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RESUMEN

El objetivo de la investigacion fue determinar la titulacion de anticuerpos contra el
Parvovirus Canino utilizando un protocolo de vacunacion y analisis hematologico. El
procesamiento de dichas muestras se realizd en el Laboratorio de Sanidad Animal de la
UNSAAC; se emplearon 10 cachorros de diferentes edades, razas y sexo, aparentemente sanos,
se llevé a cabo un exhaustivo examen fisico completo y andlisis hematoldgico, para descartar
cualquier anormalidad antes y durante el proceso de inmunizacién. Una vez inmunizados se
utilizé el Ensayo de ELISA para la deteccion de IgM.

Los analisis de ELISA se realizaron antes de la vacunacién para determinar anticuerpos
derivados maternos y despues de la vacunacion para determinar titulos de anticuerpos (primera,
segunda y tercera dosis vacunal), también se realizo el hemograma antes y después de la
vacunacion. Los datos fueron procesados y analizados mediante t de student de muestras
pareadas en cachorros de 2, 3y 4 meses de edad.

El promedio de titulacion Pre-vacuna (Anticuerpos derivados maternos IgM) fue >
0.2495 considerado no interferente al momento de inmunizacion. Se evidencio entre los grupos
de perros pre-vacunados y post vacunados una respuesta inmunitaria significativa (p<0.05),
observandose una seroconversion Post-vacunal con promedios de anticuerpos en primera dosis
vacunal (3.430) y segunda dosis vacunal (3.039); sin embargo, hay tendencia de bajos niveles
a la tercera dosis vacunal (1.511) que ain se consideran como protectores.

Los resultados del hemograma se evidencian que existe diferencia significativa
(p<0.05), entre pre-dosis vacunal y post dosis vacunal en cachorros de 2, 3 y 4 meses de edad
para LEU 12.87 (103/pL), NEU 6.32 (103/uL), HB 12.52 (g/dl), MCV 57.13 (ft), MCH 23.85

(pg).

Palabras claves: Parvovirus, Vacunacion, Anticuerpos, hemograma, Seroconversion.
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SUMMARY

The objective of the research was to determine the titer of antibodies against Canine
Parvovirus using a vaccination protocol and hematological analysis. The processing of these
samples was carried out at the UNSAAC Animal Health Laboratory; 10 puppies of different
ages, breeds and sex, apparently healthy, were used. An exhaustive complete physical
examination and hematological analysis were carried out to rule out any abnormality before
and during the immunization process. Once immunized, the ELISA test was used to detect
IgM.

ELISA analyzes were performed before vaccination to determine maternally derived
antibodies and antibody titers (first, second and third vaccine dose), blood count was also
performed before and after vaccination. The data were processed and analyzed using studen's
t test of paired samples, specifically in puppies of 2, 3 and 4 months of age.

The average Pre-vaccine titer (Maternally derived antibodies IgM) was > 0.2495,
considered non-interfering at the time of immunization. A significant immune response
(p<0.05) was observed between the pre-vaccinated and post-vaccinated groups of dogs. There
was evidence of post-vaccination seroconversion with antibody averages of 3,430 after the first
vaccine dose and 3,039 after the second vaccine dose. However, a trend toward lower levels
was noted after the third vaccine dose, with an average of 1.511, although these were still
considered protective levels.

Results of the blood count showed that there is a significant difference (p<0.05)
between pre-vaccine dose and post-vaccine dose in puppies of 2, 3 and 4 months of age for
cells suchas: LEU 12.87 (10%/uL), NEU 6.32 (103/uL), HB 12.52 (g/dl), MCV 57.13 (ft), MCH
23.85 (pg).

Keywords: Parvovirus, Vaccination, Antibodies, complete blood count,

Seroconversion.
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INTRODUCCION

Parvovirus canino tipo 2 (PVC-2) se identifica como la principal causa de enfermedad
y fallecimiento en perros a nivel mundial, especialmente en cachorros (Iris Kalli et al., 2010;
Ling et al., 2012). La epidemia severa asociada con este virus se caracteriza por provocar una
gastroenteritis intensa, manifestada a traves de diarrea mucosa o hemorragica, depresion,
pérdida de apetito, vémitos y leucopenia, siendo responsable de la mortalidad neonatal en
cachorros (Calderon et al., 2009; Carmichael et al., 1994; Mohan Raj et al., 2010). Ademas de
los sintomas gastroentéricos tipicos, se ha observado que el PVC-2 puede causar infecciones
subclinicas o inaparentes, las cuales pueden detectarse en cachorros y adultos con niveles
moderados de anticuerpos maternos considerados protectores (Decaro, Campolo, et al., 2005).

Las cepas PVC-2a 'y PVC-2b se vincularon con manifestaciones clinicas graves, como
diarrea hemorragica, shock y fallecimiento, principalmente en cachorros infectados. En el afio
2000, una nueva variante, PVC-2c, ha sido identificada como responsable de elevadas tasas de
mortalidad, y se han documentado casos de infeccidn en perros adultos, hembras gestantes y
animales que han sido regularmente vacunados (Decaro et al., 2007).

Se han registrado numerosos casos de infeccion en perros a pesar de contar con un
programa de vacunacion completo y en pacientes adultos. Esto sugiere una posible falla en la
eficacia de la vacuna. En este contexto, se proponen tres teorias para explicar esta falla: la
primera se refiere a la diversidad genética de los virus, que les permite evadir el sistema
inmunoldgico; la segunda sugiere que el mal manejo de la vacunacion por parte de los
veterinarios podria ser un factor contribuyente; y la tercera apunta a la interferencia de altos
niveles de anticuerpos IgG maternos en el momento de la primera vacunacion (Decaro et al.,
2008).

En el &mbito de la medicina veterinaria para animales de compafiia, ha llevado tiempo
comprender el concepto de "inmunidad de rebafio”. Se reconoce que la vacunacién de

individuos no solo protege al propio animal, sino que también contribuye a reducir el namero
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de animales susceptibles en la poblacion, disminuyendo asi la prevalencia de la enfermedad.
La inmunidad colectiva, asociada con el uso de vacunas bésicas que ofrecen una duracion
minima o prolongada de la inmunidad (DOI), depende en gran medida del porcentaje de
animales vacunados en la poblacion, no simplemente de la frecuencia de las vacunaciones
anuales. Por lo tanto, es crucial esforzarse por vacunar a un mayor porcentaje de gatos y perros
con las vacunas esenciales (Pastor et al., 2020).

Es simplemente imposible mejorar la inmunidad de un animal individual mediante la
administracion repetida de vacunas. En otras palabras, un perro que recibe vacunas de virus
vivos modificados basicos cada 3 afios estara igualmente protegido en comparacién con otro
que recibe la misma vacuna anualmente. Sin embargo, este principio puede no aplicarse
necesariamente en el caso de las vacunas basicas para gatos (Bohm et al., 2004; Mitchell et al.,
2012; Mouzin et al., 2004).

Los perros que han mostrado respuesta a la vacunacion con las vacunas basicas de virus
vivo modificado (MLV) conservan una inmunidad robusta, es decir, una memoria
inmunoldgica, durante un extenso periodo de tiempo sin necesidad de recibir vacunaciones
repetidas, segun investigaciones como las de Bohm et al., (Bohm et al., 2004); Mitchell et al.,
(Mitchell et al., 2012); Mouzin et al., (Mouzin et al., 2004); Schultz, (Schultz, 2006).

La mayoria de los cachorros cuentan con proteccion proporcionada por los anticuerpos
derivados de la madre (ADM) en las primeras semanas de vida. La disminucion de estos
anticuerpos alrededor de las 8-12 semanas de edad permite la activacion de la inmunizacion.
Sin embargo, aquellos cachorros con bajos niveles de anticuerpos derivados de la madre
pueden ser susceptibles y capaces de responder a la vacunacién a una edad temprana, mientras
que otros con niveles elevados pueden no responder a la vacunacion hasta las 12 semanas de
edad (Friedrich, K. ; Truyen & Author, 2000). Por ende, no hay una politica de vacunacion
primaria unica que cubra todas las situaciones posibles. La recomendacion del Grupo de

directrices de vacunacion (VGG) es comenzar la vacunacién basica a las 6-8 semanas de edad,
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seguida de dosis adicionales cada 2-4 semanas hasta las 16 semanas de edad o mas. EI nimero
de vacunas primarias para cachorros dependeré de la edad en que se inicie la vacunacion y del
intervalo seleccionado entre las dosis (M. J. Day et al., 2016).

