificos aceptan
esta hipotesis y algunos afirman que se trata de una interpretacion un tanto

aventurada. (Manteca, 2002).
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b. Descripcion del perro.

El perro esta incluido en el Orden Carnivora. Sus dentaduras estan constituidas
por dientes, incisivos, caninos y molares utilizados para cortar, arrancar y
triturar. Sus patas delanteras estan provistas de cinco dedos, las posteriores de
cuatro, y cada uno de los dedos provistos de ufias solidas pero cortantes, bien
diferenciadas de las ufas retractiles de los felinos. El tiempo de gestacion es
de aproximadamente 62 dias. Y los cachorros al nacer son dependientes de su
madre, ya que poseen los 0jos y oidos cerrados y son incapaces de caminar.
(Taragano de Azar, 2000).

c. Clasificacion Taxondmica.

Haciendo uso de la sistematica presentada por Lépez (2010), se puede

clasificar al perro domestico de la siguiente manera:

Clase: Mammalia
Subclase: Theria
Infraclase: Eutheria
Orden: Carnivora
Suborden: Fissipedia
Familia: Canidae
Género: Canis

Especie: Canis familiaris Linneaus, 1758

2.1.2. PARVOVIROSIS CANINA

La Parvovirosis Canina, es una enfermedad causada por un virus, que afecta
principalmente el sistema digestivo de los caninos, provocando diarrea
sanguinolenta, voémitos y deshidratacién, en ocasiones con resultados fatales.
Se conoce también como diarrea hemorragica canina, gastroenteritis viral
hemorragica, diarrea con sangre canina y virus diminuto de los caninos.
(Hurtado, 2012).
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a. Agente etioldgico

Los parvovirus carecen de envoltura, tienen simetria icosaédrica y son de
pequefio tamafio (del latin parvus, pequefio), con un diametro que oscila entre
18 a 26 nm. Ademas poseen un genoma de DNA lineal de hebra sencilla y
requieren ceélulas en divisién rapida para replicarse. (Biberstein y Zee, 1994;
Greene, 2000; Quinn et al, 2005).

Existen dos tipos de parvovirus que afectan a los perros. El parvovirus canino
tipo 1 (CPV-1) un virus relativamente apatdgeno; y el parvovirus canino tipo 2
(CPV-2) responsable de la enteritis por parvovirus clasica. (Nelson y Couto,
2010). De este ultimo, se reconocen dos variantes patdgenas, los tipos 2a 'y 2b,
siendo la variante 2b la cepa que mas a menudo infecta a los perros. En gatos
del sudoeste asiatico se ha observado recientemente una tercera variante, el
tipo 2c. (Ettinger y Feldman, 2007).

Los parvovirus son extremadamente resistentes y se sabe que persisten en
objetos inanimados, como ropa, vasijas para alimento y pisos de jaulas,
durante cinco meses o mas. Los desinfectantes mas comunes no inactivan el
CPV. Pero una excepcion notable es el hipoclorito de sodio, sin embargo, la

exposicion debe ser prolongada. (Greene, 2000).

b. Epidemiologia

La infeccidn por parvovirus canino aparecio a finales de los afios 70 como una
enfermedad mundial de los perros con una elevada morbilidad y mortalidad
(Quinn et al, 2005). Todos los miembros de la familia Canidae (coyotes, perros,
zorros, chacales y lobos) son susceptibles al CPV. El periodo de incubacién
varia entre 3 y 8 dias; pero los tipos actuales 2a y 2b tienen periodos mas
cortos de entre 3 a 5 dias. (GOmez y Guida, 2010). Es posible observar enteritis
aguda por CPV-2 en perros de cualquier raza, edad o sexo. No obstante, al
parecer tienen mayor riesgo los cachorros entre seis semanas y seis meses de
edad y de las razas rottweiler, doberman pinscher, cobrador, labrador, terrier

Staffordshire americano, pastor aleman y tirador de Alaska. (Greene, 2000).
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c. Patogenia

Tras la exposicion, el CPV se replica en las células linfoides de la orofaringe,
ganglios linfaticos mesentéricos y timo; a continuacion, al cabo de 3 a 5 dias se
disemina por via hematdgena a las células de las criptas del intestino delgado y
las células epiteliales de la cavidad oral, lengua y esodfago. Los 6rganos
linfoides, pulmones, higado, rilones, medula ésea y, en animales muy jovenes,
las células del miocardio también llegan a infectarse. La excrecion del virus
comienza al poco de la infeccibn de las células epiteliales intestinales y
habitualmente dura de 1 a 2 semanas. En el intestino, la necrosis de las células
de la cripta infectada lleva al colapso de las vellosidades y a la perdida de la
integridad del epitelio intestinal. La diarrea hemorrégica, que es caracteristica
de la enfermedad clinica, se debe a una combinacion del aumento de la
permeabilidad intestinal y a una menor asimilacién por alteracion de la funcion
de la mucosa. La degradacion de la barrera epitelial intestinal predispone a la
translocacion de las bacterias intestinales y a la absorciébn de endotoxinas
bacterianas a la circulacion sistémica. La translocaciéon de bacterias y
endotoxinas puede producir bacteriemia sistémica y sindrome de respuesta
inflamatoria sistémica, coagulacién intravascular diseminada (CID) y muerte.
(Ettinger y Feldman, 2007).

Ademas la deshidrataciéon a consecuencia de las alteraciones causadas por el
parvovirus, ocasiona un desbalance electrolitico, el cual repercute en la
relacion de los iones de sodio y potasio causando un shock cardiovascular en

el animal. (Juarez, 2011).

d. Signos Clinicos

La infeccion por CPV-2 se ha relacionado con dos tejidos principales: Tubo
gastrointestinal (Gl) y miocardio. (Greene, 2000). En la enteritis parvoviral, los
signos pueden variar, pero por lo comun, se presenta un inicio agudo con
anorexia, depresion, fiebre, vémitos y diarrea mucosa o sanguinolenta. La
hematoquecia es variable, pero se manifiesta en mas del 50% de los casos. La
fiebre es comun y puede superar los 41°C en los cachorros. (Gomez y Guida,
2010).
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El CPV causa destruccion de las células madres mieloides y eritroides, pero
esto tiene poco efecto por la larga vida de los eritrocitos; sin embargo, puede
ocurrir anemia como resultado de la profusa pérdida de sangre del intestino.
Una leucopenia variable, con linfopenia relativamente marcada, es comudn a los
4-6 dias post-infeccion, pero es transitoria. (Gomez y Guida, 2010). Las
consecuencias hematolégicas menos constantes de la enteritis parvoviral

incluyen trombocitopenia e hipoproteinemia. (Bonagura, 2001).

Alternativamente, en cachorros menores de 8 semanas de edad puede
aparecer una miocarditis (aunque hoy en dia, los casos son muy raros). Los
perros afectados aparecen muertos o0 mueren después de un breve episodio de

incomodidad o disnea. (Schaer, 2006).

e. Lesiones

Las lesiones macroscépicas de la infeccion por parvovirus canino generalmente
se encuentran en el yeyuno y en el ileon. Existe engrosamiento de la pared
intestinal junto con congestion y hemorragia subserosa. Es corriente el
aumento de tamafo y el edema de los ganglios linfaticos mesentéricos. En la
miocarditis por parvovirus, la principal lesién se encuentra en el miocardio, el
cual presenta estrias palidas. Con frecuencia existe edema pulmonar

acompafado de edema perivascular. (Biberstein y Zee, 1994).

Las lesiones microscépicas en el intestino delgado, consisten en necrosis del
epitelio de las criptas y atrofia de las vellosidades del epitelio. Es posible
observar cuerpos de inclusion viral intranucleares en estas células epiteliales y
en la totalidad de los epitelios escamosos del tubo Gl superior. Es corriente la
lisis de los linfocitos en la corteza del timo y en los centros germinales de los
ganglios linfaticos que origina el agotamiento de estas células. En la forma que
cursa con micarditis, el miocardio correspondiente a los ventriculos presenta
destruccion de miofibrillas, necrosis focal de las mismas e infiltracion de células

mononucleares. (Biberstein y Zee, 1994; Greene, 2000).
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f. Diagnostico

El diagnostico primario de la enfermedad lo realiza el veterinario mediante la
observacion de los signos clinicos que el animal presenta. Debido a que los
sintomas de la parvovirosis también pueden ser producidos por otros
patdogenos, se requiere de examenes de laboratorio para su diagnostico

especifico. (Sosa, 2009).

Dentro de los examenes de laboratorio utilizados para el diagndstico de
parvovirus canino se encuentra la microscopia electronica (ME) directa a partir
de muestras fecales. En general, se trata de una técnica costosa y que requiere
equipamientos y manejo especiales. (Sosa, 2009).

La inmunocromatografia (IC) es otro método de diagnéstico utilizado por su
simple y rapido procedimiento. Esta técnica puede ser realizada tanto por
veterinarios como por propietarios de animales. Sin embargo, se requiere
grandes cantidades de antigeno viral para que se produzca una sefal
claramente visible por lo que los resultados pueden ser afectados por la

subjetividad del operador (Sosa, 2009).

La prueba de ELISA también es un método rapido y eficaz de diagnostico, y
puede realizarse de manera agil y relativamente economica por personal
veterinario. Esta metodologia permite ademés detectar anticuerpos IgM
especificos para CPV-2, los cuales aparecen en las etapas tempranas de la
infeccion y desaparecen entre las dos y tres semanas después de la misma
(Sosa, 2009).

Debido a que los parvovirus presentan la propiedad de union a acido sialico
(SA), la prueba de hemaglutinacién (HA) e inhibicion de la hemaglutinaciéon (HI)
se puede utilizar como método de diagndstico. Este es un método simple y
rapido para detectar el virus en materia fecal y en muestras de tejidos. (Sosa,
20009).
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Por otro lado, también puede realizarse aislamiento viral (VI) utilizando varias
lineas celulares de origen felino y canino. Esta metodologia es mas sensible
que las técnicas de ELISA, IC o HA-HI, aunque es poco utilizada como técnica
de diagndstico ya que se requiere como minimo una semana para obtenerse el

resultado y sélo puede realizarse en laboratorios especializados. (Sosa, 2009).

En la actualidad, la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es una de las
metodologias mas utilizadas como diagnostico molecular, permitiendo la rapida
generacion in vitro de millones de copias idénticas de la secuencia de DNA
blanco. Se trata de una técnica altamente sensible ya que requiere unas pocas
moléculas del DNA de interés para comenzar con la amplificacion. Asimismo,

presenta una gran especificidad. (Sosa, 2009).

g. Tratamiento y prevencion

No existe tratamiento especifico para el parvovirus canino, se realiza en base a
los signos clinicos, basado primeramente en contrarrestar la deshidratacion, el
desequilibrio electrolitico, la invasion bacteriana, el vomito y la diarrea intensa.
La clave es prevenir el choque hipovolémico, endotdxico y neurogénico
(Juéarez, 2011).

Para prevenir las infecciones por parvovirus es esencial la inmunizacion
rutinaria. Deben iniciarse las vacunaciones a las seis a ocho semanas de edad
con refuerzos cada tres o cuatro semanas hasta que el animal llegue a las 16

semanas de edad cuando menos. (Bonagura, 2001).

2.1.3. LA SANGRE

La sangre es un tejido conjuntivo liquido que circula a través del aparato
cardiovascular, estd compuesta por células y sus derivados y un liquido con
proteinas abundantes llamado plasma. (Ross y Pawlina, 2008). El corazén
bombea la sangre a través de los vasos del sistema circulatorio para distribuir

nutrientes, moléculas de sefalizacion, electrolitos, y oxigeno a las células del
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organismo, asi como retirar de estas sustancias de desecho y dioxido de

carbono que seran eliminados por diversos organos. (Gartner y Hiatt, 2011).

a. El plasmay suero sanguineo

La composicion del plasma sanguineo es compleja en extremo y refleja
muchas funciones de la sangre. Las proteinas plasmaticas son los
constituyentes solidos mas abundantes (albumina, fibrinbgeno y globulinas).
(Ruckebusch et al 1994; Reece, 2004). Ademas el contenido proteico del
plasma de las aves, es mas bien menor que el de los mamiferos. (Fernan-
Zegarra, 2010).

Si la sangre se extrae del cuerpo y se deja coagular se convierte en una masa
gelatinosa. Tras producirse la coagulacion, el coagulo se retrae expulsando un
liquido claro y acuoso denominado suero. El suero es similar al plasma en todo
excepto en que no contiene fibrinbgeno ni otros factores de coagulacion.
(Reece, 2004).

b. Células sanguineas

Las células sanguineas y sus derivados incluyen: eritrocitos, también conocidos
como hematies o globulos rojos; leucocitos, también llamados globulos
blancos; y trombocitos, también conocidos como plaquetas. (Ross y Pawlina,
2008).

c. Caracteristicas de los eritrocitos animales

En los mamiferos los eritrocitos tienen forma de disco biconcavo, con una zona
central péalida. A excepcion de los camélidos y ciervos, que presentan forma
eliptica. Por el contrario, los glébulos rojos de las aves y de los animales de
sangre fria (peces, anfibios y reptiles) son elipticos, tienen nucleo y son
biconvexos. (Perez, 2002; Reece, 2004; Fernan-Zegarra, 2010).

El diametro de los eritrocitos varia en funcién de la especie y estado nutricional.
Siendo 7 u para el perro; 5,7 p para el cerdo; y 11,2 u en la gallina. La duracién
de la vida de los eritrocitos en el perro oscila de 110 a 122 dias, 67 dias en
promedio en el cerdo y 20 dias en el pollo. (Garcia et al 1996; Reece, 2004.).
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2.1.4. HEMAGLUTINACION

Algunos virus poseen proteinas en sus superficies capaces de aglutinar a
eritrocitos de ciertas especies. (Balmaseda et al, 2002). Este fendmeno,
conocido como “Hemaglutinacién” (HA), fue descrito por primera vez por Hirst

en 1941, quien lo analiz6 en el virus de la influenza. (Fenner et al, 1992).

Los virus de varias familias, como la Orthomyxoviridae, Paramyxoviridae,
Adenoviridae, Parvoviridae y Togaviridae, pueden producir la hemaglutinacion.
Esta propiedad se debe a que las glucoproteinas viricas (hemaglutininas) se
unen a los receptores situados sobre los eritrocitos que contienen &cido
neuraminico (también llamado NANA o &cido sialico). Debido a que los
eritrocitos cuentan con muchas glucoproteinas de membrana con este acido,
un exceso de particulas virales cubre las células y hace que se agreguen.
(Quinn et al, 2005; Nelson y Cox, 2006; Ryan et al, 2011).

Ademas del fenémeno de hemaglutinacion, las hemaglutininas son
responsables de la fijacion del virus a las células, paso esencial para su

penetracion y replicacion. (Pumarola et al, 1999).

La hemaglutinacion por el virus influenza y los paramixovirus se complica,
debido a que los viriones presentan una enzima, la neuraminidasa que
destruye los receptores glicoproteicos de la superficie de los eritrocitos (por
eliminacion del acido neuraminico terminal) permitiendo la elucién (disociacion)
de los virus, a menos que la prueba se efectué a temperatura ambiente o a una

temperatura inferior. (Fenner et al, 1992).

La hemaglutinacion se puede utilizar para estimar el volumen de particulas
virales en una muestra que contiene virus. Se mezclan muestras de diluciones
seriadas de la preparacion del virus con una cantidad constante de eritrocitos y
se permite que la muestra se asiente en un tubo de ensayo. Los glébulos rojos
se precipitan al fondo y forman una capa delgada y dispersa. Si hay una
cantidad insuficiente del virus para aglutinar los eritrocitos, se asientan al fondo

del tubo y forman un boton comprimido. La diferencia se evallua con facilidad a
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simple vista y el punto final de la aglutinacion se utiliza como medida relativa de

la concentracion de virus dentro de la muestra. (Ryan et al, 2011).

2.1.5. INHIBICION DE LA HEMAGLUTINACION

La Inhibicién de la hemaglutinacion (HI) es una prueba que se fundamenta en
el bloqueo de las proteinas virales hemaglutinantes por anticuerpos
especificos. Cuando se enfrenta un virus conocido a un suero problema, los
anticuerpos se unen impidiendo la hemaglutinacion viral provocando la HI.
(Berois et al, 2011).

Esta técnica es utilizada para tipificar (identificar) virus con capacidad
hemaglutinante presentes en una muestra dada. Para realizarla es necesario e
imprescindible haber realizado previamente la titulacion del virus mediante la

técnica de hemaglutinacién. (Berois et al, 2011).

El suero puede contener inhibidores no especificos de la hemaglutinacién
(mucoproteinas), los cuales deben ser removidos por tratamiento de los sueros
con la enzima destructora de receptores (EDR), peryodato de potasio, caolin o
por inactivacion a 56°C durante 30 minutos antes de realizar la técnica. Si estos
inhibidores inespecificos no son removidos se obtendran resultados falsos
positivos. (Cuello y Rosado, 2014).

Ademas el suero también puede contener aglutininas no especificas
(substancias que imitan la actividad del virus, interfiriendo con la prueba). Estas
hemaglutininas pueden ser removidas por adsorcion de los sueros con los
eritrocitos que seran usados en la prueba. La no eliminaciéon o no tratamiento
de sueros con los eritrocitos nos podria producir resultados falsos negativos.
(Cuello y Rosado, 2014).

Para valorar anticuerpos mediante la prueba de HI se necesita un determinado
tipo de eritrocitos, una cantidad de virus conocida (generalmente 4 unidades
hemaglutinantes), un suero que se sabe que es positivo y otro que se sabe que
es negativo, y una serie de diluciones dobles del suero problema. (Bibersteiny
Zee, 1994).
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Las pruebas de inhibiciéon de la hemaglutinaciéon son sensibles y especificas,
ademas de sencillas, baratas y rapidas. Por lo cual han sido histéricamente las

técnicas de eleccion para la identificacion de virus hemaglutinantes (Fenner et

al, 1992; Cuello y Rosado, 2014).
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2.2. Antecedentes de investigacion

Mogollén G. 1981. “Parvovirosis canina en Colombia: aislamiento y
serologia”.

Con el propésito de demostrar la presencia parvovirosis como la entidad
patologica causante de un brote presentado en Colombia; se estudiaron 50
caninos de la Sabana de Bogotd sospechosos de padecer la enfermedad,
mediante varias pruebas de laboratorio. Se confirmé la enfermedad en un 88%
de ellos. Se utilizaron pruebas de hemaglutinacion con heces-inhibicion
especifica, inhibicion de la hemaglutinacion sérica, inmunofluorescencia
directa, microscopia electrénica y cultivos celulares, las cuales permitieron
comprobar la presencia de la enfermedad. 25 animales aparentemente sanos
utilizados como testigos no presentaron positividad alguna a ninguna de las
pruebas. Suero de personas expuestas al virus no mostraron presencia de
anticuerpos especificos. La forma miocardica del parvovirus canino no fue

demostrada en el estudio.

Carman, P. S. 1984. “The Seroprevalence of Canine Parvovirus-2 in a
Selected Sample of the Canine Population in Ontario”.

Evalud la prevalencia de parvovirus canino tipo 2 (CPV-2) en lo perros que se
presentaron en la clinica de la facultad de veterinaria de Ontario, Canad4, entre
1970 y 1980, mediante la técnica de inhibicion de la hemaglutinacion.
Encontrando que durante el periodo entre 1976 y 1977, no se detectaron
anticuerpos en los sueros de los caninos. Fue a finales de 1978 que los
anticuerpos se generalizaron en la poblacion de canes y en 1980 se lleg6 a un
31,2% de prevalencia. Evaluando los registros clinicos se sugiri6 que la

mayoria de las infecciones habian sido subclinicas.

Senda, M. 1988. “Canine Parvovirus: Strain Difference in
Haemagglutination Activity and Antigenicity”.

En su estudio compar6 la actividad hemaglutinante y antigénica del parvovirus
canino (cepas: Cp49, 29-F, Sp-80 y Y-1), con el virus de la panleucopenia
felina (cepas: TU1 y Obihiro) y el virus de la enteritis del vison (cepa: Abashiri).
Ademas evaluo la actividad hemaglutinante de eritrocitos de ocho especies de
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animales diferentes. Las cepas de parvovirus canino (CPV) fueron divididos en
dos tipos por la actividad hemaglutinante. Las cepas Cp49 y 29-F, el virus de la
panleucopenia felina (FPLV) y virus de la enteritis del vison (MEV) se
mostraron dependientes de la temperatura, mientras que las cepas Sp-80y Y-1
mostraron actividad hemaglutinante independiente de la temperatura. Los
resultados de una prueba de inhibicion cruzada hemaglutinante utilizando
sueros de ratas inmunizadas sugirieron que los dos tipos de CPV dependientes
de la temperatura fueron antigénicamente similares al FPLV y MEV mientras
que los que muestran independiente de la temperatura, no lo fueron. Esta
diferencia antigénica entre los dos tipos se confirmd por una prueba de
inhibicion de la hemaglutinacion con anticuerpos monoclonales. El estudio
cronoldgico revel6 que el CPV aislado de afios anteriores tenia actividad de
hemaglutinante y antigenicidad similares a los de FPLV y MEV, mientras que
los CPV corrientes aislados no lo poseian. Habia algunos aislados
excepcionales que tenian antigenicidad similar a FPLV y MEV pero diferente
actividad hemaglutinante. Estos resultados sugieren que la hemaglutinina del
CPV se ha alterado de una forma parecida a la de FPLV a una estructura algo

diferente, durante el paso en perros en la naturaleza.

Gorski, J. 1993. “Requirements for Haemagglutination Inhibition test for
diagnosis of Parvovirus Infections of Carnivores.”

Evalué 19 sueros colectados de perros mediante el test de inhibicion de la
hemaglutinacion (HI) y el test de seroneutralizacién (SN) con parvovirus canino
atenuado. Los resultados obtenidos fueron consistentes sélo para sueros
inactivados a 56 °C durante 30 minutos y absorbidos con una suspension de
caolin al 25%. Los inhibidores no especificos de la hemaglutinacion no se
eliminaron por la inactivacién por calor, la absorcion con eritrocitos porcinos, ni
mediante la adicion a la muestra de suero de 20 ug de caolin en sustancia. Se
analizd también un total de 255 muestras de sueros de zorro azul (Alopex
lagopus) por HI con parvovirus canino y felino (CPV y FPLV). Los sueros se
absorbieron bien con la suspensién de caolin al 25% o la inactivacion por calor.
El porcentaje de titulo positivo en las pruebas de sueros con CPV fue similar
cuando se prob6 con FPLV, pero diferia dependiendo del método de
preparacion de suero para la prueba. 95% de los resultados positivos se
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observaron cuando se usaron sueros no absorbidos, mientras que 45% de
resultados positivos se observaron cuando los sueros fueron absorbidos. Esta
diferencia fue estadisticamente significativa.

Ariza-Pinzon, S. 2003. “Correlation between ELISA and latex agglutination
tests for diagnosis of canine parvovirus.”

Evalu6 125 muestras de suero procedentes de perros con sintomas de
gastroenteritis hemorragica, que se presentaron en 4 clinicas veterinarias de la
ciudad de Bogota, Colombia, durante los meses de Octubre del 2001 a Febrero
del 2002, mediante las técnicas de Hemaglutinacién, inhibicion de la
hemaglutinacion, aglutinacion en latex y ELISA. Determinando que los métodos
diagnésticos mas econdmicos, sensibles y especificos, frente la prueba de

referencia (ELISA) eran la hemaglutinacion y la aglutinacion en latex.

Khan, M. 2006. “Isolation and Characterization of Canine Parvovirus”.

Realiz6 un estudio para aislar y caracterizar el parvovirus canino. Utilizando
300 muestras fecales de perros con sospecha de parvovirosis y raspaduras de
tejido intestinal de los perros que murieron de esta enfermedad. La presencia
del virus en las muestras se confirmé y se cuantificd utilizando la prueba de
hemaglutinacion (HA). Los casos se registraron y clasificaron en funcion de la
edad, la raza, la temporada y el sexo. Mas casos (47%) se observaron en el
grupo de 0 a 2 meses de edad, el pastor aleman (de Alsacia) era la raza mas
propensa (84%), el ndmero maximo de casos (61%) se registré en la
temporada humeda caliente durante los meses de julio a septiembre y los
machos estaban en mayor riesgo (85%) que las hembras. La caracterizacion
serolégica del virus de campo se realiz6 mediante la prueba de inhibicién de la
hemoaglutinacion (HI) utilizando anticuerpos anti-CPV obtenidos en conejos.
Por otra parte, se estudié también el efecto de diversos factores fisico-quimicos
como el tiempo de almacenamiento (0, 15, 30 y 45 dias) y temperaturas (25 °C,
+4°C, -10°C y -196°C), pH (3-9) y productos quimicos (antibioticos
estreptomicina, penicilina, gentamicina y nistatina; azida de sodio vy
formaldehido) en el potencial de hemaglutinacion del virus utilizando eritrocitos
de varias especies de animales (pollo, conejo, perro, gato y mono). El estudio
dilucido que el titulo de virus en las heces después de la aparicién de la
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enfermedad podria ser Gtil en el prondstico de la recuperacion o la muerte del
perro infectado. Y finalmente los eritrocitos de pollo demostraron ser una buena
fuente de eritrocitos en las pruebas de HA y HI. Por otra parte, los eritrocitos de
pollo mostraron aglutinacion temprana (dentro de 25 min) mientras que los
eritrocitos de los otros animales (conejo, mono, perro y gato) demoraron mas

tiempo (1h) para exhibir la aglutinacion.

Savié-Jevdeni¢, S. 2006.” Diagnostic Methods for Canine Parvovirus”.

Estudio la eficacia de diferentes métodos de laboratorio para el diagndéstico de
la infecciobn por parvovirus en los perros. Después de haber inducido una
infeccién experimental en 12 cachorros, procedi6 a la observacion clinica diaria
de los perros afectados, y la deteccion del virus se realiz6 mediante
Inmunocromatografia y la prueba de hemaglutinacion, ademas se aplicé la
Inmunofluorescencia para la deteccion del virus en el epitelio intestinal. Todos
los animales afectados murieron. Los sintomas observados en los perros
afectados incluyeron apatia, pérdida de apetito, vomitos, deshidratacion y
profusa, diarrea hemorragica. La Inmunocromatografia y Hemaglutinacion
confirmaron la presencia del virus en las heces un dia después de la
manifestacion de los sintomas clinicos en 100% de los perros afectados. El dia
2 se detecto el virus en 85% y 53% de los animales enfermos por los métodos
de la Hemaglutinacion y la Inmunocromatografia, respectivamente. Antes de la
muerte, el virus fue detectado por hemaglutinacion e Inmunocromatografia en
el 61% y el 15% de los perros, respectivamente. Ensayo de
Inmunofluorescencia revel6 la presencia del virus en muestras de tejido de

intestino delgado en todos los animales infectados.