En el &mbito veterinario, la hematologia ha experimentado un progreso significativo en
los Gltimos afios, principalmente debido a la percepcion por parte de los profesionales de que
el hemograma proporciona una suerte de "instantanea™ de la dindmica celular del animal. Por
lo tanto, se considera que esta prueba es esencial y posiblemente tan valiosa como Util,
dependiendo de las expectativas que tengamos de dicha prueba (Alvarez, 2003).

Numerosos factores fisioldégicos, técnicos y terapéuticos ejercen impactos
significativos sobre los datos hematolégicos. Un conocimiento profundo de estos factores es
esencial al desarrollar tablas de valores normales o al identificar cambios no atribuibles a
enfermedades en un paciente. Entre los factores que influyen en los valores en diversas
investigaciones se incluyen la procedencia, edad, sexo, raza, estado de salud y nutricién de los
animales, asi como el método de recoleccion y la técnica hematoldgica utilizada (Jain, 1993).
Diferencias fisiologicas como el estado de excitacion, la actividad muscular, el momento de la
toma de muestra, la temperatura ambiente, el equilibrio hidroelectrolitico y la altitud pueden

generar variaciones significativas en los resultados (Jain, 1993).
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CAPITULO |

1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A pesar de la aplicacion generalizada de vacunas y la amplia disponibilidad de estas,

persisten casos positivos de Parvovirus Canino debido a la alta contagiosidad de la enfermedad.

Se registran diagndsticos positivos en perros que han seguido un programa completo de

vacunacion, incluyendo cachorros, hembras gestantes y perros adultos. Este fendmeno sugiere

una deficiencia en la respuesta inmunoldgica frente al proceso de vacunacién, influenciada por

diversos factores:

La presencia y cantidad de anticuerpos maternos es capaz de neutralizar una vacuna
y hacer que la respuesta inmunitaria sea ineficaz (Nandi & Kumar, 2010).

Fallas en el manejo de la cadena de frio y conservacion de la vacuna, tipo de
vacuna, vacunas con baja cantidad de antigenos (Nandi & Kumar, 2010).

La respuesta inmunitaria al ser un proceso biolégico no es absolutamente segura y
no es igual entre los diferentes individuos, por ellos no es cien porcientos seguros.
Factores genéticos y ambientales (Tizard, 2018).

Respuesta inmunitaria débil por un porcentaje de individuos que no
seroconvirtieron positivamente siendo fuentes de contaminacion y diseminacion
del virus (Tizard, 2018).

Respuesta inmune normal pero suprimida por la presencia de copatdgenos,
exposicion de cachorros vacunados a procesos prolongados de estrés, fiebre,
inmunosupresion (Tizard, 2018).

Deficiencias en el protocolo de vacunacion por parte de veterinarios; en una
encuesta en Australia 2017 sobre los protocolos de vacunacion, aproximadamente
la mitad de los médicos no cumplian con las pautas recomendadas de vacunacion

(Altmana & Kelmanb, 2017).
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e La aparicion de variantes del CPV-2 en cuanto al subtipo, su virulencia y su
capacidad de evadir la vacunacion sugiere una tendencia a mutacion del virus
(Miranda & Thompson, 2016).

e Asimismo, algunos tutores de mascotas no cumplen con los protocolos de
vacunacion exigida por el veterinario, asumiendo que con una sola dosis vacunal
el animal estd completamente protegido.

Por lo tanto, la determinacién de titulos de anticuerpos en las poblaciones de perros es
importante para entender el comportamiento de la enfermedad desde el punto de vista,
inmunoldgico y clinico.

Dentro del trabajo diario en los centros veterinarios, es muy comdn la realizacion de
andlisis auxiliares, con el fin de llegar a un diagndstico definitivo, de todos los exdmenes de
laboratorio clinico, el hemograma es uno de los examenes mas comunmente realizados para
orientacion al diagnostico clinico, gracias a que existe una modificacion de los valores celulares
directamente proporcional a la salud. En la evaluacion hematoldgica en las clinicas veterinarias
de la region Cusco usan los valores referenciales del hemograma de un perro adulto para
evaluar parametros de cachorros, no siendo lo adecuado, debido a los cambios fisiologicos que
se dan de acuerdo con su edad, no llegando a un diagndéstico bien orientado y los cambios
celulares que existen después de la aplicacion de una vacuna en diferentes organismos de cada

cachorro.
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1.2. FORMULACION DEL PROBLEMA
1.2.1. Problema General

¢Cudles son los niveles de titulacion de anticuerpos contra el parvovirus canino en
cachorros de 2, 3 y 4 meses de edad utilizando un protocolo de vacunacion y cudles son los
cambios hematoldgicos segln el protocolo de vacunacién utilizado en la clinica veterinaria
Goofy?

1.2.2. Problemas Especificos

¢Cuadles son los titulos de anticuerpos derivados maternos (ADM), que presentan los
cachorros de 2, 3 y 4 meses de edad antes de ser vacunados?

¢Cudl es la eficacia de la respuesta inmunitaria en cachorros de 2, 3 y 4 meses de edad
inmunizados contra el parvovirus en primera, segunda, tercera vacuna?

¢Cual es el efecto del proceso de vacunacion en el analisis hematoldgico en cachorros

2, 3y 4 meses de edad?

1.3.  OBJETIVOS Y JUSTIFICACION

1.3.1. Objetivo General

Determinar titulacién de anticuerpos contra el parvovirus canino utilizando un

protocolo de vacunacién y andlisis hematoldgico en la clinica veterinaria Goofy.

1.3.2. Objetivos Especificos

Determinar la titulacion de anticuerpos derivados maternos (ADM) que presentan los
cachorros de 2, 3 y 4 meses de edad.
Determinar la eficacia de la respuesta inmunitaria en cachorros de 2, 3 y 4 meses de

edad inmunizados contra el parvovirus canino en la primera, segunda, tercera dosis vacunal.
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Determinar el analisis hematoldgico de los cachorros de 2, 3 y 4 meses de edad

vacunados contra el parvovirus canino.

1.4.  JUSTIFICACION

En la ciudad del Cusco no existen datos precisos de los titulos de anticuerpos IgM
contra Parvovirus Canino que poseen los cachorros al momento de su vacunacion y qué
factores interfieren con la respuesta inmunitaria de la vacuna. Por lo tanto, se hace necesario
realizar un estudio de investigacion en esta area, en la actualidad se utiliza la vacunacién como
meétodo eficaz para la prevencion de la enfermedad, realizandose vacunas sin examenes previos
para descartar cualquier tipo de interferencia dentro del protocolo de vacunacion. La
informacion obtenida en esta investigacion permitira a los Médicos Veterinarios establecer un
protocolo de vacunacion eficaz y por lo tanto tener mayor proteccion contra la enfermedad, al
analizar los niveles de titulacion de anticuerpos contra Parvovirus Canino antes y durante el
proceso de cada dosis vacunal, y asi determinar si el animal esta protegido una vez aplicada la
vacuna si este genera grandes niveles de anticuerpos en el sistema inmune del animal, por lo
tanto disminuir las cifras de canes que presentan los sintomas de la enfermedad con un
protocolo de vacunacién completa en el cual nos ayudard a resolver la problematica de él
porque hay cachorros que presentan los sintomas de dicha enfermedad llevandolos hasta la
muerte.

Ademas, entender cual es la situacion actual de la respuesta inmune en base a IgM sobre
la proteccion contra el parvovirus en cachorros vacunados de 2, 3 y 4 meses de edad.

La toma de muestras hematoldgicas ha demostrado ser un método de diagndstico eficaz
para controlar el estado general, diagnostico de enfermedades infecciosas, control de
enfermedades, supervisar un tratamiento medico. En el presente estudio nos permitio

determinar el estado de salud del cachorro, si este atraviesa un proceso infeccioso, anemia,
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inmunosupresion o cualquier alteracion en las células sanguineas. Ademas, verificar los

cambios en las células sanguineas post vacunas.

1.5. HIPOTESIS

1.5.1. Hipotesis alternativa

Existe seroconversion positiva en la respuesta inmunitaria de anticuerpos contra el
parvovirus canino a la aplicacion de la vacuna en cachorros de 2, 3 y 4 meses de edad los cuales

generan cambios hematoldgicos en los cachorros post vacunados.

1.5.2. Hipotesis Nula

Existe seroconversion negativa en la respuesta inmunitaria de anticuerpos contra el
parvovirus canino a la aplicacion de la vacuna en cachorros de 2, 3y 4 meses de edad los cuales

no generan cambios hematologicos en los cachorros post vacunados.
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CAPITULO Il

2.1. ANTECEDENTES

Guias para la vacunacion de perros (caninos) y gatos (felinos) en Perd (Rubio et
al., 2018).