Strottmann, D. M. 2008. “Diagnéstico e estudo sorolégico da infecgéo
pelo parvovirus canino em cdes de Passo Fundo, Rio Grande do Sul,
Brasil”.

Utilizé, la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y el ensayo de
hemaglutinacion (HA) para detectar el parvovirus canino (CPV) en las heces de
los perros con gastroenteritis. La inhibicibn de la hemaglutinacion (HI) para
determinar la prevalencia de anticuerpos anti-CPV en una poblacion de perros

no vacunados, y ademas un suero hiperinmune para investigar la variabilidad
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fenotipica entre una cepa de vacuna y aislados de campo del CPV. Treinta
muestras fecales obtenidas de perros con diarrea fueron sometidas a PCR y
HA, y 185 muestras de suero fueron sometidas a HI para detectar anticuerpos
anti-CPV. Teniendo en cuenta solo las muestras con la actividad de HA a
diluciones superiores a 1:64 como positivas, el CPV se detectd en 9 (30%) de
las muestras fecales; 9 (30%) muestras de heces que tenian actividad HA en la
dilucién de 1:2 a 1:32 se consideraron negativos, y las muestras restantes
(40%) fueron totalmente negativas. Todas las muestras con actividad HA en
diluciones mayores de 1:64 fueron positivos por PCR, y de las 9 muestras con
HA en diluciones de 1:2 y 1:32, 6 también fueron positivas por PCR. El analisis
serologico de las muestras de suero canino mostré6 que 178 (96,2%) perros
tuvieron contacto previo con el virus. El suero hiperinmune producido en
cobayos contra la cepa de vacuna y dos aislamientos de campo indico posibles

diferencias fenotipicas entre aislamientos.

Kumar, M. 2010. “Comparison of virus isolation and Haemagglutination
Assay with Polymerase Chain Reaction for Diagnosis of Canine
Parvovirus”.

Utiliz6 el método de PCR para detectar el DNA genémico de CPV en muestras
de heces de casos clinicamente sospechosos de infeccion por CPV. Y luego
comparo la eficacia del PCR como un método de diagnostico, con el
aislamiento viral (VI) y la hemaglutinacion (HA). Determino que el ensayo de
PCR, amplifica especificamente el gen VP1/VP2 del CPV-2, y que el PCR es
mas sensible que los otros métodos mencionados. Demostrando que el ensayo
de PCR puede ser util como un meétodo de diagnostico de rutina para la

deteccion de CPV en muestras fecales.

Juérez, F. 2011. “Cambios Hematoloégicos en perros positivos a
Parvovirus Canino”.

Realizé un estudio retrospectivo de los cambios hematolégicos en casos de
perros positivos a Parvovirus con la prueba de ELISA. Agrupo los analisis
hematoldgicos en tablas de Excel, categorizandolos de acuerdo a linea roja,
linea blanca y plaquetas. Obteniendo los siguientes resultados: Las hembras
resultaron con un porcentaje mayor al de los machos, ademas de corroborar
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que de los casos, la raza rottweiler resulto mas afectada, asi como a cachorros
menores de 6 meses de edad; Presentando un 28.6% de casos con anemia y
un 14.2% con policitemia; las plaquetas, con un 7.1% trombocitopenia; ademas
una marcada leucopenia en el 92.9% de los pacientes y un 92.9% con
neutropenia; los neutrofilos en banda presentaron un 14.3%; linfocitos con un
92.9% de linfopenia y monocitosis con 64.3%. Con todo esto se concluyd que;
los cambios hematoldgicos se correlacionaron con lo que sefalaba la literatura,

remarcando la importancia de realizar el hemograma en estos pacientes.

Parthiban, S. 2012. “HA-HI and PCR assays for detection of canine
parvoviral enteritis”.

Utilizaron los ensayos de HA-HI y PCR para la deteccion de enteritis por
parvovirus canino. Un total de 128 muestras clinicas de heces colectadas con
hisopos rectales procedentes de perros con signos de diarrea/enteritis, se
aclararon, procesaron y sometieron a los ensayos de Hemaglutinacion y
Reaccion en Cadena de la Polimerasa. De las 128 muestras, 47 muestras
(36,71%) fueron positivas para infeccion por CPV mediante el ensayo HA
confirmado por pruebas de inhibicion de la hemaglutinacién. Y ademas se
encontraron 68 muestras positivas (53,12%) por el ensayo de PCR con
cebadores CPV-2ab.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM ;.;fg; DE SANTA MARIA

CAPITULO Il
MATERIALES Y METODOS

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis



UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

. MATERIALES Y METODOS

3.1. Materiales
3.1.1. Localizacién del trabajo
a. Localizacién espacial

La presente investigacion se realizd en los laboratorios de la
Universidad Catolica de Santa Maria y con la colaboracién de

diversas clinicas veterinarias de la ciudad de Arequipa.

Arequipa se encuentra ubicada en la parte sur occidental del
Peru entre los 14°39" y 17°19” latitud sur y los 70°50" de longitud
oeste, a una altura de 2329 m.s.n.m. (Moscoso, 2002).

b. Localizacién temporal

La experimentacion y analisis de datos del presente trabajo se

realizaron entre los meses de Abril a Septiembre del 2015.

3.1.2. Material biolégico

= Eritrocitos de Porcino, Canino y Ave.

= Muestras de sueros sanguineos de caninos de ambos sexos y
de diferentes edades que presentaban sintomatologia de
parvovirosis canina.

= Muestras de heces de caninos de ambos sexos y de diferentes
edades que presentaban sintomatologia de parvovirosis canina.

3.1.3. Materiales de laboratorio

Prueba de diagnostico de parvovirus para confirmaciéon de
positividad:

= Kit de inmunocromatografia para parvovirus.

Prueba de hemaglutinacion:
= Antigeno de parvovirus canino (ver anexo 2)
= Solucion Alserver (ver anexo 3).

» Buffer fosfato salino o PBS (ver anexo 3).
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Globulos rojos lavados y preparados al 0.5 1y 2 %
(solucion viv).

Placa de microtitulacion de 96 pozas con fondo en U
Micropipeta automatica de 5 a 50 pl

Micropipeta automatica de 100 a 1000 pl

Puntas para micropipetas

Cubetas de plastico

Jeringas de 5y 1 mi

Tubos de micro-centrifugacion.

Tubos de ensayo

Tratamiento de sueros con caolin

Solucion de Caolin al 25% (ver anexo 3).

Solucion de eritrocitos porcinos al 30% (ver anexo 3).
Frascos de vidrio.

Acido clorhidrico 5 N.

Tubos de micro-centrifugacion (Ependorf) de 1,5 ml.

Bagueta.

Prueba de inhibicion de la hemaglutinacién:

Antigeno de parvovirosis canino preparado con 8 unidades
hemaglutinantes (ver anexo 2)

Suero control positivo (ver anexo 2)

Suero control negativo (ver anexo 2)

Buffer fosfato salino o PBS (ver anexo 3).

Globulos rojos lavados.

Placa de microtitulacién de 96 pozas con fondo en U.
Micropipeta automéatica de 5 a 50 pl

Micropipeta automéatica de 100 a 1000 pl

Puntas para micropipetas

Cubetas.

Jeringas de 1y 5 mi

Tubos de micro-centrifugacion (Ependorf) de 1,5 ml.

Tubos de ensayo
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Otros materiales del laboratorio
= TermOmetro de -10 a 110 °C
* Mechero Bunsen
= Tubos de ensayo
= Jeringasde 1y 5 ml
» Alcohol y algodén
= Vasos de precipitacion
» Gradillas
= Papel aluminio
* Frascos de vidrio de 100 a 1000 ml
= Encendedor
» Pinzas
= Tijeras

=  Marcador indeleble

3.1.4. Materiales de campo

» Agujas hipodérmicas de 5 ml

= Algodén y alcohol.

= Ligadura para la hemostasia

= Guantes de latex

» Tubos vacutainer sin anticoagulante
» Solucion de Alsever

» Cinta masking tape

» Cuaderno de registro.

» Etiquetas de identificacion.

= Marcador indeleble

3.1.5. Equipos y maquinaria

= Centrifugadora

» Refrigerador

= Balanza

» Cémarade luz UV
» Bafio Maria
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= Autoclave

= Homogenizador de placas

3.1.6. Otros materiales

» Material de redaccion: Papel bond, lapices, lapiceros,
calculadora, CDs.

= Céamara digital

» Computadora portatil

= |mpresora

3.2. Métodos

3.2.1. Muestreo

a. Universo

El universo o poblacion de esta investigacion fueron los perros (Canis
familiaris) que desarrollaron enfermedad digestiva y que fueron registrados
como pacientes en las clinicas veterinarias visitadas, durante los meses de
Abril a Septiembre del 2015.

b. Tamano de la muestra

Se extrajo muestras de 10 perros clinicamente afectados con diagndstico
inmunocromatografico positivo a parvovirus y 10 testigos. De los 20 animales
incluidos en la investigacion se colectaron muestras de suero sanguineo y

heces. Cada muestra se identifico y conservo a -20°C hasta el procesamiento.

c. Procedimiento de muestreo

Por el tipo de investigacion, se utilizé el Muestreo por Conveniencia, usando a
los animales que presentaron sintomatologia clinica y cuyos duefios aprobaron

realizar los estudios.

3.2.2. Formacion de unidades experimentales

Cada muestra sanguinea de los animales evaluados, fue considerada como

una unidad experimental o de observacion.
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3.2.3. Métodos de evaluacion:

a. Metodologia de la experimentacion

TOMA DE MUESTRAS
Muestra: Eritrocitos

= Se extrajo sangre de canino, porcino y ave en forma
estéril, mediante una jeringa conteniendo la solucion de
Alsever (1 parte de sangre y 4 de Alsever). El animal en
experimentacion fue clinicamente sano.

=  Se filtr6 la sangre por gasa estéril.

= Se conservo la muestra de sangre en refrigeracién a 4°C

y esta fue Gtil hasta por 2 semanas.

Muestra: Suero sanguineo

* Recoleccion: la muestra de sangre se obtuvo de la vena
cefalica, con la ayuda de un tubo Vacutainer sin EDTA.

» Posteriormente mediante centrifugacion se separo el
suero del sedimento sanguineo, descartando este ultimo.

= Las muestras se conservaron a -20°C hasta su

procesamiento.

Muestra: Suspension fecal

» Las muestras fecales se recogieron por hisopos rectales y
se diluyeron en 2 ml de PBS (pH 6,4) luego mediante
centrifugacion se descartd el sedimento y se obtuvo la
suspension fecal que se utlizd en la prueba de

hemaglutinacion.
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PROCEDIMIENTO DE LABORATORIO:

Preparacion de globulos rojos lavados

= La muestra de sangre obtenida se centrifugd a 2000 rpm
por 5 minutos y se elimind el sobrenadante. Luego se
agrego igual volumen de Alsever al tubo conteniendo el
paquete celular.

= Se repitio el proceso de lavado por cinco veces.

= Se lavd los eritrocitos con PBS a pH 7,2 una vez.

= Se preparo los globulos rojos en buffer PBS (pH 6,4) a los
diferentes porcentajes requeridos; 0.5, 1 y 2 % (solucion

volumen/volumen).

Hemaglutinacion (H.A.)

Se utilizé procedimiento propuesto por Manrique y Bustinza
(2014). Introduciendo algunas modificaciones, se procedi6 de

la siguiente manera:
Técnica:

1. Usando una micropipeta automatica se agrego 50 pl del
buffer fosfato salino (PBS) a pH 6,4 a todas las celdas de
una fila completa en la placa de trabajo.

2. Usando una micropipeta automatica se agregd 50 pl del
antigeno puro de parvovirus canino en la primera celda de
la fila (celda A-1). Se mezclé 10 veces y luego se paso6 50
ul a la celda de la segunda columna. Se realizé la misma
operacion hasta la celda 12 descartando 50 pul de la ultima
celda (celda A-12).

3. Se agreg6 50 pl de los glébulos rojos lavados a todas y
cada una de las celdas de la fila.

4. Se homogeniz6 e incubd la placa por 4 horas, a 4°C de

temperatura.
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Lectura:

El titulo del antigeno fue la dltima diluciébn donde se observo
hemaglutinacion. Para contar las unidades hemaglutinantes,
se empezé de la dltima hemaglutinacion hacia atras
(izquierda). En el caso del parvovirus se trabajé con 8
unidades hemaglutinantes (UH), utilizdndose por lo general
una dilucion de 1:64.

8 UH 4 UH 2 UH 1 UH
1:8 1:4 1.2 1:1

=
i

Dilucion:

i

1:16 1:32 1:64 1:128 1:512 1:1024 1:2048 1:4096
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Esquema de la prueba de hemaglutinacion.