El Comité Peruano de COLAVAC ha desarrollado esta guia de vacunacion destinada a
los veterinarios en Peru con el objetivo de servir como una herramienta en la planificacion de
calendarios de vacunacion para perros y gatos. Esta planificacion se basa en la evaluacién de
riesgos, la presencia de enfermedades endémicas y las caracteristicas de las vacunas
actualmente disponibles en el pais. EI documento ofrece recomendaciones para calendarios de
vacunacion, abarcando tanto vacunas de uso esencial como aquellas de uso opcional. Dado que
la vacunacion es un procedimiento médico, la decision final recae en el clinico, quien debe
tener en cuenta los factores mencionados, asi como las particularidades de cada paciente,
incluyendo la relacion riesgo/beneficio de la inmunizacion. En cada situacion, se recomienda
discutir la estrategia de vacunacion con el propietario para que este pueda tomar una decision
informada.

Diagnostico de parvovirosis en caninos machos y hembras mediante la técnica de
Elisa cualitativa y cuantitativa (Aguilar Fierro, 2019).

Este estudio experimental se llevo a cabo en la Ciudad de Cuenca con el proposito de
diagnosticar la Parvovirosis Canina mediante las técnicas de ELISA cualitativa y cuantitativa.
Se seleccionaron 62 caninos con edades comprendidas entre las 3 y 48 semanas, a quienes se
les aplico la prueba rapida de ELISA cualitativa mediante hisopado rectal, seguida de la
extraccion de una muestra sanguinea para realizar la prueba de ELISA Cuantitativo.

En la prueba de ELISA cualitativa, se encontrd que 40 caninos resultaron positivos para
el parvovirus canino, lo que representd el 64.5%, mientras que 20 caninos dieron negativo,

equivalente al 35.5%.
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En la técnica de ELISA cuantitativa, se observé que 40 muestras presentaron titulos de
anticuerpos IgM por encima del punto de corte (0.635), lo que se consideré como resultado
positivo. Por otro lado, 20 muestras mostraron titulos de anticuerpos por debajo del punto de
corte, indicando negatividad en esos caninos.

De los 40 caninos positivos, 27 eran machos (67.5%) y 13 hembras (32.5%). En cuanto
a la edad, 24 caninos tenian entre 1 y 3 meses, 13 entre 4 y 6 meses, y 3 entre 7'y 9 meses. La
raza mas afectada fue la mestiza, con 15 casos positivos, representando el 37.50%.

Correlacion de la cinética de severidad de la enfermedad, conteo total de leucocitos
y titulos de 1gG contra parvovirus canino en perros naturalmente infectados (vacunados
y no vacunados) (Marron Torres, 2018).

En la actualidad, en México, no se han llevado a cabo investigaciones que analicen las
cinéticas de recuento leucocitario, los titulos de IgG contra el parvovirus canino y los indices
de gravedad de la enfermedad en grupos de perros vacunados y no vacunados. Por ende, este
estudio se propuso evaluar estas variables en 56 perros que cumplian con los criterios de
inclusion, de los cuales 24 habian sido vacunados y 32 no lo habian sido. Para calcular el indice
de gravedad, se empled la tabla modificada de Nakamura et al. 2001. No se encontraron
diferencias estadisticas significativas para ninguna de las variables entre ambos grupos. No
obstante, al analizar los indices de gravedad en la poblacidn total, se observo que la enfermedad
presentaba un indice de gravedad medio, ya que el 71% de los perros exhibian indices entre 6
y 10 puntos. Asimismo, se concluyd que los perros que ingresaron con un indice de gravedad
elevado (11-15 puntos) tenian una probabilidad significativamente mayor de fallecer (p<0.01).

Evaluacion de la respuesta inmune humoral inducida por vacunacion para
moquillo canino y parvovirus: un estudio piloto (Vila Nova et al., 2018).

El virus del moquillo canino (CDV) y el parvovirus canino (CPV) son causantes de
infecciones con tasas de mortalidad elevadas en perros, especialmente en aquellos no
vacunados o con esquemas de vacunacion incompletos. La vacunacién desempefia un papel

crucial en la reduccion de las tasas de mortalidad, la prevencion de casos clinicos y el control
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de la propagacion de estos virus. Sin embargo, la eficacia de la vacunacion puede ser
influenciada por varios factores, incluyendo el calendario de vacunacion y la neutralizacion de
los objetivos de la vacuna por parte de los anticuerpos maternos.

En este estudio, se investigaron las respuestas de anticuerpos en cachorros sometidos a
diferentes protocolos de vacunacién primaria contra CPV y CDV, y se estimd el tiempo hasta
la seroreversion en perros adultos no vacunados durante al menos 3 afios.

Se evalué la proteccion de anticuerpos en un total de 20 perros, divididos en tres grupos:
cachorros que comenzaron la inmunizacion a las 6 semanas de nacidos (grupo A), animales
que iniciaron la vacunacién entre las 8 y 12 semanas de edad (grupo B), y perros adultos no
vacunados durante al menos 3 afios (grupo C). Las respuestas de anticuerpos se midieron
mediante ELISA indirecto en muestras de sangre recogidas con 3 a 4 semanas de diferencia.

En la tercera inmunizacion, se observé un menor tiempo para lograr un titulo protector
contra CPV en el grupo B en comparacion con el grupo A. No se encontraron diferencias
significativas entre los grupos A y B en cuanto a la seroconversion para CDV en el segundo
punto de inmunizacion. En el Grupo C, el tiempo promedio hasta la seroversion se estimo en
2.86 afios y 7.63 afios para CDV y CPV, respectivamente.

En conclusion, la respuesta vacunal a CDV y CPV es especifica en cada individuo, y la
proteccion inmunoldgica durante la vacunacion primaria depende principalmente del nivel
inicial de anticuerpos maternos. Otros factores, como la exposicién ambiental, los calendarios
de inmunizacion y la actividad del sistema inmunitario, también influyen en la duracién de la
inmunidad en perros adultos. La variabilidad encontrada destaca la importancia de evaluar los
niveles individuales de inmunidad humoral para determinar la eficacia de la vacuna.

Determinacion de anticuerpos IgG contra parvovirus canino tipo 2 en perros
inmunizados con dos diferentes protocolos de vacunacion (Morales, 2016).

En este estudio, se llevaron a cabo dos protocolos de vacunacién: el primero sin una

titulacion previa de anticuerpos y el segundo con una titulacion previa de anticuerpos. En el
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primer protocolo, se vacunaron 23 perros a la edad de un mes y medio. De estos, 20 perros
exhibieron una interferencia notable en respuesta a la primera dosis vacunal, y solo 3 mostraron
seroconversion. De los 23 perros, 17 recibieron una segunda dosis de vacunacion a los dos
meses de edad, y solo 14 perros demostraron seroconversion como respuesta.

En el segundo protocolo, se vacunaron 5 perros con niveles de anticuerpos maternos
(ADM) de <1.32, y todos ellos mostraron seroconversion después de la primera dosis vacunal.
Otro grupo de 5 perros, también vacunados con ADM de <1.32, exhibieron seroconversion
después de la primera dosis vacunal. Este grupo de perros fue titulado cada 15 dias hasta
identificar titulos nuevamente <1.32, momento en el cual se administrdé la segunda dosis
vacunal, y todos volvieron a mostrar seroconversion.

Se observo que la vacunacion con una previa titulacion de anticuerpos resulto ser el
método mas efectivo para lograr la inmunizacion contra la enfermedad.

Determinacion de la frecuencia de titulos de anticuerpos 1gG protectores contra
parvovirus canino tipo 2 en una poblacion de perros de la zona conurbada de Toluca
(Escobar, 2016).

La deteccion de anticuerpos contra el Parvovirus Canino tipo 2 (PVC-2) en perros
indica la existencia de una vacunacion previa, exposicion al virus en el entorno o, en el caso de
cachorros, la presencia de anticuerpos derivados maternos (ADM), los cuales suelen asociarse
con una proteccion efectiva contra la enfermedad. Este estudio se enfoco en analizar la
frecuencia de anticuerpos IgG contra el PVC-2 en perros de la zona conurbada de Toluca,
utilizando la técnica de Inhibicién de la Hemaglutinacion (HI).

Se procesaron 222 sueros de perros procedentes de diversas fuentes, como calles,
criaderos y hogares, mediante la técnica de HI. Los resultados revelaron que solo el 36.4% de
la poblacion analizada presentaba anticuerpos con una titulacion >1.256, considerada
protectora en este estudio. De los 222 perros, 52 eran cachorros de seis semanas de edad con
presencia de ADM, y la mediana de titulos de anticuerpos fue de 1.96. Solo el 9.6% de estos

cachorros mostrd titulos de anticuerpos >1.256. Por otro lado, 170 de los 222 perros tenian mas
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de seis semanas de edad, con una mediana de titulos de anticuerpos de 1.128. En este grupo, el

44.7% de los perros exhibio titulos de anticuerpos >1.256.

Valores hematoldgicos referenciales en cachorros de Canis familiaris, que acudan
a centros veterinarios del distrito de Trujillo (Campos, 2018).

El proposito de esta investigacion es establecer los valores normales del hemograma en

cachorros de Canis familiaris con edades inferiores a un afio. La poblacion de estudio consistio

en cachorros de 1 a 12 meses de edad. La determinacion del tamafio de la muestra se llevo a

cabo mediante una encuesta pre-estudio estadistico realizada en 23 centros veterinarios del

distrito de Trujillo. El resultado de esta encuesta identificé a 108 cachorros, los cuales fueron

distribuidos en grupos segln sus edades: de 1 a 3 meses, de 3 a 6 meses y de 6 a 12 meses.

Tabla 1 Valores Referenciales Normales de Canis familiareis Cachorros.

Pardmetros de  Unidad de medida Hasta 3 meses 3 a6 meses 6 a 12 meses
hemograma
Eritrocitos x 103/pl 3.75-5.57 4.86 -6.70 554 -7.44
Hemoglobina o/dl 7.60-11.16 10.50 - 14.20 11.75-16.07
Hematocrito % 24.33-34.45 32.37-43.79 36.11 - 49.69
VCM fl 56.92 - 69.72  62.64 — 69.80 62.67 — 70.17
HCM Pg 18.18 —22.14  19.87 - 22.57 20.14 — 22.50
CHCM x 1023/ul 32.19-3243 32.19-32.49 32.20-32.42
Leucocitos x 10%/ul 6 768 12258 7075- 10907 6 708 - 12 102
Abastonados x 10%/ul 43 - 225 51 - 180 24 — 285
Segmentados x 10%/ul 4145-8796 44217590 3792 -8093
Eosinofilos x 10%/ul 87 — 427 79 — 448 57 — 587
Linfocitos x 108/l 1649-3328 1778-3073 1772 -3867
Basofilos X 10%/ul 0 0 0
Monocitos X 10%/ul 68 — 277 77— 287 58 — 276
Plaguetas x 108/l 134.92 - 115.19 — 269.05 135.11 — 264.23
252.38

Fuente (Campos, 2018) VCM: Volumen corpuscular medio,

HCM: Hemoglobina

corpuscular media, CHCM: Concentracion de hemoglobina corpuscular media.
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Parédmetros hematoldgicos en perros juveniles de altura (Cuno, 2017)

Este estudio se llevo a cabo en Puno, Perd, en el laboratorio de Fisiologia de la Facultad
de Medicina Veterinaria y Zootecnia. Se utilizaron 80 muestras de sangre de perros mestizos
juveniles de la Region Puno, divididas en dos grupos: 40 muestras de perros con edades entre
4y 12 meses, y 40 muestras de perros con edades entre 13 y 18 meses. Se realizaron analisis
de hemoglobina, hematocrito, eritrocitos, leucocitos y parametros hematimétricos.

Los valores hematolégicos normales encontrados en perros mestizos juveniles son los
siguientes:

Para el rango de edad de 4 a 18 meses, los valores de eritrocitos fueron de 4.63 y 4.82,
hematocrito de 46.3 y 47.07, hemoglobina de 15.19 y 15.41, leucocitos de 8.16 y 8.45.

En cuanto a los subtipos de leucocitos, los valores fueron de 1.37 y 1.27 para
eosinofilos, 69.15 y 69.87 para neutréfilos, y 28.1y 27.6 para linfocitos.

Los parametros hematimétricos mostraron valores de 99.89 y 97.61 para VGM, 32.76

y 31.95 para HGM, y 32.79 y 32.73 para CMHC.
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El Laboratorio de Patologia Clinica Veterinaria de la universidad de Federal de
Vigosa. presenta un cuadro de valores referenciales en cachorros de Canis familiaris en
contraste con especimenes adultos, mostrando que si existen diferencias en el contraste
de estos valores (Vigosa, 2010).

Tabla 2 Valores Referenciales Normales de Canis familiaris Cachorros y Adultos.

Parametros  Unidad de Hasta 3 meses De3a6 62 12 meses De 1 a 8 afios
de medida meses
hemograma
Eritrocitos x 10%/ul 3.5-6.0 55-7.0 6.0-7.0 55-85
Hemoglobina o/dl 8.5-13 11-155 14 - 17 12 -18
Hematocrito % 26 — 39 34-40 40 - 47 37-55
VCM FI 69 — 83 6578 65- 78 60 - 77
HCM Pg 22-25 2024 21-25 19.5-24.5
CHCM x 10%/ul 31-33 30-35 30-35 30-36
Leucocitos  x 10%/ul 8500-17300 8000-16 8000 - 16 6 000 - 17 000
000 000
Abastonados  x 10/l 0-200 0-200 0-200 0-300
Segmentados  x 10%/ul 3900-11800 3750-11 4500-11 3000 - 11500
000 200
Eosinofilos  x 102/l 100 - 865 100 - 800 100 - 1000 100 -1 250
Linfocitos X 10%/ul 2550-8300 2250-7200 1600 -6 400 1000 - 4 800
Basdfilos x 10%/ul Raros Raros Raros Raros
Monocitos x 10%/ul 100 -1 750 100 - 1 600 150 -1 280 150 - 1350
Plaquetas X 10%/ul 175 000 - 500 175 000 - 175 000 - 175 000 - 500 000
000 500 000 500 000

Fuente: El Laboratorio de Patologia Clinica Veterinaria de la Universidad Federal de
(Vigosa, 2010). VCM: Volumen corpuscular medio, HCM: Hemoglobina corpuscular media,
CHCM: Concentracion de hemoglobina corpuscular media.

Valores Hematoldgicos Normales En Caninos Mestizos De 1 A 3 Meses En La
Altura (Ortega, 2011).

En Puno, se llevd a cabo un estudio sobre los valores hematol6gicos normales en
caninos mestizos de altura, especificamente en aquellos con edades comprendidas entre 1y 3
meses. Los resultados obtenidos fueron los siguientes:

El hematocrito, al nacer, fue de 28.65 +/- 1.32%, aumentando a 33.25 +/- 1.60% en el
primer mes de vida, para luego cambiar a 34.45 +/- 2.14% en el segundo mes y mantenerse en

ese nivel hasta el tercer mes.
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El nimero de eritrocitos fue de 5.05 +/- 0.21 al nacer, disminuyendo a 4.26 +/- 0.21 en
el primer mes de vida, para luego recuperar los valores iniciales y terminar con valores
superiores al tercer mes de vida, especificamente 5.68 +/- 0.20.

Los valores normales de hemoglobina fueron de 9.8 +/- 0.43 g/dL al nacer, aumentando
a 11.47 +/- 0.61 g/dL y manteniéndose constante hasta el tercer mes de vida.

El nimero de plaquetas fue de 299750.00+/- 23057.21 cel/ul y se mantuvo en estos
valores hasta los 3 meses de vida.

El nimero de neutrofilos fue de 67.65 +/- 5.35% de leucocitos y se mantuvo estable
hasta el tercer mes de vida, con diferencias estadisticas entre sexos (hembra y macho).

El nimero de linfocitos fue de 31.7 +/- 4.92% de leucocitos al nacer y se mantuvo en
ese nivel hasta el tercer mes de vida.

Tabla 3 Parametros Hematoldgicos en cachorros en la altura.

Parametros de Unidad de Nacimiento hasta 3 meses
hemograma medida de edad
Hematocrito % 33.15+£1.03

Eritrocitos X 10%/ul 5.06 £ 0.15
Hemoglobina g/dl 1141 +0.15
Plaquetas x 10%/ul 314 +12.89
Neutrofilos x 10%/ul 69.74 £ 2.19
Linfocitos x 10%/ul 33.54+1.92
Leucocitos x 10%/ul 10.618 +0.279
Monocitos x 10%/ul 2.1+0.12

Fuente: (Ortega, 2011).



28

Tabla 4 Parametros Hematoldgicos en Cachorros.

Parametros de Unidad de Cachorros

hemograma medida

Hematocrito % 37-50
Eritrocitos % 45-6.34

Hemoglobina g/dl 14 - 17

Reticulocitos % 45-9.2
Neutréfilos % 0-15
Linfocitos % 05-4.2
Monocitos % 02-22

Fuente (Gimenez, 1999).