Nota:

Para el andlisis de las muestras clinicas mediante la
hemaglutinacion directa, se reemplazé el antigeno viral por la

suspension de heces, siguiendo el protocolo antes descrito.
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Tratamiento de los sueros con caolin
Se tom6 como base el método propuesto por Burgess (1980):

» Se rotul6 los tubos de microcentrifugacién (Ependorf) y se
colocé 50 pl de suero problema.

= Se incubd el suero a 56°C por 30 minutos, para inactivar
el sistema de complemento.

» Se agreg6 150 pl de solucién de caolin al 25% en PBS a
pH de 6,4 y se incubd a temperatura ambiente por 20
minutos, con agitacion ocasional. Posteriormente se
centrifug6 a 4000 rpm durante 20 min. Este procedimiento
absorbe los inhibidores inespecificos de la
hemaglutinacion.

=  Sin remover el caolin depositado, se adicion6 50 pl de
una solucién de eritrocitos porcinos preparados al 30% en
PBS (pH 6,4) y se incubd a temperatura ambiente por 30
min. Luego se centrifugé a 4000 rpm por 10 min. Este
paso remueve las aglutininas no especificas presentes en
el suero.

» El sobrenadante obtenido se considera como una dilucién

1:4 de la muestra original.
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Inhibicion de la Hemaglutinacion (H.l.)
Se tom6 como base el método propuesto por Burgess (1980):
Técnica:

= Se agrego 25 pl de buffer PBS (pH 6,4) a todas las celdas
desde la segunda columna.

» Por cada grupo de muestras a evaluar se empled un
control negativo y uno positivo, dispuestos en la fila Ay B
respectivamente.

= En la primera celda de la fila A, se afadio 50 pul del suero
control positivo. Diluido (1:4)

= En la primera celda de la fila B, se afiadir 50 pl del suero
control negativo tratado con caolin.

» En las primeras celdas de las siguientes filas, se coloco
50 pl de los sueros problema tratados con caolin.

= Entonces, se transfiri6 25 pL de los sueros de las
primeras celdas a las segundas celdas y se mezclo con el
buffer. Se realizo la misma operacion hasta la ultima celda
descartando los ultimos 25 pul de las ultimas celdas.

= Se afiadié 25 ul del antigeno preparado con 8 unidades
hemaglutinantes, a todas las celdas de la microplaca.

» La placa fue llevada al homogenizador durante 10
segundos y luego incubada durante 1 hora a temperatura
ambiente.

= Cumplido el tiempo de incubacion, se agregd 50 pl de
glébulos rojos lavados y preparados al porcentaje
adecuado, a todas las celdas de la microplaca, luego se
homogeniz6 durante 10 segundos e incubdé durante 4
horas a 4°C de temperatura.

» Hacer la lectura en una hoja de trabajo.
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Lectura:

1. La reaccion se considerd positiva (+) hasta la dilucién
donde hubo botén o la formacién de un disco por menos
el 50% del diametro de la celda.

2. En la fila del suero control negativo (-), se observo

hemaglutinacion en todas las celdas.

Negativo Positivo bajo Positivo moderado Positivo alto
Interpretacion: - + + + ++ ++ ++ -+ A A
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Esquema de la Prueba de Inhibicion de la Hemaglutinacion.
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b. Ajustes metodoldgicos

» Especie animal donadora de gldbulos rojos:
Se determiné comparando el titulo hemaglutinante obtenido
entre los diferentes tipos de sangre utilizadas (porcino,

caninoy ave).

= Porcentaje de eritrocitos:
Haciendo uso de una proyecciéon grafica donde se comparo
los titulos hemaglutinantes frente al aumento de la
concentracion de eritrocitos (0.5; 1.0 y 2.0%), se determing el

DAs que indica el mejor porcentaje de eritrocitos.

= Eficiencia de la prueba de hemaglutinacién directa:
Se comparé los porcentajes de muestras positivas y
negativas determinadas con esta prueba, con los porcentajes
de muestras positivas y negativas determinadas mediante

Inmunocromatografia.

= Eficiencia de la prueba de inhibicion de Ila
hemaglutinacion:
Para la evaluacion de la eficiencia de la prueba de inhibicion
de la hemaglutinacién, se compararon los porcentajes de
muestras positivas y negativas determinadas con esta
prueba, con los porcentajes de muestras positivas y

negativas determinadas mediante Inmunocromatografia.

= Correlacion entre tipos muestras:
Para la determinacion de la eficiencia en base al tipo de
muestra, se siguié el protocolo de la técnica de inhibicién de
la hemaglutinacion para los sueros sanguineos y el protocolo
de hemaglutinacion directa para las muestras de heces.

Comparando entre los 2 resultados cual es el tipo de muestra

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

UNIVERSIDAD
CATOLICA .
DE SANTA MARIA

o

o

o

o

o

con mayor sensibilidad y especificidad por consiguiente

mayor utilidad.

Recopilacion de la informacién

En el campo
Entrevistas y encuestas a propietarios de caninos
domeésticos
Entrevistas a médicos veterinarios interesados en el tema
Observaciones anotadas
En el laboratorio
Entrevistas a bidlogos y laboratoristas.
Observaciones en el laboratorio.
En la biblioteca
Libros de temas relacionados
Tesis como guia para redaccion
Articulos veterinarios relacionados con el tema
En otros ambientes generadores de la informacion cientifica
Articulos cientificos especializados
Paginas web relacionadas al tema
Intercambio de informacion con profesionales de las

diversas clinicas veterinarias

3.2.4. Variables de respuesta

a.

Variables independientes

Especie animal donadora de eritrocitos.
El porcentaje de eritrocitos (0.5, 1y 2 %).
Variables dependientes

Reaccién de hemaglutinacion.

Reaccion de inhibicion de la hemaglutinacion.
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3.2.5. Evaluacion estadistica
a. Disefio experimental

» Unidades experimentales
La muestra sanguinea de cada uno de los animales evaluados, fue

considerada como una unidad experimental o de observacion.

» Disefio de tratamientos
Para la prueba de hemaglutinacion que determind la eficiencia del tipo de
sangre y la concentracion eritrocitaria optima, se utilizé un “Disefio en Bloques
Completamente al Azar”. Divido en 3 tratamientos de acuerdo al tipo de sangre.
Y 3 bloques de acuerdo a la concentracion de eritrocitos, con 12 repeticiones

para cada tratamiento.

»= Distribucion de tratamientos
Parte N° 1. Parametros de la Hemaglutinacion

Tabla N°1: Descripcion de los tratamientos

TRATAMIENTOS DESCRIPCION r';'gé?iiﬁgfgs
Tratamiento | Eritrocitos Canino 12
Tratamiento Il Eritrocitos Porcino 12
Tratamiento I Eritrocitos Ave 12

Cuadro N°1: Distribucion de tratamientos por bloques

T1 T2 T3
C P A

Bloque 1 | Porcentaje de eritrocitos de 0.5 % 12 12 12

Bloque 2 | Porcentaje de eritrocitos de 1 % 12 12 12

Bloque 3 | Porcentaje de eritrocitos de 2 % 12 12 12

(Se evaluo la sangre de 12 animales por tratamiento, realizando en total 36 repeticiones).
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Debido a que los titulos hemaglutinantes se presenta como diluciones, no
pueden ser promediados directamente, por lo cual, para su andlisis estadistico
se procedi6 a expresarlos en forma porcentual, llamandose “Unidades

Aglutinantes Porcentuales o UAP”, y se denotaron de acuerdo a la siguiente

tabla:
Titulo

Hemaglutinante Al
0 1.1 100
1 1.2 50
2 1:4 25
3 1.8 12.5
4 1:16 6.25
5 1:32 3.13
6 1:64 1.56
7 1:128 0.78
8 1:256 0.39
9 1:512 0.20
10 1:1024 0.10
11 1:2048 0.05
12 1:4096 0.02

Para determinar la concentracibn mas eficiente de eritrocitos para realizar la
prueba de hemaglutinacion, se procedio a calcular la Dosis Aglutinante Media
“‘DAsy” esto se logro realizando una gréafica con los valores promedio de los

titulos obtenidos y tomando el valor medio en proyeccion a la curva generada.

Determinacion del DA,

100%
c 90% -—
P o\
'é 70% \
3 60%
< Go%
o 40% N
.2 30%
] 20% \\
S 10% &

0%
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5
DAs, Concentracion de eritrocitos

(Esquema de la grafica DAsp)
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Parte N° 2: Eficiencia de la Hemaglutinacion Directa.

GRUPOS DESCRIPCION Numero de
repeticiones
Grupo 1 Caninos sanos 10
Caninos enfermos determinados
Grupo 2 . . 10
con inmunocromatografia
Total 20

A las muestras de heces de los dos grupos de animales se les aplico la prueba
de hemaglutinacién directa. Los titulos obtenidos se expresaron de forma
cualitativa, como sano o enfermo, de acuerdo a lo propuesto por Parthiban et al

(2012), segun el siguiente cuadro:

Titulo <1:32 (> 3.13 UAP) = SANO
Titulo 21:32 (< 3.13 UAP) = ENFERMO

En seguida los datos se evaluaron estadisticamente para determinar la
coincidencia diagndstica con la prueba inmunocromatogréfica y por ende la

eficiencia de la hemaglutinacion directa.

Parte N° 3: Eficiencia de la Inhibicién de la hemaglutinacion

GRUPOS DESCRIPCION Numero de
repeticiones
Grupo 1 Caninos sanos 10
Grupo 2 Caninos enfermos determinados con 10
b inmunocromatografia
Total 20

A los dos grupos de animales se les aplicé la prueba de Inhibicién de la
Hemaglutinacion serolédgica. Los titulos obtenidos, se expresaron en forma
similar a los de la Hemaglutinacion Directa, llamandoseles en este caso;
“Unidades Inhibitorias Porcentuales o UIP”, y se denotaron de acuerdo a la
siguiente tabla:
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0 11 100
1 1:2 50
2 1:4 25
3 1:8 12.5
4 1:16 6.25
5 1:32 3.13
6 1:64 1.56
7 1:128 0.78
8 1:256 0.39
9 1:512 0.20
10 1:1024 0.10
11 1:2048 0.05
12 1:4096 0.02
13 1:8192 0.01

A continuacion y de acuerdo a los estudios realizados por Carman y Povey
(1984); los titulos obtenidos se expresaron en forma cualitativa como sano o

enfermo, segun la el siguiente cuadro:

Titulo <1:8 (>12.5 UIP)
Titulo 21:8 (s12.5 UIP)

SANO
ENFERMO

Finalmente los datos se evaluaron estadisticamente para determinar la
coincidencia diagndstica con las pruebas inmunocromatograficas y por ende la
eficiencia de la Inhibicion de la Hemaglutinacion.

Parte N° 4: Coevaluacion de la Hemaglutinacion Directa y la Inhibicién de

la Hemaglutinacién.

Los resultados de la una prueba de hemaglutinacion directa haciendo uso de la
muestra de heces se compararon con los resultados de la prueba de inhibicion
de la hemaglutinacion seroldgica, determinando su nivel de eficiencia y su

relacion.
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b. Analisis estadisticos

= Pruebas no paramétricas

Los titulos hemaglutinantes obtenidos en la primera parte del estudio, se
sometieron a la prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnova determinando
que estos no se adaptan a una distribucion normal, por lo cual para determinar
si existen diferencias estadisticamente significativas (p<0.01) entre los tipos de
sangre utilizados, se procedio a someter los datos al andlisis no paramétrico de
Kruskal-Wallis, presentado por Daniels (2002). Luego de ello y para establecer
el mejor tipo de sangre, se aplico la prueba de especificidad de Dunn.

Debido a que los datos de la segunda parte del estudio (resultados de la
hemaglutinacion directa y de la inhibicién de la hemaglutinacién) se cuantifican
de forma nominal, y derivan de una investigacion donde se estudia la respuesta
en un mismo individuo. Se utilizé la prueba de McNemar propuesta por Glantz

(2005); Blair y Taylor (2008) para su analisis estadistico.
Finalmente se aplico la prueba estadistica de Chi cuadrado, presentada por

Daniels (2002), para analizar la comparacion entre las técnicas de

Hemaglutinacion Directa y la Inhibicion de la Hemaglutinacion.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Determinacién de la especie animal donante de eritrocitos para la
prueba de hemaglutinaciéon (HA).

Cuadro N° 1: Medianas de los titulos obtenidos en la prueba de HA

CONCENTRACION DE ERITROCITOS

ANIMAL Mediana 0.5% 1.0% 2.0%
Canino 50.00 50.00" 50.00" 100.00°
Porcino 0.78 0.20% 0.78% 1.562
Ave 100.00 100.00° 100.00°¢ 100.00°
H (Kruskal-Wallis) 33.26 31.80 29.96
P <0.01 <0.01 <0.01
Significancia AS AS AS

A DUNN (P<0.01)

Grafico N° 1: Comparacion de las medianas de titulos obtenidos en la
prueba de Hemaglutinacién, segun la especie animal

Mediana de los Titulos Hemaglutinantes
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En el cuadro y grafico N° 1 se muestran las medianas de los titulos
hemaglutinantes obtenidos, determindndose mediante una prueba estadistica
de Kruskal-Wallis una diferencia altamente significativa (p<0.01) entre los
eritrocitos de las especies animales utilizadas. Al aplicar la prueba de
especificidad de Dunn se encontré que los eritrocitos porcinos son los de mayor
eficiencia para la prueba de hemaglutinacion con una mediana del titulo
hemaglutinante de 0.78 UAP, seguidos de los eritrocitos caninos con una
mediana del titulo de 50.00 UAP y en ultimo lugar los eritrocitos de ave con una
mediana de 100 UAP.