Tabla 5 Parametros Completos Hematoldgicos en Cachorros.
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EDAD (SEMANAS)

Pardmetros Unidad Nacimiento 1 2 3 4
Celulares de
medida
CSR x10%ul 4.7-565.1  3.6-5.9 3.4-4.4 3.5-4.3 3.6-4.9
4.6 3.9 3.8 4.1
Hemoglobina g/dl 14.0-17.0 10.4- 9.0-11.0 8.6-11.6  8.5-10.3
15.2 17.512.9 10.0 9.7 9.5
VEC % % 45.0-52.5 33.0- 29.0- 27.0-37.0 27.0-
475 52.06.9 34.031.8 31.7 33.529.9
Reticulocitos % 4.5-9.2 3.8-15.2 4.0-84 5.0-9.06.9 4.6-6.6
6.5 6.9 6.7 5.8
Leucocitos % 6.8-18.4 9.0-23.0 1.1-151 6.7-15.1 8.5-16.4
12.0 14.1 11.7 11.2 12.9
Neutrofilos % 0-1.5 0-4.8 0-1.2 0-0.5 0-0.3
en banda 0.23 0,5 0.21 0.09 0.06
Neutrofilo % 44-15.88.6 3.8-15.2 3.2-104 1.4-9.45.1 3.7-12.8
Segmentado 7.4 5.2 7.2
Linfocitos % 0.5-4.21.9 1.3-9.4 1.5-7.4 2.1-10.1 1.0-8.4
4.3 3.8 5.0 4.5
Monocitos % 0.2-2.20.9 0.3-25 0.2-1.4 0.1-1.4 0.3-1.5
1.1 0.7 0.7 0.8
Eosinofilos % 0-1.3 0.2-2.8 0.08-1.8  0.07-0.9 0-0.7
0.40 0.8 0.6 0.3 0,25
Basofilos % 0.4 0-0.2 0-0.15
0.01 0.01

Fuente: (Hoskings, 1993).
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2.2. BASES TEORICAS

2.2.1. Etiologia

El Parvovirus canino tipo 2 (CPV-2) pertenece a la familia Parvoviridae, subfamilia
Parvovirinae, género Protoparvovirus, y a la especie Protoparvovirus de los carnivoros 1, que
incluye al parvovirus canino tipo 2 (PVC-2) y al virus de la panleucopenia felina, segin la
clasificacion del Comité Internacional de Taxonomia de los Virus en 2013. Este virus es no
envuelto y presenta una capside con un diametro de 25 nm, la cual envuelve una Gnica molécula
lineal de ADN. La cépside del parvovirus es altamente antigénica y desempefia un papel crucial
en la determinacion del rango del huésped y su tropismo hacia los tejidos (Hoelzer & Parrish,

2010).

El Parvovirus Canino (CPV) es un virus reciente que sigue evolucionando y generando
nuevos tipos antigénicos y variantes virales que se propagan en la poblacion canina. Estos
nuevos virus tambien exhiben diferencias en términos de antigenicidad, las cuales pueden
ser identificadas mediante la union de ciertos anticuerpos monoclonales. Ademas, muestran
variaciones en su reactividad en las pruebas de neutralizacion viral al utilizar sueros inmunes

generados contra los distintos tipos antigenicos (Truyen, 2006).

La familia Parvoviridae incluye a los virus méas pequefios, la falta de envoltura los hace
resistentes a los solventes como éter y cloroformo y su capside estable le brinda resistencia
ala temperatura (60°C) y a pH de 3-9. Son demasiadamente resistentes al medo ambiente

(Aguilar Fierro, 2019).
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2.2.2. Replicacion viral

El genoma pequefio del Parvovirus canino (aproximadamente 5000 nucle6tidos) limita
su capacidad de replicacion, lo que implica que solo puede llevarse a cabo en células en
pleno proceso de division. En el caso de Dependovirus, estos virus requieren la presencia
de un adenovirus para completar su ciclo replicativo. Para que ocurra la transcripcion del
ADN monocatenario, este debe convertirse primero en una forma bicatenaria para luego ser
transcrito en ARN mensajero (ARNm) mediante una transcriptasa celular. Tanto los
procesos replicativos como los madurativos tienen lugar en el nlcleo de la célula huésped,
dando como resultado la formacion de cuerpos de inclusion que desplazan la cromatina

(Aguilar Fierro, 2019).

2.2.3. Epidemiologia

Investigaciones sobre la evolucion del virus sugieren que el antecesor del Parvovirus
canino (CPV) surgi6 en la poblacion canina aproximadamente 10 afios antes (Shackelton et al.,
2005). Existen diversas teorias sobre su origen; se cree que el parvovirus canino pudo haber
surgido como una variante del virus de la panleucopenia felina (VPF) mediante una mutacion
directa en este. Otra hipotesis sugiere que pudo haber surgido a partir de una mutacion en el
virus de la vacuna inicialmente utilizada para proteger a los perros contra la infeccion. La
tercera teoria plantea que el virus se origind a partir de un ancestro viral presente en carnivoros
silvestres (Truyen, 1999).

En los ultimos afios, el CPV-2 ha experimentado alteraciones genéticas, dando lugar a
nuevas cepas del virus. En 1980, la cepa original CPV-2 evoluciond hacia el tipo 2a (CPV-2a),
y en 1984 surgio otra variante denominada tipo 2b (CPV-2b), ambas identificadas mediante el
uso de anticuerpos monoclonales (Truyen, 2006). En el afio 2001, en Italia, se detectd una

nueva variante antigénica, PVC-2c, que también se ha identificado en otros paises europeos,
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asi como en Asia, Africa y América (Calderon et al., 2009; Calderon et al., 2011; Pratelli et al.,
2000).

Se han registrado infecciones naturales por CPV-2 en perros domesticos y salvajes,
como coyotes, zorras y lobos crinados, indicando la susceptibilidad de la mayoria de los
canidos (Calderon et al., 2009; Calderon et al., 2011; Pratelli et al., 2000). EI CPV-2 es
altamente contagioso, y la mayoria de las infecciones se producen por la exposicion a heces
contaminadas. Ademas, el ser humano, objetos, insectos y roedores pueden actuar como
vectores. En perros domésticos, la infeccion por CPV-2 no siempre conduce a una enfermedad
aparente; muchos perros infectados de forma natural presentan solo sintomas clinicos

moderados o subclinicos (Maclachlan & Dubovi, 2010).

2.2.4. Patogenia

El parvovirus canino se propaga rapidamente de un perro a otro através de la exposicion
oronasal a heces contaminadas o a objetos contaminados. Se ha observado que la excrecién
viral comienza aproximadamente 3 dias después de la inoculacion experimental, persistiendo
la excrecion continua de particulas virales durante un periodo de 3 a 4 semanas despues de la
aparicion de la enfermedad, ya sea de forma clinica o subclinica (Goddard & Leisewitz, 2010).
Sin embargo, también se han registrado casos de excrecidn de particulas virales hasta 54 dias
después de la infeccion (Decaro, Elia, et al., 2005).

La replicacion del virus comienza en el tejido linfoide de los ganglios linfaticos
mesentéricos y el timo, y se propaga hacia las criptas del intestino delgado, dando lugar a una
viremia. Esta viremia es notable en el plasma entre uno y cinco dias después de la infeccion.
Posteriormente, el virus se localiza predominantemente en el epitelio gastrointestinal (G1), que
recubre la lengua, la mucosa oral y del es6fago, asi como en el intestino delgado y en tejidos
linfoides como el timo, los ganglios linfaticos y la médula 6sea. También se ha aislado el virus

en pulmones, bazo, higado y miocardio (Greene, 2008).
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En condiciones normales, las células epiteliales de las criptas intestinales maduran en
el intestino delgado y luego migran desde el epitelio germinal de las criptas intestinales hacia
las puntas de las vellosidades. Al llegar a estas Ultimas, las células adquieren su capacidad de
absorcion y participan en la asimilacion de nutrientes. El parvovirus canino infecta el epitelio
germinal de las criptas intestinales, resultando en la destruccion y colapso del epitelio. Como
consecuencia, se altera el recambio normal de células (que generalmente ocurre entre uno y
tres dias en el intestino delgado) y se produce un acortamiento de las vellosidades. Este virus
también destruye los precursores activos de los leucocitos circulantes y las células linfoides,
Ilevando a neutropenia y linfopenia en casos graves. Las infecciones bacterianas secundarias,
causadas por la microflora Gram negativa y anaerobia, pueden dar lugar a complicaciones
adicionales relacionadas con el dafio intestinal, bacteriemia, endotoxemia y coagulacion
intravascular diseminada. Los titulos séricos de anticuerpos suelen detectarse 3 a 4 dias después
de la infeccion y se mantienen constantes durante al menos un afio (Goddard & Leisewitz,
2010; Greene, 2008).

En cachorros seronegativos de 2 a 3 semanas de edad, el parvovirus canino puede
replicarse en las células cardiacas, provocando una miocarditis mortal. Sin embargo, este
fendbmeno se observa con poca frecuencia en la actualidad, ya que los cachorros estan

protegidos por los anticuerpos maternos (Decaro & Buonavoglia, 2012; Prittie, 2004).

2.2.5. Patologia

Los cambios patolégicos inducidos por CPV-2 estan estrechamente relacionados con
organos que experimentan una rapida division celular, como el corazon de los neonatos, las
criptas del intestino delgado y los 6rganos linfoides. Las lesiones macroscépicas asociadas con
la infeccion por PVC son altamente variables y carecen de especificidad (Nandi & Kumar,

2010).
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En el examen histopatoldgico, se observa necrosis de las células epiteliales de las
criptas, asi como cuerpos de inclusién intranucleares de naturaleza eosinofilica. Las
vellosidades y la ldmina propia se ven afectadas debido a la descamacion del epitelio y la
incapacidad para reemplazar las células epiteliales. Las deficiencias en la absorcion del epitelio
intestinal, resultantes de la descamacion, contribuyen a cambios en la permeabilidad que

favorecen la aparicion de la diarrea (Duffy et al., 2010).

2.2.6. Signos clinicos

La infeccién por PCV-2 en perros puede manifestarse en dos formas clinicas: una de
naturaleza entérica y la otra cardiaca o miocardica (Florez Castro, 1987). La enteritis aguda
representa la expresion mas comin de la enfermedad y suele observarse, principalmente, en
cachorros menores de 6 meses. Los signos clinicos iniciales vinculados con la enteritis por
PVC son inespecificos e incluyen anorexia, depresion y fiebre. Los cachorros mas afectados
suelen desarrollar vomitos y diarrea en las primeras 24-48 horas posteriores a la infeccion
(Prittie, 2004). Las importantes pérdidas de liquidos y proteinas a través del tracto
gastrointestinal pueden llevar a una deshidratacion grave y shock hipovolémico. Se pueden
observar signos clasicos de deterioro de la perfusion tisular, como cambios en el estado mental,
tiempo de llenado capilar prolongado, taquicardia, pulso de baja calidad/hipotension,
extremidades frias y baja temperatura rectal. La gravedad de la enfermedad clinica se
incrementa en cachorros con compromiso inmunoldgico subyacente, asociado con infecciones
secundarias, bajos titulos de anticuerpos maternos o estrés ambiental (Schoeman et al., 2013).

El hallazgo hematoldgico méas consistente asociado con la infeccion por PVC-2 es la
linfopenia, pero en casos graves se puede observar panleucopenia. Las anormalidades en el
analisis de la quimica sérica son inespecificas e incluyen azotemia pre-renal y elevaciones de
enzimas hepato-celulares, secundarias a deshidratacién severa e hipoperfusion tisular;

hipoalbuminemia debido a pérdidas gastrointestinales; hipopotasemia a raiz de pérdidas
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gastrointestinales y una ingesta inadecuada; e hipoglucemia asociada con desnutricién severa
y/o sepsis subyacente (Schoeman et al.,, 2013). La miocarditis por parvovirus puede
desarrollarse por infeccion in Gtero o en cachorros menores de ocho semanas, y dentro de una
camada infectada, el 70% de las crias morira por insuficiencia cardiaca antes de las 8 semanas
de edad, mientras que el 30% restante puede presentar cambios patoldgicos que conduzcan a
la muerte, muchos meses o incluso afios después (Nandi & Kumar, 2010).

Generalmente, la miocarditis por PVC-2 afecta a todos los perros de una camada, y
frecuentemente, aquellos con miocarditis se encuentran muertos o sucumben después de
experimentar disnea, llanto y arcadas. Los signos de distension cardiaca pueden preceder a la
forma entérica de la enfermedad o surgir abruptamente sin una afectacion previa aparente
(Greene, 2008). En la actualidad, la forma cardiaca es poco comun debido a la inmunidad
materna protectora y a la inmunizacion frecuente en hembras (Prittie, 2004). También se han
reportado signos neuroldgicos en pacientes infectados con parvovirus canino. Sin embargo,
esta enfermedad neuroldgica primaria no se atribuye a PVC-2, sino que resulta de hemorragias
en el sistema nervioso central, causadas por coagulacion intravascular diseminada (CID) o
hipoglucemia durante el proceso patoldgico, sepsis o alteraciones en el equilibrio acido-base y
electrolitico (Greene, 2008).

El impacto en la médula 6sea es de gran relevancia clinica, ya que la infeccién provoca
la necrosis de las células mieloides y eritroides. Estas alteraciones pueden dar lugar a
neutropenia transitoria o prolongada, haciendo que el paciente sea susceptible a infecciones
bacterianas graves, especialmente si las lesiones en el aparato digestivo permiten la entrada de
bacterias, lo que conduce al shock endotdxico caracterizado por hipotermia, coagulacion

intravascular diseminada e ictericia (Florez Castro, 1987).
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2.2.7. Inmunologia

El cachorro es inmunocompetente (capaz de producir una respuesta inmunitaria);
gracias a la transferencia pasiva de anticuerpos obtenida a través de la madre, ya sea por
calostro o via transplacentaria. Los perros presentan un tipo de una placenta endoteliocorial, en
el cual el epitelio corial del embridn esta en contacto con el endotelio de los capilares maternos,
por esta razon solo una pequefia cantidad de 1gG, 5-10% (protege de las enfermedades de tipo
septicémico) lo cual puede ser transferida de la madre al feto, por lo tanto, la mayor parte debe
obtenerse del calostro (Chappuis, 1998).

El calostro es rico en IgG e IgA y algunas cantidades de IgM e IgE, la inmunoglobulina
predominante en la mayor parte de los animales es la 1gG que constituye el 65%-90% de las
inmunoglobulinas. Posteriormente la absorcion del calostro es muy importante, para que las
inmunoglobulinas lleguen a la circulacion sistémica y que los recién nacidos obtengan una
transfusion masiva de inmunoglobulinas de origen materno. Los perros que no han tomado ese
calostro, en condiciones normales, poseen concentraciones extremadamente bajas de
inmunoglobulinas en la sangre esto debido a que la naturaleza de los procesos de absorcion,
los valores maximos de inmunoglobulinas séricas se alcanzan entre 12 y 24 horas tras el
nacimiento, después de terminar la absorcion, esos anticuerpos adquiridos de forma pasiva
empiezan a declinar inmediatamente mediante los procesos catabdlicos normales (Greene,
2008).

El titulo absoluto de inmunoglobulinas maternas en el suero del neonato dependera de
3 factores; tamafio de la camada, inmunoglobulinas adquiridas en el momento de la lactancia
y el titulo de anticuerpos que presenta la madre durante el parto. Se han observado
considerables titulos de anticuerpos contra PVC-2 en la leche, probablemente para proveer
cierta proteccion a la mucosa intestinal contra una infeccion por PVC en los neonatos (Decaro,

Elia, et al., 2005).
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2.2.8. Respuesta inmune frente al virus

La entrada principal de PVC-2 al organismo se da por via oronasal, por lo tanto, el
primer mecanismo de defensa contra esta infeccion es mediado por la inmunidad de las
mucosas, las cuales revisten tanto el tracto gastrointestinal como el respiratorio, los
componentes inmunitarios de estas superficies se localizan en amplias zonas denominadas
tejido linfoide asociado a mucosas donde los mecanismos inmunitario-protectores, estan
mediados tanto por células como por anticuerpos (Hans Joachim & Moos, 2010).

Al entrar el virus en contacto con las mucosas, las células epiteliales de estas producen
interferones tipo IFN-a, lo cual su funcion principal es inhibir la replicacion del DNA viral de
los virus en diversas etapas, también induciendo apoptosis de las células infectadas (Billiau,
2006). La expresion de IFN-a es controlada por receptores en células nucleadas y en especial
en células dendriticas que reconocen la presencia del virus, siendo asi, una respuesta inmune
inespecifica (Gutierrez, 2010). Si el virus logra evadir esta primera barrera, posteriormente en
el tejido conectivo es fagocitado por los macréfagos, asi como las células dendriticas (células
presentadoras de antigeno), por su parte, las celulas natural Killer (NK) que son linfocitos
granulares grandes, muestran actividad citotdxica contra células infectadas por virus y células
tumorales, debido a que las células infectadas disminuyen su expresion de moléculas del
complejo mayor de histocompatibilidad (CMH-1), lo que permite la activacion de células NK,
las cuales secretan Citocinas (perforinas y granzimas), por lo tanto producen muerte celular o
conocido también como apoptosis celular (Biron et al., 1999).