Segun los estudios realizados por Flores (1987); Senda et al (1988); Nandi y
Kumar (2010); el parvovirus canino posee una capacidad hemaglutinante
interdependiente de la especie animal de los hematies utilizados en la prueba,
siendo la sangre de cerdo la que mayor eficiencia posee. La presente tesis
corrobora estas afirmaciones demostrando la elevada capacidad para
hemaglutinar globulos porcinos que tiene el parvovirus canino, caracteristica
muy util que puede ser aprovechada para su diagnoéstico clinico en nuestro

medio.

Segun el trabajo realizado por Kham et al (2006), la sangre aviar debe producir
titulos hemaglutinantes elevados al interactuar con el parvovirus canino. Sin
embargo el presente estudio contradice estas afirmaciones, al encontrar una
actividad hemaglutinante nula del parvovirus canino cuando se enfrentaba con
los eritrocitos de ave. Este hecho puede ser explicado por lo expuesto en el
estudio de Ramirez et al (1996); a medida que la temperatura de trabajo
aumenta (25°C, 37°C) la hemaglutinacion (usando eritrocitos de ave) es mas
corta debido al fendmeno de elucion, ademds el tamafio de estos eritrocitos
(mayor que el de mamiferos) favorecen la sedimentacion. Por lo cual el
mantenimiento de una baja temperatura, antes y durante el desarrollo de la

hemaglutinacion, seria imprescindible al momento de trabajar con sangre aviar.
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4.2. Determinacién del porcentaje de eritrocitos para la prueba de

hemaglutinacion.

Cuadro N° 2: Titulos Hemaglutinantes promedio de los eritrocitos
caninos, segun su concentracion.

Concentracion de Titulo promedio

Eritrocitos Caninos (UAP)
0.5% 44.79
1.0% 58.33
2.0% 87.50

Grafico N° 2: Curva DAsgg para los eritrocitos caninos
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En el cuadro N° 2 se muestran los titulos promedio obtenidos por los eritrocitos
caninos, segun su concentracion. En el grafico N° 2 muestra la distribucion de
estos titulos para obtener el DAsy, siendo 0.5% para este caso.
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Cuadro N° 3: Titulos hemaglutinantes promedio de los eritrocitos

porcinos, segun su concentracion.

Concentracion de Titulo promedio
Eritrocitos Porcinos (UAP)
0.5% 0.20
1.0% 0.68
2.0% 1.76

Gréafico N° 3: Curva DAs para los eritrocitos porcinos
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En el cuadro N°3 se muestran los titulos hemaglutinantes promedio obtenidos
por los eritrocitos porcinos, segun su concentracion. En el grafico N°3 se
observa la distribucién de los titulos hemaglutinantes para obtener el DAs,

siendo en este caso 1.2% para los eritrocitos porcinos.
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Cuadro N° 4: Titulos hemaglutinantes promedio de los eritrocitos aviares,
segun su concentracion.

Concentracion de Titulo promedio
Eritrocitos Aviares : (UAP)

0.5% 100.00
1.0% 100.00
2.0% 100.00

Grafico N° 4: Curva DAsg para los eritrocitos aviares
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En el cuadro N°4 se muestran los titulos hemaglutinantes promedio de los
eritrocitos aviares, segun su concentracion. En el grafico N°4 observamos la
distribucion de estos titulos para obtener el DAsp, siendo en este caso nulo,

debido a la ausencia de variaciéon en los titulos.
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En el caso de la sangre de porcino la concentracion hallada (1.2%) es mayor a
las concentraciones generalmente utilizadas por los diversos autores (0.5%,
0.8%, 1%), esto puede deberse a que a menor concentracién el parvovirus
provoca titulos mas altos, y es mas eficiente. Sin embargo, durante el
desarrollo de este trabajo se observé que una concentracion del 0.5% necesita
un mayor tiempo de incubacién (alrededor de 4 horas) y ademas en muchos
casos se dificulta la lectura del titulo debido al poco contraste que genera esta

concentracion.

La sangre extraida de los diferentes porcinos donantes, fue preservada con la
solucion de Alsever y a una temperatura de 4 °C, mostrando una estabilidad
variable. En el mejor de los casos, los hematies se conservaron hasta 20 dias
luego de la colecta. Sin embargo la mayoria tenia un promedio de viabilidad de
10 dias. Ademas a medida que los glébulos rojos envejecian se producia un
decaimiento de los titulos hemaglutinantes, reduciéndose una dilucion cada 3

dias aproximadamente.

Durante la realizacion de este estudio, se utilizO como antigeno parvoviral, la
vacuna viva liofilizada de Biocan P que contiene la cepa Parvovirus enteritidis
canis a concentracion de 10°a 10° TCIDso, la cual mantenida bajo refrigeracion,
mostro una alta estabilidad a lo largo del tiempo, manteniendo su capacidad
hemaglutinante intacta hasta alrededor de 10 semanas luego de ser
reconstituida. Tiempo luego del cual, se vio un decaimiento minimo de su
actividad. Estas observaciones corroboran con los hallazgos de Khan et al
(2006) de que el virus puede permanecer activo durante 12 meses en
almacenamiento a 4°C. Sin embargo, el crecimiento de bacterias psicroéfilas a
esta temperatura puede reducir la actividad de HA del virus, por cual la adicién
de agentes antimicrobianos (antibiéticos, o azida de sodio) en la suspension de
virus durante el almacenamiento puede mejorar la calidad de conservacién del

virus.
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4.3. Eficiencia de la prueba de Hemoaglutinacion Directa (HA)

Cuadro N° 5: Resultados de la prueba Inmunocromatogréafica (IC) y la
prueba de Hemaglutinacion Directa (HA) en los caninos evaluados.

Prueba Diagnostica

DIAGNOSTICO Inmunocromatografia Hemaglutinacién Directa
N° % N° %
Positivos a Parvovirus 10 50 6 30
Negativos a Parvovirus 10 50 14 70
TOTAL 20 100 20 100

Mc = 2.25; p>0.05; N.S. (X2, =3.84; gl=1; a=0.05)

Gréafico N° 5: Resultados de la prueba Inmunocromatografica (IC) y la
prueba de Hemaglutinacion Directa (HA) en los caninos evaluados.
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Prueba realizada

En el cuadro y grafico N°5 se muestran los resultados de la prueba de
Hemaglutinacién frente a la prueba inmunocromatografica en los caninos
evaluados. Al aplicar la prueba de McNemar no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas (p>0.05), lo cual indica similitud entre estos dos

examenes.
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Cuadro N° 6: Comparacion porcentual de los resultados de la prueba
Inmunocromatografica (IC) y la prueba de Hemaglutinacion Directa (HA)

en los caninos evaluados.

Prueba Diagnostica Negativo Positivo Total Eficiencia
porcentual
Inmunocromatografia 10 10 20 100%
Hemaglutinacion Directa 10 6 16 80%

Gréafico N° 6: Comparacion porcentual de los resultados de la prueba
Inmunocromatografica (IC) y la prueba de Hemaglutinacién Directa (HA)

en los caninos evaluados.
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En el cuadro y grafico N°6, se muestran los resultados de la prueba de
Hemaglutinacién frente a la prueba inmunocromatografica en los caninos
evaluados. Siendo comparados de manera porcentual, se determindé una
eficiencia del 80% para la prueba de hemaglutinacién directa en relacién a la

Inmunocromatografia.
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Con exclusibn del parvovirus canino, existen otros organismos
enteropatdogenos en las heces de los perros sanos, que pueden inducir la
reaccion de hemaglutinacion (hemaglutininas inespecificas), dando lugar a
resultados falsos positivos (Mogollon et al, 1981; Savi¢-devdenic et al, 2006).
Razon por la cual se consideran los titulos iguales o mayores a 1:32 (< 3.12
UAP) como especificos para parvovirus canino (Parthiban et al, 2012). A pesar
de lo mencionado, en el presente trabajo no se observd ninguna aglutinacion

en las muestras fecales procedentes de perros sanos.

De acuerdo con lo reportado por Ariza-Pinzon et al (2003), titulos
hemaglutinantes fecales muy altos pueden ser atribuibles a la cepa CPV-2b. En
este trabajo, sin embargo, no se establecié una relacion entre la gravedad de la
infeccion y el titulo de HA. Marulappa y Kapil (2008), resaltan la necesidad de
evaluar y actualizar los métodos diagndsticos frente a la variantes actuales del
parvovirus (CPV-2, CPV-2a, CPV-2b y CPV- 2c), debido a la rapida evolucién

de estas cepas.
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4.4. Eficiencia de la prueba de Inhibicion de la Hemaglutinacion

Cuadro N° 7: Resultados de la prueba de Inmunocromatografia y la

prueba de Inhibicién de la Hemaglutinacion (HI) en los caninos evaluados.

Prueba Diagndstica

DIAGNOSTICO Inmunocromatografia Inhibicién de la hemaglutinacidon
N° % N° %
Positivos a Parvovirus 10 50 10 50
Negativos a Parvovirus 10 50 10 50
TOTAL 20 100 20 100

Mc = 0.00; p>0.05; N.S. (X2, =3.84; gl=1; a=0.05)

Grafico N° 7: Resultados de la prueba de Inmunocromatografia y la

prueba de Inhibicién de la Hemaglutinacion (HI) en los caninos evaluados
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Prueba realizada

En el cuadro y grafico N°7 se muestra la comparacion del HI frente a la prueba
de referencia (IC). Mediante el analisis de McNemar se determind que no existe
una variacion significativa (p>0.05) entre estos dos tipos de exadmenes

diagnésticos.
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Cuadro N° 8: Comparacion porcentual de los resultados de la prueba
Inmunocromatogréfica (IC) y la prueba de Inhibicibn de la

Hemaglutinacién (HI) en los caninos evaluados.

Prueba Diagnostica Negativo Positivo Total Eficiencia
porcentual
Inmunocromatografia 10 10 20 100%
Hemaglutinacién Directa 10 10 20 100%

Gréafico N° 8: Comparacion porcentual de los resultados de la prueba
Inmunocromatografica (IC) y la prueba de Inhibicion de la

Hemaglutinacién (HI) en los caninos evaluados.
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En el cuadro y grafico N°8, se muestran los resultados de la prueba de
Inhibicion de la Hemaglutinacion frente a la prueba inmunocromatografica en
los caninos evaluados. Siendo comparados de manera porcentual, se
determind una eficiencia del 100% para la prueba de inhibicion de la

hemaglutinacion en relacion a la Inmunocromatografia.
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De acuerdo a lo expuesto por Carman y Povey (1984), se tomaron como
positivos aquellos animales con titulos iguales o mayores a 1:8 (£12.5 UIP),
estos autores ademas, clasificaron los titulos de anticuerpos en tres grupos:
positivo bajo (=28<32), positivo moderado (>32<256) y positivo alto (>256). Sin
embargo esta Ultima clasificacion no fue tomada en presente trabajo, ya que
ella no interviene en la determinacién de la eficiencia de la prueba. Aun asi, es
necesario mencionar estos detalles ya que ellos adquieren valor en el uso

clinico de la prueba y en el pronéstico de los pacientes.

Todos los sueros de los animales sanos fueron negativos a la prueba de Hil; sin
embargo uno de ellos (canino de 5 meses de edad, sin vacunacién previa)
mostro un ligero titulo de 1:4 (25 UIP) contra parvovirus canino. Esto puede ser
debido a que en los cachorros de una perra con un titulo muy alto a CPV-2, los
anticuerpos maternales pueden persistir en el suero sanguineo, hasta las 18

semanas de edad o mas tiempo. (Greene, 2000; Quinn et al, 2005).

Es bien sabido que la existencia de diferentes tipos de inhibidores de la
hemaglutinacion en los sueros de los carnivoros hace imposible realizar
examenes serolégicos o hacer una correcta interpretacion de los resultados.
(Gorski et al, 1993). Por lo tanto es imprescindible el pretratamiento del suero.
En el presente estudio se ensayaron diversos métodos de purificacion del
suero (inactivacion por calor, peryodato-glicerol, acetona, caolin al 25%), antes
de realizar la inhibicion de la hemaglutinacion, siendo el caolin el método mas
eficiente. Sin embargo el caolin también puede eliminar algunos anticuerpos
especificos si los sueros han sido muy diluidos antes del tratamiento, afectando
significativamente los titulos finales. (Burgess, 1980). Razon por la cual, puede
ser necesario realizar una calibracion de la solucion de caolin, antes de realizar

las pruebas diagnésticas.
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4.5. Correlacion entre la inhibicion de la hemaglutinaciéon serologica
frente a la hemaglutinacién directa con suspensién de heces.

Cuadro N° 9: Resultados de la Hemaglutinacién Directa en heces y de la
Inhibicion de la Hemaglutinacién seroldgica.

Inhibicién de la

Hemaglutinacion ; -
Hemaglutinacion

DIAGNOSTICO directa (Heces) (Suero)
N° % N° %
Positivos a Parvovirus 6 30 10 50
Negativos a Parvovirus 14 70 10 50
Total 20 100 20 100

X? = 8.33 A.S. (X? 4 =3.84; gl=1; a=0.05) p<0.05

Gréafico N° 9: Resultados de la Hemaglutinacion Directa en heces y de la

Inhibicion de la Hemaglutinacién serolégica.
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En el cuadro y gréafico N°9 se observa que aplicando la prueba estadistica de
Chi cuadrado encontramos diferencias significativas (p<0.05) entre las técnicas
de HA y HI. Lo cual indica que la determinacién de parvovirosis usando
suspension heces (HA) no es igual que cuando usamos suero sanguineo (HI).
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Cuadro N° 10: Comparacién porcentual de los resultados de la

Hemaglutinacion Directa en heces y la Inhibicién de la Hemaglutinacion

seroldgica.
. - . .. Eficiencia
Prueba Diagnostica Negativo Positivo  Total
porcentual
Hemaglutlna.t,:lon directa 10 6 16 30%
(Suspension fecal)
Inhibicion de la Hemaglutinacion 10 10 20 100%

(Suero sanguineo)

Grafico N° 10: Comparacion porcentual de los resultados de la
Hemaglutinacion Directa en heces y la Inhibicién de la Hemaglutinacion

seroldgica.
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En el cuadro y grafico N°10, se muestra la comparacion de la eficiencia

porcentual determinada para las dos pruebas evaluadas.
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Seis (30%) de los caninos enfermos evaluados presentaron simultaneamente
titulos HA y HI. Esto puede sugerir que la toma de muestra se realizé en la fase
aguda de la infeccion. Por otro lado los animales enfermos que mostraron
Gnicamente titulos HI positivos con actividad hemaglutinante fecal negativa,
podria indicar que estos animales ya habian superado la etapa de eliminacién
fecal del virus o la excrecion era en cantidades insustanciales (Mogollén et al,
1981; Savi¢-Jevdenic et al, 2006).

En este estudio la prueba de inhibicion de la hemaglutinacion ofrecié rangos
notables de concordancia frente a la prueba de referencia
(Inmunocromatografia), razén por la cual se convierte en una prueba

diagndstica excelente para nuestro medio.
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CONCLUSIONES Y
RECOMENDACIONES

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis



UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

(L :
TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

V. CONCLUSIONES

1. Basado en los resultados obtenidos se concluye que los eritrocitos de
porcino son los de mayor eficiencia para la prueba de Hemaglutinacién
con una mediana del titulo de 0.78 UAP, seguidas de los de canino con
una mediana de 50 UAP y en ultimo lugar los de ave con una mediana
de 100 UAP.

2. Se observo que la mejor concentracion de la sangre para la realizacion
de la prueba de Hemaglutinacion es del 1.2% para el caso de los
eritrocitos de porcino, 0.5% para el caso de los eritrocitos del canino y
nula para los eritrocitos aviares.

3. Se determin6é que la Hemaglutinacion Directa posee una eficiencia del
80%, con respecto a la prueba de referencia.

4. Se determind que la Inhibicion de la Hemaglutinacion tiene una
eficiencia del 100% con respecto a la prueba de referencia.

5. Se encontr6 que existen diferencias entre la técnica serologica
(Inhibiciébn de la Hemaglutinacién) y la técnica mediante suspension
fecal (hemaglutinacion directa) siendo la HI mejor que la HA, para el

diagnostico de parvovirus canino.
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VI. RECOMENDACIONES

1. Se recomienda continuar con el estudio del parvovirus canino en
Arequipa mediante las técnicas de HA y HI con miras a determinar la
prevalencia de la enfermedad en nuestro medio, lo cual serd de gran
utilidad para enfrentar y controlar la infeccion del virus y poder disminuir
su impacto en la poblacion canina de nuestra region.

2. Se recomienda el uso de la técnica de HI para establecer mejores
programas de vacunacion, ya que esta prueba permite detectar la
duracion de la inmunidad calostral, indicando asi el mejor momento de
vacunacion y evitar la neutralizacion de las vacunas aplicadas.

3. Se recomienda explotar las técnicas del HA y el HI para el estudio de
otras enfermedades causas por virus hemaglutinantes como el
Morbillivirus canino (causante del distemper), coronavirus canino,
rotavirus canino, entre muchos otros. Ya que esto permitira una mejor
diferenciacion de las enfermedades que estos virus provocan y por ende
la instauracion de terapias mas eficientes.

4. Se recomienda el estudio de la técnica de “Aglutinacion en latex”, ya que
con base en los estudios descritos en la literatura, esta prueba es igual
de econdmica, sensible y especifica que la hemaglutinacion, pero posee
la ventaja de eliminar la necesidad de obtener y conservar sangre de

animales.
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VIIl.  ANEXOS

ANEXO N° 1: Mapa o croquis de ubicacion
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Fuente: Google Maps (https://maps.google.com/)

Ubicacién de la Universidad Catolica de Santa Maria (Flecha roja)
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ANEXO N° 2: Reactivos para Hemaglutinacion e Inhibicién de la
Hemaglutinacion

A. ANTIGENO DE PARVOVIRUS CANINO

= Se utilizé la vacuna de Biocan P de Bioveta a. s. Republica Checa. Lote
675721A. Vacuna viva contra parvovirus canino (CPV-2) en perros,
agente liofilizado. Composicion para 1 mL. Con una concentracion de
min. 10>° TCID s, max. 10%% TCIDsx.

= Este liofilizado fue suspendido en 1 mL de buffer PBS pH 6,4 y
mantenido a 4°C.

B. ANTIGENO DE PARVOVIROSIS CANINO CON 8 UNIDADES
HEMAGLUTINANTES
Se prepara en funcién del titulo obtenido en la prueba de HA.

C. SUERO CONTROL POSITIVO

= Se utilizd un antisuero contra parvovirus canino, proveido por Dr.
Fernando Fernadndez Fernandez, el cual no necesito de tratamientos
previos para su utilizacion en la prueba de HI.

= Durante los ensayos previos a las pruebas finales también se uso el
antisuero Gastroglobulin de laboratorios Vencofarma de Brasil. Suero
contra parvovirosis y coronavirosis canina. Ampolla de 10 mL.
Composicion: inmunoglobulinas contra el virus parvovirus canino 1000.0
TCIDso. El cual, aunque con menor titulo también resulto util para la

prueba.

D. SUERO CONTROL NEGATIVO

= Se utilizé suero humano, ya que como menciona, las personas no
desarrollan inmunidad contra la enfermedad, este suero fue sometido al
igual que todas las muestras al tratamiento con caolin.
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ANEXO N° 3: Preparacion de Buffer y Soluciones para
Hemaglutinacion

A. SOLUCION DE ALSEVER
Tomado de Sanchez et al 2002.

Glucosa anhidra 18,66 g
Cloruro de sodio 4,18 g

Citrato de sodio 8,09
Acido citrico 0,559
Agua destilada 1000,00 mL

B. BUFFER FOSFATO SALINO (PBS) 0,15 M.
Tomado de Sanchez et al 2002.

Solucién 1

KH.PO, 2.04 g
Agua destilada  100.00 mL

Solucién 2

Na,HPO, 2.13¢g
Agua destilada  100.00 mL

PBS pH 7,2
Solucion 1 7.0 mL
Solucién 2 18.0 mL
NaCl 21g
Agua destilada (Completar) | 250.0 mL

PBS pH 6,4
Solucion 1 18.4 mL
Solucién 2 6.7 mL
NaCl 2149
Agua destilada (Completar) | 250.0 mL

*» Nota: se puede preparar diversos volimenes pero manteniendo las

proporciones indicadas.
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C. SOLUCION DE CAOLIN AL 25 %.

Tomado de De-Leeuw & Guinée 1981:

= Preparar una suspension de caolin al 25% en &cido clorhidrico 5 N
(solucidn peso/volumen), pesar 25g de caolin y suspenderlo en 100 mL
de &cido. Agitar y centrifugar a 4000 RPM durante 10 min.

= Lavar tres veces con PBS, cada vez seguida por centrifugacion.

» Esterilizar la suspension de caolin al 25% en PBS, mediante autoclave

por 1 hora a 121°C y conservar a 4°C.

D. SOLUCION DE ERITROCITOS PORCINOS AL 30 %.

= Lavar los eritrocitos cinco veces en Alsever centrifugando a 2000 RPM
por 5 minutos y eliminando el sobrenadante.

» Lavar los glébulos rojos una vez en PBS pH 7,2.

= Suspender los eritrocitos en buffer PBS (pH 6,4) al 30 % (solucion
volumen/volumen). Para ello; tomar 300 uL de eritrocitos sedimentados y
suspenderlos en 1000 uL de PBS, para obtener la solucién al 30% de

glébulos rojos lavados.
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ANEXO N° 4: Tablas de resultados

Tabla N°1: Titulos obtenidos en la prueba de Hemaglutinacion

CANINO PORCINO AVE
0,5% 1% 2% 0,5% 1% 2% 0,5% 1% 2%
N° Titulo | UAP | titulo UAP | Titulo | UAP | Titulo | UAP | Titulo | UAP | Titulo | UAP | Titulo | UAP | Titulo | UAP | Titulo | UAP
1 1:2 50 1:2 50 1:2 50 1:256 | 0.39 | 1:128 | 0.78 1:32 3.13 11 100 11 100 11 100
2 1:2 50 1:2 50 11 100 1:512 | 0.20 | 1:128 | 0.78 1:64 1.56 11 100 11 100 11 100
3 1:2 50 1:2 50 11 100 |1:1024| 0.10 | 1:256 | 0.39 1:64 1.56 11 100 11 100 11 100
4 1:4 25 1:2 50 11 100 |1:1024) 0.10 | 1:128 | 0.78 1:64 1.56 11 100 11 100 11 100
5 1:2 50 1:2 50 11 100 1:512 | 0.20 | 1:128 | 0.78 1:64 1.56 11 100 11 100 11 100
6 1:2 50 1:2 50 11 100 1:512 | 0.20 | 1:128 | 0.78 1:32 3.13 11 100 11 100 11 100
7 1:2 50 11 100 11 100 1:256 | 0.39 | 1:128 | 0.78 1:32 SN '€ 11 100 11 100 11 100
8 1:2 50 1:2 50 8T 100 1:512 | 0.20 | 1:128 | 0.78 1:64 1.56 11 100 11 100 11 100
9 1:2 50 11 100 11 100 |1:1024| 0.10 | 1:256 | 0.39 | 1:128 | 0.78 11 100 11 100 11 100
10 1:2 50 1:2 50 1:2 50 1:1024| 0.10 | 1:228 | 0.78 | 1:128 | 0.78 11 100 11 100 11 100
11 1:2 50 1:2 50 1:2 50 1:512 | 0.20 | 1:256 | 0.39 | 1:128 | 0.78 11 100 11 100 11 100
12 1:8 125 1:2 50 11 100 1:512 | 0.20 | 1:128 | 0.78 1:64 1.56 11 100 11 100 11 100

Titulos obtenidos en la primera parte del estudio, y su transformacién a valores porcentuales para su manejo estadistico

73
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Tabla N° 2: Resultados de la prueba de Hemaglutinacion directa (HA) en

los caninos evaluados.

Hemaglutinacion directa Prueba
Canino Inmuno-
Titulo UAP | Interpretacién | cromatografica
1 1:1 100 - -
2 1:1 100 - -
3 1:1 100 - -
4 1:1 100 - -
5 1:1 100 - -
6 11 100 - -
7 11 100 - g
8 1:1 100 - -
9 1:1 100 - -
10 ] 100 - -
11 1:32 3.13 + +
12 11 100 - +
13 1:32 3.13 + 3
14 11 100 - +
15 1:64 1.56 + 3
16 1:1 100 - +
17 1:128 | 0.78 + +
18 1:256 | 0.39 + +
19 1:32 3.13 + +
20 11 100 - +
Positivos a Parvovirus 6 10
Negativos a Parvovirus 14 10
Total 20 20

En la hemaglutinacion directa (muestra de heces), un titulo 21:32 (<3.13UAP)
es considerado como positivo a parvovirus. Mientras que un titulo <1:32 (>3.13
UAP) se considera como negativo.
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Tabla N° 3: Resultados de la prueba de la Inhibicion de la

Hemaglutinacién (HI) en los caninos evaluados.