Por otro lado, se desarrolla una respuesta inflamatoria, que favorece la llegada de mas
leucocitos como neutréfilos en célula afectada, asi como un mayor nimero de células NK con
actividad citotoxica innata inmediata. Las células dendriticas maduran al contacto con el virus
y se desplazan a nddulos linfaticos regionales; donde estos presentan los antigenos virales a los

linfocitos, para iniciar una respuesta inmune adquirida (Moredo et al., 2020).
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El antigeno viral captado via endocitosis es presentado con las moléculas de CMH-11 a
los Th-CD4, mientras que el antigeno viral derivado de la replicacion de los virus a nivel
intracelular es presentado con el CMH-I a los Tc-CD8 (Gutierrez, 2010). Este complejo se
expresa en la superficie de las células infectadas por lo que son reconocidas como extrafias y
pueden ser eliminadas, en algunas circunstancias, las células CD8 + pueden eliminar al virus,
esto sin destruir a la célula infectada. Esta respuesta antiviral es mediada por IFN-y y TNF-a
derivadas de células T. Estas Citocinas activan una via para eliminar las particulas de la
nucleocapside viral, incluyendo el genoma (Vega, 2009). Los macr6fagos también tienen una
funcion antiviral una vez que son activados. El virus puede ser fagocitado por estos macrofagos
para su destruccion, sin embargo, algunos virus pueden sobrevivir dentro del macréfago, por
lo que la infeccion puede ser persistente (Weiskopf et al., 2009).

Una vez que los antigenos han sido detectados y reconocidos por las células
presentadoras de antigeno: como macrdfagos, células dendriticas y linfocitos B, éstos son
internalizados y procesados a pequefios peptidos mediante la via endocitica para ser mostrados
en la superficie celular agrupados a las moléculas CMH-II (Vega, 2009). A partir de este
momento se desarrollan eventos celulares y moleculares que tendran como objetivo principal
la produccion de una respuesta humoral basada en la produccién de grandes cantidades de
anticuerpos de elevada especificidad y afinidad contra P\VC-2. Si la molécula presentada resulta
extrafia, la célula CD4 + se activa y secreta citocinas. Estas citocinas, pueden activar a la célula
presentadora, a linfocitos y células circundantes (respuesta predominante Thl), asi como
estimular la produccién de anticuerpos (respuesta de predominio Th2). En todos los casos
existe una regulacion que, al término del estimulo antigénico: frena la respuesta, induce a una
apoptosis de células activadas, inhibe la inflamacién e inicia la reparacion (Mori & De Libero,

2008).
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Entre los distintos anticuerpos, los mas importantes para la neutralizacion de PVC-2 se
encuentran los IgM, IgG, IgA e IgD se encuentran en la superficie de las células B (Blanco
Gutiérrez et al., 2013). Estas son producidas tras el desarrollo de la primera respuesta inmune
y se produce durante la primera exposicion ante el antigeno. A pesar de que los anticuerpos
IgM son producidos durante la segunda respuesta inmune, esta inmunoglobulina no es la clase
de anticuerpo que es predominante en esta segunda respuesta contra el antigeno viral (Gonda
G., 2015).

Aunque las inmunoglobulinas IgG son producidas durante la primera respuesta inmune,
estas se encuentran en bajas concentraciones. Durante la segunda respuesta inmune, 1gG es el
anticuerpo predominante contra el virus. Esta clase de anticuerpos a diferencia de la IgM tiene
mayor tiempo de vida, por lo tanto, las IgG son los anticuerpos que proveen mayor proteccion
durante la vida de los animales para prevenir infecciones o reinfecciones (Tizard, 2009). Las
IgA, aungue estan presentes en suero, son predominantes en la superficie de las mucosas (tracto
gastrointestinal, respiratorio y urogenital) y en secreciones (calostro, leche, saliva, lagrimas),
pero solo en el calostro su concentracion sera de 150-340 mg/dl la cual sera superior a la sérica,
en condiciones normales la cantidad de IgA sérica es de 20 a 150 mg/dl. Debido a que la entrada
principal del CPV-2 es oronasal, la participacion de estas inmunoglobulinas es muy importante,
esto debido a que pueden realizar la neutralizacion del virus a nivel gastrointestinal (M. J. Day,

2007; Iris Kalli et al., 2010).

2.2.9. Respuesta inmune a la vacuna

Una vez que el animal recibe un antigeno vacunal éste debe ser liberado eficientemente,
de manera que las células presentadoras de antigeno puedan procesarlo y secretar las citoquinas
apropiadas; después, se deben estimular tanto las células B como las células T, de manera que
esto genere un gran nimero de células de memoria; y que posteriormente se deben estimular

los linfocitos T colaboradores y efectores frente a varios epitopos de la vacuna, de manera que
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se minimicen las variaciones individuales en el polimorfismo de las moléculas de clase Il del
CMH y en las propiedades del epitopo; finalmente, el antigeno debe de ser capaz de estimular
a las células de memoria de tal forma que la proteccién sea duradera como sea lo méas posible
(Tizard, 2009).

Las vacunas vivas modificadas permiten la replicacion del virus vacunal en las células
del hospedador, pero debido a que son virus atenuados la cantidad de particulas virales
explicativas son en menor nimero que las que se obtienen con un virus patdégeno; por este
motivo la mayoria de las vacunas poseen un adyuvante vacunal, que se adiciona cuando el
antigeno pueda no ser capaz de despertar la respuesta inmune, tiene como mision informar al
organismo la necesidad de respuesta inmune, las cuales constituyen en las llamadas muestras
moleculares patogénicas asociadas (PAMPs por sus siglas en inglés) los cuales seran
reconocidos por los receptores inmunoldgicos de reconocimiento (PRRs por sus siglas en
inglés), ubicados en las células dendriticas del hospedador. Un importante grupo de PRRs son
los receptores toll-like (TLR) que se hallan principalmente en células dendriticas y macrofagos,
los cuales reconocen especificamente los PAMPs de los componentes vacunales permitiendo
una activaciéon inmunolégica eficiente (Hans Joachim & Moos, 2010).

Un importante grupo de PRRs son las células receptoras toll-like (TLR) que se hallan
principalmente en células dendriticas y macrofagos, los cuales reconocen especificamente los
PAMPs de los componentes vacunales permitiendo una activacion inmunoldgica eficiente
(Hans Joachim & Moos, 2010).

Posteriormente las células dendriticas identifican y fagocitan el antigeno para
transportarlo al tejido linfatico secundario (linfocitos, placas de Peyer, bazo). Los antigenos
vacunales que han llegado a tejido linfatico secundario son transformados intracelularmente en
péptidos mediante protedlisis, y transportados a la superficie celular mediante el CMH para ser

presentados a los linfocitos T, los cuales reconocen al péptido mediante un receptor antigénico.
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La unién establecida entre el complejo CMH/antigeno y el receptor antigeno-célula T se
estabiliza mediante un co-receptor: el CD8 +. Los antigenos vacUnales se localizan en el
citoplasma, por lo que se habilita la activacion de Tc. De esta manera, se estimula una respuesta
Th1 dominada por los CD8 +, lo cual resulta fundamental por la formacion de células T de
memoria de larga vida (ademas de células B de memoria), (HogenEsch & Thompson, 2010).
Las células B de memoria estimulan la produccion de anticuerpos IgM, esta es la
principal inmunoglobulina producida durante la respuesta inmune primaria. También es
producido en una respuesta secundaria, pero esto tiende a pasar desapercibido por el
predominio de 1gG. Aungue se produce en cantidades pequefias, la IgM es mas eficaz que la
IgG en la activacion del complemento, opsonizacion, neutralizacion de virus y aglutinacion.
Dado que son muy grandes, las moléculas de IgM rara vez entran en los fluidos tisulares, ni
siquiera en los lugares de inflamacion aguda (Tizard, 2009). Los anticuerpos IgG son
producidos durante la primera respuesta inmune. Durante la segunda respuesta inmune, 1gG es
el anticuerpo predominante contra el virus. Esta clase de anticuerpo a diferencia de la IgM tiene
mayor tiempo de vida, por lo tanto, las 1gG son los anticuerpos que proveen mayor proteccion
durante la vida a los animales lo que beneficia de proteccion de infecciones o reinfecciones

(HogenEsch & Thompson, 2010).