Inhibicion de la Hemaglutinacion Prueba
Canino Inmuno-

Titulo UIP | Interpretacion | cromatografica

1 1:1 100 - -

2 1:1 100 - -

3 11 100 - -

4 1:1 100 - -

5 1:4 25 - -

6 1:1 100 - -

7 11 100 - 4

8 1:1 100 - -

9 1:1 100 - -

10 1:1 100 - -

11 1:32 3.13 + +

12 1:256 0.39 + "

13 1.64 1.56 + E

14 1:128 0.78 + +

15 1:256 0.39 + +

16 1.64 1.56 + 4

17 1:128 0.78 + +

18 1:128 0.78 = -

19 1:64 1.56 + N

20 1:128 0.78 4 +

Positivos a Parvovirus 10 10

Negativos a Parvovirus 10 10
Total 20 20

En la inhibicién de la hemaglutinacién (muestras de sueros), un titulo 21:8
(£12.5 UIP) es considerado como positivo a parvovirus. Mientras que un titulo
<1:8 (>12.5 UIP) se considera como negativo.
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ANEXO N° 5: Pruebas estadisticas

1. Pruebas de Normalidad para los Titulos Hemaglutinantes

Resumen de procesamiento de casos

Casos
Valido Perdidos Total
Animal N Porcentaje N Porcentaje N Porcentaje
Titulo CANINO 36 100,0% 0 0,0% 36 100,0%
Porcentual PORCINO 36 100,0% 0 0,0% 36 100,0%
UAP AVE 36| 100,0% 0 0,0% 36| 100,0%
Descriptivos?®
Animal Estadistico | Error estandar
Titulo CANINO Media 63,5417 4,26593
Porcentual 95% de intervalo de Limite inferior 54,8814
UAP confianza para la media Limite superior 72,2020
Media recortada al 5% 64,0432
Mediana 50,0000
Varianza 655,134
Desviaciéon estandar 25,59558
Minimo 12,50
Maximo 100,00
Rango 87,50
Rango intercuartil 50,00
Asimetria ,515 ,393
Curtosis -,968 , 768
PORCINO Media ,8794 ,13942
95% de intervalo de Limite inferior ,5964
confianza para la media Limite superior 1,1625
Media recortada al 5% 7977
Mediana , 7800
Varianza ,700
Desviacion estandar ,83650
Minimo ,10
Maximo 3,13
Rango 3,03
Rango intercuartil 1,17
Asimetria 1,639 ,393
Curtosis 2,356 , 768
a. Titulo Porcentual UAP es constante cuando Animal = AVE. Se ha omitido.
Pruebas de Normalidad®
Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Animal Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
Titulo Porcentual UAP  CANINO ,396 36 ,000 , 706 36 ,000
PORCINO ,297 36 ,000 74 36 ,000

a. Correccion de significacion de Lilliefors

b. Titulo Porcentual UAP es constante cuando Animal = AVE. Se ha omitido.
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2. Pruebas estadisticas parala concentracion del 0,5%

Pruebas NPar

Rangos
Rango
Animal N promedio
Titulo Porcentual  Canino 12 18,50
Porcino 12 6,50
ave 12 30,50
Total 36

Prueba de Kruskal-Wallis

Estadisticos de prueba®”

Titulo Porcentual

Chi-cuadrado 33,263
gl 2

,000

Sig. asintotica

a. Prueba de Kruskal Wallis

b. Variable de agrupacion: Animal

Datos evaluados mediante el programa “IBM SPSS Statistics 22

Prueba de especificidad de Dunn

Multiple Comparisons p” values (2-tailed); Titulo UAP 0,5% (Spreadsheet1)
Independent (grouping) variable: animal
Kruskal-Wallis test: H (2,N= 36) =33.26275 p=.0000

Depend.: | Canino Porcino Ave
Titulo UAP 0,5% | R:18.500 R: 6.5000 R:30.500
Canino 0.015815 0.015815
Porcino 0.015815 0.000000
Ave 0.015815 0.000000

Datos evaluados mediante el programa “STATISTICA”
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3. Pruebas estadisticas parala concentracion del 1,0%

Pruebas NPar

Rangos
Rango
Animal N promedio
Titulo Porcentual  Canino 12 19,50
Porcino 12 6,50
ave 12 29,50
Total 36

Prueba de Kruskal-Wallis

Estadisticos de prueba®”

Titulo Porcentual

Chi-cuadrado 31,802
gl 2

,000

Sig. asintotica

a. Prueba de Kruskal Wallis

b. Variable de agrupacion: Animal

Datos evaluados mediante el programa “IBM SPSS Statistics 22

Prueba de especificidad de Dunn

Multiple Comparisons p” values (2-tailed); Titulo UAP 1,0% (Spreadsheet2)
Independent (grouping) variable: animal
Kruskal-Wallis test: H (2,N= 36) =31.80188 p=.0000

Depend.: | Canino Porcino Ave
Titulo UAP 1,0% | R:19.500 R: 6.5000 R:29.500
Canino 0.007522 0.060223
Porcino 0.007522 0.000000
Ave 0.060223 0.000000

Datos evaluados mediante el programa “STATISTICA”
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4. Pruebas estadisticas para la concentracién del 2,0%

Pruebas NPar

Rangos
Rango
Animal N promedio
Titulo Porcentual  Canino 12 23,00
Porcino 12 6,50
ave 12 26,00
Total 36

Prueba de Kruskal-Wallis

Estadisticos de prueba®”

Titulo Porcentual

Chi-cuadrado 29,956
gl 2
Sig. asintotica ,000

a. Prueba de Kruskal Wallis

b. Variable de agrupacion: Animal

Datos evaluados mediante el programa “IBM SPSS Statistics 22

Prueba de especificidad de Dunn

Multiple Comparisons p” values (2-tailed); Titulo UAP 2,0% (Spreadsheet3)
Independent (grouping) variable: animal
Kruskal-Wallis test: H (2,N= 36) =29.95633 p=.0000

Depend.: | Canino Porcino Ave
Titulo UAP 2,0% | R:23.000 R: 6.5000 R:26.000
Canino 0.000375 1.000000
Porcino 0.000375 0.000017
Ave 1.000000 0.000017

Datos evaluados mediante el programa “STATISTICA”
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5. Pruebade McNemar para los datos de la Hemaglutinacion
Directa

1. Planteamiento de hipétesis
Ho: No existe diferencia entre la aplicacién de la prueba IC y la prueba de HA

Hi: Existe diferencia entre la aplicacién de la prueba IC y la prueba de HA

2. Nivel de significancia

gl:1
a: 0.05
X*=3.841
3. Cuadro de Datos
Después
Antes
+ (Enfermos) | - (Sanos) Total
+ (Enfermos) 6° 4° 10
- (Sanos) 0° 10° 10
Total 20
4. Herramienta Estadistica
b —c|—0.5)2
e = (b=c]=05)
b+c
Mc=2.25

5. Toma de decision:
Mc =2.25 < 3.84 (p>0.05)

Se acepta la Ho

6. Interpretacion:

Con una probabilidad del 95%, la aplicacidn de la prueba de Inmunocromatografiay la
prueba de Hemaglutinacién directa, son iguales.
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6. Prueba de McNemar para los datos de la Inhibicién de la
Hemaglutinacion.

1. Planteamiento de hipétesis
Ho: No existe diferencia entre la aplicacidén de la prueba IC y la prueba de HI

Hi: Existe diferencia entre la aplicacidn de la prueba IC y la prueba de Hl

2. Nivel de significancia

gl: 1
a: 0.05
X2 =3.841
3. Cuadro de Datos
Después
Antes
+ (Enfermos) | - (Sanos) Total
+ (Enfermos) 10° 0° 10
- (Sanos) 0° 10° 10
Total 20
4. Herramienta Estadistica
b —c|—0.5)
P A )
b+c
Mc =0.00

5. Toma de decision:
Mc =0.00 < 3.84 (p>0.05)

Se acepta la Ho

6. Interpretacion:

Con una probabilidad del 95%, la aplicacion de la prueba de Inmunocromatografia y la prueba
de Inhibicién de la Hemaglutinacién, son iguales.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos
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7. Andlisis de la Hemaglutinacion Directa y la INHIBICION de la
Hemaglutinacion mediante la prueba de Chi cuadrado

PRUEBA DE JI CUADRADO
Tipo de estudio: Transversal
Nivel de confianza: 95.0%
Tabla Prueba
Heces Suero Total
Positivo 6 10 16
Negativo 14 10 24
Total 20 20 40
Prueba Ji-cuadrado de Independencia Estadistico Valor p
Sin correccién 1.6667 0.1967
Correccién de Yates 0.9375 0.3329

Datos evaluados mediante el programa “EPIDAT - Analisis epidemiolégico de datos
tabulados”
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Vacuna Biocan P de Antisuero contra parvovirus Antisuero Gastroglobulin de
laboratorios Bioveta a. s. canino, fabricado en el laboratorios Vencofarma de
Republica Checa laboratorio veterinario del Dr. Brasil.
Fernandez.

Frasco de Caolin Frasco con Acido Sales para la fabricacion de buffer PBS
2.5 kg de Clorhidrico al 37%
laboratorios Merck

Reactivos para la fabricacion de la solucion de Alsever.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos
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2. Materiales

o ol ot ol ol ot o o 5t S
Pl o o et St Sl St et e e S
ol el e el St St St o e S S
o 5 el o S St St St e o o S
o000 S E L
&t S o S S e e o o
A o

Prueba Inmunocromatogréfica para la deteccion rapida de Microplaca de titulacion de 96
parvovirus canino. pozas de fondo en U

Micropipetas automaticas Puntas (tips) para micropipeta  Puntas (tips) para micropipeta
simples: 5 - 50uL (abajo) y 100- de 50uL de 1000uL

1000uL (arriba)

Tubos de microcentrifugacion Gradilla (rag) para tubos de Tubo de ensayo, Termometro y
microcentifugacion. bageta.

Tijera, Pinza, Encendedor. Frasco de vidrio.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos
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3. Equipos de laboratorio

Autoclave Balanza

Centrifugadora Homogenizador de placas

Bafio Maria o termostato. Céamara de Luz UV

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos
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4. Caninos evaluados

Canino 1
Nombre: Chikis
Raza: Pequinés
Edad: 18 meses
Sexo: macho

Canino 2
Nombre: Pelusa
Raza: Sin raza
definida

Edad: 12 meses
Sexo: hembra

Canino 3
Nombre: Canela
Raza: Sin raza
definida

Edad: 24 meses
Sexo: hembra

Canino 4
Nombre: Coquito
Raza: Teckel
Edad: 4 meses
Sexo: macho

Canino 5
Nombre: Rubi
Raza: Sin raza
definida

Edad: 5 meses
Sexo: hembra

Caninos Negativos a Parvovirus

Canino 6
Nombre: Negra
Raza: Sin raza
definida

Edad: 18 meses
Sexo: hembra

Canino 7
Nombre: Negrito
Raza: Sin raza
definida

Edad: 12 meses
Sexo: macho

Canino 8
Nombre: Manus
Raza: Sin raza
definida

Edad: 8 meses
Sexo: hembra

Canino 9
Nombre: Veten
Raza: Sin raza
definida

Edad: 24 meses
Sexo: macho

Canino 10
Nombre: Puka
Raza: Sin raza
definida

Edad: 6 meses
Sexo: hembra

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos
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Canino: 11

Nombre: Doki

Raza: Perro sin pelo
Edad: 4 meses
Sexo: macho

Canino 12

Nombre: Jack

Raza: Sin raza definida
Edad: 4 meses

Sexo: macho

Canino 13

Nombre: Spok

Raza: Sin raza definida
Edad: 3 meses

Sexo: macho

Canino 14

Nombre: Beker
Raza: Perro sin pelo
Edad: 3 meses
Sexo: Macho

Canino 15

Nombre: Dieguito
Raza: Cocker spaniel
Edad: 6 meses
Sexo: Macho

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos
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Canino 16
Nombre: Alex
Raza: Schnauzer
Edad: 3 meses
Sexo: Macho

Canino 17
Nombre: Thor
Raza: Rottweiler
Edad: 4 meses
Sexo: macho

Canino 18
Nombre: Cafecita
Raza: Sharpey
Edad: 4 meses
Sexo: Hembra

Canino 19
Nombre: Amarilla
Raza: Sharpey
Edad: 4 meses 53
Sexo: macho _ : .

- [ J :
i ,,;nnllijnn-§l||tl'

Canino 20
Nombre: Ginko
Raza: Schnauzer
Edad: 7 meses
Sexo: macho

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

UNIVERSIDAD

CATOLICA

DE SANTA MARIA

a. Resultados de la Hemaglutinacién con eritrocitos caninos

Fotografias

Esquemas

Dilucién: 1:2 14 18 16 132 164 11128 1:256  1:512 1:1024 1:2048 1:4096

10 11 12

Titulo
obtenido

canor | A [QIOIOIOPIORIRIORIRR) | 2
canno | B [@IOIOIOIRRIRRIRIRK) | *2

canno ¢ | ¢ {@IQIORIOOIOOIRIOIRD) | *2

MueS.tras B Canino D D DD@@ [o][o] [o] 1:4
sanguineas caninoE | E D@@D @@ @ 1.2
CaninoF | F D@@@ @@ @ 1:2

CaninoG | G D@@@ @@ @ 12

| caninoH | H DD@@@@ @@ 12

Dilucion: 1:2 14 18 116 1:32 1:64 1:128  1:256  1:512 1:1024 1:2048 1:4096

10 1 12 | onienso

Canino | 1:2

Muestras Canino J 1:2
SR Canino K 1:2
Canino L 1:8

Hemaglutinacidén con eritrocitos caninos a una concentracion de 0,5%
Dilucion: 1:2 14 18 116 1:32 1:64 1:128 1:256 1:512 1:1024 1:2048 1:4096

—Canino A 1:2

Canino B 1:2

Canino C 1:2

Mues_tras Canino D 1:2

sanguineas

Canino E 1.2

Canino F 12

Canino G 1

_Canino H | 1:2
0;2;‘:!':10

Canino | 1:2

Muestras Canino J 1:2
sanguineas Canino K 12
Canino L 1:8

Hemaglutinacién con eritrocitos caninos a una concentracién del 1,0%
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Fotografias Esquemas
Dilucion: 1:2 14 18 116 1:32 164 1:128  1:256  1:512 1:1024 1:2048 1:4096
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 | nue
L —— e | A QORI | -
B ERRcco6e sy oo | B QOO | *
% f N ,i N ‘\ ' Qt" D a ok Canino C Bt
N = . N Ve W5 ;\7 :"T. ,’. /v"’:/‘ | Muestras Canino D 1:1
5 wowosayosow s | sanguineas
~ & )| Canino E L
. ",‘_ ._‘ Canino F b
Canino G L
_Canino H &
P S S ‘. "\ 3 ‘7:. ok;rt-ls::i(t’io
# SIS N N N A D Canino | 1:1
SIS NS P, T T 5 Muestras | Canino J 12
\ \ L " . 2-"Y=F H
("/ & bk AN " \\ et sangtinea® | caniio K 12
\
I NN AN g ~ Canino L £
30 39 0 % 1
)‘. ;. j\ \\ .‘

Hemaglutinacion con eritrocitos caninos a una concentracion del 2,0%
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b. Resultados de la Hemaglutinacidén con eritrocitos porcinos

Fotografias Esquemas

_Porcino A
Porcino B
Porcino C
Muestras | porcino D

sanguineas

Porcino E

Porcino F

Porcino G

Porcino H

Porcino |

Muestras Porcino J
sanguineas Poicino K
Porcino L

—Porcino A
Porcino B

Porcino C

Muestras

: Porcino D
sanguineas

Porcino E
Porcino F

Porcino G

Porcino H

Lmim D @@@O@@O®O®OOOOM
E [QIOIQIQIOIOIOQIOIQIOIOIO
F [QIOIQIQQIOIOQIOIQIQIOIO
S |QIIOIOIOIOIOIQIOIOIOIO
HOIOIOIOIOIOIOIOIOIOIOIO

Hemaglutinacidon con eritrocitos porcinos a una concentraciéon del 1.0%
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Fotografias Esquemas
sl
T e T e

e 'fg ol ol Voo S S Titulo

s 9 . [ obtenido

Porcino A 1:32

Porcino B 1-64

Porcino C 1:64

Muestras | porcino D 164

sanguineas

Porcino E 1:62

Porcino F 1:32

Porcino G 1:32

Porcino H 1:64

Titulo
obtenido
Porcino | 1128

Mues.tras Porcino J 1:128

sanguineas Borcing K 1128

Porcino L 1:64

Hemaglutinacién con eritrocitos porcinos a una concentracion del 2.0%
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C. Resultados de la Hemaglutinacién con eritrocitos aviares.

Fotografias Esquemas
i B Tl 5 i R o 105 T iR
B 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 | Tuo
Ave A @ @ 141
Ave B 00 11
Ave C o @ 1:1
sonianess | Avo° | D[
Ave E o @ 1:1
Ave F @ 1:1
Ave G 6@ 1
| Ave H @ 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M 12 | el
Ave | o ° 141
Muestras | Ave J () @ 1:4
sanguineas Ave K ° [6] 1:1
Ave L ©0)0) 11
QO
QO
QO
QIOIO
Hemaglutinacidn con eritrocitos aviares a una concentracion del 0.5%
Dilucién: 1:2 14 18 116 132 164 1:128  1:256  1:512 1:1024 1:2048 1:4096
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 | Muo
—AveA A @@ 1:1
AveB | B|(e) @ 1:1
aec | ClOO) 11
congumess | 2420 [ DOIO)
aete | E GO 11
AveF | F @ 1:1
AeG |G @ 1:1
| AveH | H 11
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M 12 | el
Avel | Al(e) 141
Muestras | AveJ | B (o) 141
sanguineas Ave K C ° 141
Avel | D @ 1:1
3@
F IO
]@)]
HIOIO
Hemaglutinacidon con eritrocitos aviares a una concentracién del 1.0%
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Fotografias Esquemas
Dilucién: 1:2 14 18 116 1:32 164 1128 1:256  1:512 1:1024 1:2048 1:4096
2_3 oo
[aver [ AGDIOIC) 11
IY-B1:110)0)0) 111
AveC | C @@ 11
conpuness | A2 | D [QIQIO)
AveE | E @@ 1:1
AveF | F @@ 11
AeG | G @@ 1:1
| Ave H H 1
Diucn: 12 ©4 18 116 1R ise 1 1256 1512 102 12008 Taose
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M 12 | nue

L 1N0/0)0)0)[0[00)0 1:1
Muestras | AveJ | B (o) @@@@@@@ 1:4
sanguineas Avek C ° @ @@@@@ 11
ael |DI® D @@ 1:1

3@ @e

FIO @

@) O

HIOIO QIO

Hemaglutinacidn con eritrocitos aviares a una concentracion del 2.0%
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Hemaglutinacion Directa en caninos sanos
: Dilucior 2 14 18 116 1:32 1:64 1128 1:256  1:512 1:1024 1:2048 1:4096
i 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Control Positivo — A UDDDD @@
Control negativo — @@ ,
Titul
C@@FFF@@O QIO | e
canino 1| D [(HEHIOIHOIOIOIOIOIIOIG)] |
canino 2 | E [(HIOIOIOIOIOIOIOIOIOIOIO] |
Muestras ; 2
de neces | Canino 3 | F [IIOIIOIIOIOIOIOIOIO) |
canino 4 | G [((IIOIOIOIOIOIGIOIOIIIOIO] | *-
| N ;
caninos | H [OIOIOIOIOIOIOIOOIOIOIS] | *
Titulo
obtenido
Canino 6 1:1
Canino 7 141
Canino 9 1:1
Canino 10 1:1
Hemaglutmauon Directa en caninos enfermos
Control Positivo
Control negativo —
Titulo
obtenido
[ Canino 11 1:32
Canino 12 11
Muestras Cani 1:32
de heces ] Canino 13
Canino 14 11
_Canino 15 HigH
Dilucion: 1:2 14 18 116 1:32 164 1128 1:256 1:512 1:1024 1:2048 1:4096
_ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 | ovendo
Canino 16 | A 11
Canino17 | B 1:128
Z’:iﬂ;:ss < canino18 | C 1:256
Canino19 | D 1:32
_Canino 20 | E 1:1
F
G
H
INTERPRETACION: . Hemaglutinacion positiva @ Hemaglutinacion negativa @ Interrupcion de la Hemaglutinacion
En la muestras de los caninos 13, 17, 18 y 19 se puede observar la interrupcion de la hemaglutinacion, esto se debe a la presencia de
inhibidores (contaminantes) en las heces que interfieren con la reaccion de HA, por lo cual puede ser necesario ademas de la centrifugcion
de las heces su tratamiento con sustancias purificantes o filtracion. Para obtener un aislado mas purificado del virus. Un titulo > 1:32 es
considerado como especifico para parvovirus canino.
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los caninos evaluados.

Inhibicion de la Hemaglutinacion en caninos sanos
x5 — = Dilucién: 14 18 116 1:32  1:64 11128 1:256  1:512 1:1024 1:2048
: 4 4 . . « N
et oo Control Positivo -
s N Ny 0 L 4 \ Control negativo —

-‘“."w"‘ NN \ Titulo
y i . : - A ¢ obtenido
_'.\,t.\ ‘\ . Canino 1 1:1
" Y 4 n A AN

e[ o Wy ‘& Canino 2 1:1
"ok 5 AL 8 L K A \

- .\ \ a v '\ggisl};?z Canino 3 1:1
-\ u\ -i «'\‘ y ® R/ Y
,f\ 2 Y X% % X " Canino 4 1
Wi ¥t " )

LN Canino 5 1:4

Titulo
€ obtenido
“““ ke g A Canino 6 11
Canino 7 1:1
Muestras Canino 8 1:1
% ® y de suero aning :
et G S b~ Canino 9 1:1
Canino 10 1:1
Inhibicion de la Hemaglutinacion en caninos enfermos
Control Positivo
Control negativo —
Titulo
obtenido
Canino 11 1332
Canino 12 1:256
Muestras 3 i
de suero ] Canino 13 1:64
Canino 14 1:128
Canino 15 1:256
Dilucior
Titulo
_ obtenido
Canino16 | A 1:64
Canino17 | B 1:128
Muest .
de suero ] Canino 18 | C 1:128
Canino19 | D 1:64
Canino20 | E 1:128
F
G
H
INTERPRETACION: @ Inhibicion de la Hemaglutinacién positiva . Inhibicion de la Hemaglutinacion negativa
En la inhibicidn de la hemaglutinacién un titulo 21:8 es considerado positivo
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ANEXO N° 7: Anotaciones

1. Durante los ensayos se observo que los titulos comienzan a ser visibles
a partir de 1 hora de incubaciéon y son legibles ya hacia las 2 horas de
incubacion, pero en el caso de las muestras evaluadas se prefirio
esperar un tiempo de incubacion de 4 horas, para poder realizar la

lectura clara la reaccion.

2. Previo a la experimentacion, el parvovirus canino también fue evaluado
a diferentes pH, observandose que su mayor actividad se daba cuando
actuaba a pH 6,4 alcanzando un titulo medio de 1:256. Esta actividad
disminuia a medida que se elevaba el pH. Siendo en promedio 1:64 a
pH de 7,2,y 1.4 a pH de 8 0 9. Todas evaluaciones se realizaron a una

concentracion del 1% de eritrocitos en Alsever.

Dilucién: 1:2 14 18 1:16  1:32 1:64 1:128  1:256  1:512 1:1024 1:2048 1:4096

Titulo Medio
obtenido

pH6.4 . 1:256
pH7.2 — 1:64
pH8.0 — 1:4
pH9.0 — 1:4

3. Haciendo uso de la técnica de HI se evalu6 también muestras de suero
de seres humanos, encontrandose un titulo nulo de anticuerpos contra
parvovirus canino, en forma similar a lo reportado por otros autores
(Mogollén et al, 1981; Biberstein y Zee, 1994; Gémez y Guida, 2010), lo
cual refuerza la teoria de que los humanos parecen ser refractarios a la
infeccion por parvovirus canino, condicion por la cual el suero humano

podria ser utilizado como control negativo.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




CATOLICA .
DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE Riee  UNIVERSIDAR

TESIS UCSM

4. Ademas de las sangres evaluadas en el estudio, se hizo algunos
ensayos con sangres de otras especies (equino, vacuno, ovino, rata y
humano). Con estas sangres preparadas al 1% en Alsever, frente al
parvovirus canino y a un pH de 6.4, se obtuvo los siguientes titulos

promedio:

Dilucién: 1:2 1:4 1:8 116 1:32 164 11128 1:256  1:512 1:1024 1:2048 1:4096

Titulo Medio
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 obtenido

Equino — | A DDDD 1:16
Vacuno — | B @@@@ 1:1
ovino — |C @@@@ 1:1
Rata — | D D@@@ 1:2
Humano — | E D@@@@ 1:2

c|OOIOIOIO
HOIOIOIOIOIO

9@/@/0/00/0/C
90)@0/0/0/0/0
9/0)@0/0/0/0/C
OOOPIPIVIOE
OOOOIOIVIOE
OOOIPIVIOE
COOOIPIOIOO

5. Ademas del uso de la técnica de HA para el diagnostico de parvovirosis
canina, se trabajé también con antigeno de morbillivirus canino
(distemper) enfrentandolo con diversos tipos de sangre (porcino,
humano y rata), a la concentracion del 1% y un pH de 6.4, se obtuvo los

siguientes titulos:
Dicion: 12 14 18 16 1% 164 1128 125 1512 11024 12048 1409
1 2 3 4 5 6 7
Porcino — | A DD@@@@@
Humano — D@@@@@@
Rata | C|OIOIOIOIOIOIO
D QIO
E [QIOIOIOIOOIOIOIOIOIOIO
F IOIOIOIOOIOIOIOIOIOIOIO
G [OIOIO OO0
H [OIOIOIOIOIOIOIOIOIOIOIO

Titulo Medio
9 10 11 12 obtenido

1:8
1:2
11

OIOIOIOO
[0/0][0)00)
OIOIOIOO
OIOI0I00
Q
O
O
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6. Se aplico la técnica de Hemoadsorcion - Elucién - Hemaglutinacion
(HEMA), para el aislamiento y titulacién de coronavirus canino a partir de
la vacuna parvo-corona. Haciendo uso de sangre de ratas albinas
(Rattus novergicus), pudo aislarse y titularse el coronavirus. Con esto se
comprobé que el HEMA puede ser una técnica muy Uutil para la
diferenciacion de coronavirus del parvovirus. Ademas el extracto de
coronavirus se enfrenté a sangre de porcino, humano y rata, preparadas

al 1% y a un pH del 7.2, encontrandose los siguientes titulos:

Dilucion:  1:2 1:4 1:8 1116 1:32 164 11128 1:256  1:512 1:1024  1:2048 1:4096

Titulo Me:
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 | ueMede

Porcino — | A DDD@ 1:8
Humano — | B @@@@ 1:1
Rata — |C DDDDD 1:32

O

O

O

O

O
QOOOIOIOIOIO

O

O

O

O

O
O @
QOO0

O
@@@@@@@@

QOO0
OOOOIOIOIOE
QOO0

HIOIOIOIOIOION
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