2.2.10. Vacunologia

Eltérmino de Vacunologia veterinaria es la rama terapéutica que se encarga del estudio
de las vacunas, el conocimiento del mecanismo de proteccion o de la induccién de respuestas
protectoras con/sin adyuvantes, representan areas de investigacion del maximo interés. En la
practica, el proceso se inicia mediante la inoculacion del preparado vacunal y (en su caso
incluyendo adyuvantes), los cuales son detectados por los TLR (receptores Toll-like), que son
un tipo de receptores de membrana tipo I, muy conservados, presentes en humanos, mamiferos,

aves y peces. Son receptores para moléculas PAMPs y DAMPs. que desencadenan una reaccion
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que se inicia con el reclutamiento de células dendriticas y otras células sanguineas circulantes,
principalmente monocitos y neutrofilos que fagocitan y procesan a los patdgenos presentando
péptidos antigénicos en el surco correspondiente de las moléculas del CPH (complejo principal
0 mayor de histocompatibilidad) a la vez que migran por el sistema linfatico hasta los érganos
linfoides secundarios (principalmente ganglios y bazo), donde tiene lugar el encuentro con los
linfocitos T a los que presentan el Antigeno, a través del receptor de la célula T y B, en unién
de moléculas co-estimuladoras, dando lugar a su activacion (Rodriguez Ferri, 2016).

Vacunacion profilactica para CPV es una practica comun en todo el mundo y es un
componente de las vacunas principales recomendadas para todos los perros (cachorros y
adultos) en Australia. Las vacunas de virus vivos atenuados se consideran la opcion mas eficaz
y, por lo tanto, preferible para la profilaxis del CPV; sin embargo, las vacunas muertas estan
disponibles capaces de estimular una respuesta de anticuerpos adecuada (Buonavoglia et al.,
1992; Decaro et al., 2007; Schoeman et al., 2013).

Entre los factores de riesgo mas importante que predisponen a la infeccion por PCV-2
en cachorros incluyen inmunidad deficiente, ambiente contaminado, densidad poblacional,
época del afo, endoparasitismo y vacunacion primaria incompleta o ineficaz debido a la
interferencia de ADM (Goddard & Leisewitz, 2010). Se entiende que la causa mas comun del
fracaso de la vacunacion para todos los animales jovenes es la interaccidn con los anticuerpos
derivados de la madre (MDA) que impiden la aparicion de una inmunidad efectiva en los
cachorros (Buonavoglia et al., 1992; Decaro, Elia, et al., 2005). Los MDA se transfieren
predominantemente a los cachorros a traves de la ingestién de calostro, bibliograficamente se
demuestra que la transferencia pasiva es a través de la placenta y la ingestién de anticuerpos
CPV en la leche juegan algun papel (Davis, 2014; Decaro, Elia, et al., 2005; Goddard &

Leisewitz, 2010).
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Las vacunas del PVC, junto con Distemper canino, hepatitis infecciosa canina y rabia,
se consideran las “vacunas de caracter obligatorio” que todo perro debe recibir de manera
permanente y reforzarlas anualmente, estas deben ser seguras y eficaces, y los cachorros no
deben poseer ADM que interfieran con el proceso de la inmunizacion activa. Como el PVC-2
es ubicuo y debido a que posee estabilidad fuera del hospedero y la facilidad con que se
transporta en los fomites, la posibilidad de prevenir la exposicion es minima, por lo tanto, la
vacunacion es el método mas adecuado para la prevencién de esta enfermedad viral (Gomez &
Guida, 2010).

En general, existen 2 tipos de vacunas contra PVC-2: atenuadas e inactivadas, las
inactivadas no tienen tanto éxito como las atenuadas, y parece ser mejor administrar varias
aplicaciones seriadas. Las atenuadas suelen ser mejores a la hora de conseguir una inmunidad
de larga duracion. Cuando no se conoce el estado inmunitario del cachorro, suele ser adecuado
administrar una vacuna atenuada a las 6, 9 y 12 semanas. al vacunar al cachorro antes de las 5
0 6 semanas, resulta seguro emplear una vacuna inactivada para evitar lesiones debido a que a
esa edad es mas rapida la tasa de replicacion celular (Couto, 2010).

La inmunidad pasiva juega un papel muy importante durante la vacunacion en los
cachorros. Los titulos de anticuerpos derivados maternos son determinantes para una correcta
inmunizacion, debido a que la presencia de altos titulos puede interferir con la inmunizacion
vacunal. Pueden ser detectados residuos de anticuerpos maternos hasta las 15 semanas de edad.
La receptividad y susceptibilidad al virus depende mas del nivel residual de anticuerpos
maternos que de la edad, donde titulos de anticuerpos por debajo de 1:64 — 1:80 se consideran
bajos y el cachorro puede ser infectado por aislados de campo de parvovirus (Chappuis, 1998).

Sumado a esto, la transferencia de inmunidad pasiva varia acorde al tamafio de camada
que presenta el perro siendo alta en camadas pequerias (95% de la tasa de anticuerpos que tenga

la madre) mientras que en mas de 6 cachorros hay una transferencia baja (65%) (Kruth & Ellis,
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1998). La transferencia de anticuerpos por el calostro es esencial en los caninos y felinos ya
que el 90 a 95 % de los anticuerpos pasan por esta via (Tizard, 2009). La transferencia
placentaria se ve reducida por el tipo de placentacion endoteliocorial que presenta el canino,
en la cual las circulaciones maternales y fetales estan separadas por 4 capas tisulares (M. J. Day
et al., 2016).

Independientemente de qué tipo de vacuna se utilice, existe una ventana de
susceptibilidad, reportada entre los 40 y 69 dias de edad, durante lo cual el cachorro ain no
esta correctamente inmunizado y los anticuerpos transferidos por la madre pueden interferir

con la reaccion vacunal (Decaro, Elia, et al., 2005).

2.2.10.1. Edad de vacunacion

Debido a que existe un periodo critico donde no se puede vacunar al cachorro, ya que es
susceptible a la infeccion natural por tener un nivel bajo de ADM, pero que es capaz de
interferir con la vacunacidn. Este periodo puede durar entre algunos dias hasta varias semanas,
en funcion del nivel de inmunidad materna y de la vacuna utilizada; es necesario determinar
los titulos de anticuerpos previamente al inicio de una vacunacion (Gutierrez, 2010). Aunque
generalmente la vacunacion de los cachorros comienza entre las 6 y 8 semanas de edad en
donde el paciente es mas susceptible. También se puede prevenir a los cachorros, vacunando a

la madre antes del apareamiento (Couto, 2010).

2.2.10.2. Interacciones con inmundgenos
Algunos agentes infecciosos producen inmunosupresion, tales como: Distemper,
adenovirus tipo 2 y CPV-2 de bajo pasaje, esto regularmente no afecta a los animales de manera
importante; sin embargo, la combinacién de éstos en una vacuna multiple exacerba el efecto
inmunosupresor. Si el animal se encuentra parasitado, enfermo, con desnutricion grave, la

accion de la combinacién de los agentes vacunales puede ser fatal (Larson & Schultz, 2008).
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2.2.10.3. Procedimiento de vacunacion individualizado

Este proceso se realiza dependiendo de los titulos de anticuerpos circulantes en suero con
los que llega el perro. La mayoria de los cachorros estan protegidos por los ADM en las
primeras semanas de vida, siendo el declive de estos a las 8-12 semanas de edad lo que permite
la inmunizacion activa. Por otro lado, los cachorros con anticuerpos derivados maternos bajos
pueden ser susceptibles a la infeccion, pero también muy capaces de responder
inmunoldgicamente a la vacunacion, mientras que otros pueden poseer altos titulos de
anticuerpos y ser incapaces de responder a la vacunacion (Friedrich, K. ; Truyen & Author,
2000). Existen diversos estudios que demuestran que se obtiene una vacunacion exitosa cuando
el cachorro tiene titulos de anticuerpos maternos entre 1.20 y 1.40, ya que estos no son
interferentes (Waner et al., 1996). Asi como también estudios demuestran que si se vacunan
perros con titulos de anticuerpos mayores a 1.128 son interferentes con la respuesta vacunal y

por lo tanto no seroconvierten positivamente (Pratelli et al., 2000).

2.2.11. Prueba de Elisa

Este ensayo seroldgico es elegido para la determinacion cuantitativa y cualitativa de
anticuerpos, debido a que es una prueba rapida, relativamente barata y pueden no requerir la
produccién de virus infeccioso para el antigeno si se utilizan antigenos recombinantes. El
fundamento de esta prueba para la deteccion de anticuerpos consiste en la union del antigeno
viral a una matriz sélida. Donde se afiade suero Y, si son anticuerpos contra el antigeno presente
en la muestra, se unen a ella. En la prueba directa la deteccion de la union del anticuerpo se
detecta mediante un anticuerpo anti-Especies etiquetado con una enzima, con la adicién del
sustrato enzimatico, una reaccion de color se desarrolla y puede ser evaluada visualmente o
con un espectrofotdémetro. Es importante tener un control el cual nos permitira definir si la

prueba es aceptable y que muestras en la prueba son positivas (Markovich et al., 2012).
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El producto de una reaccion enzimatica es determinado en distintas ocasiones en un
intervalo muy pequefio. Una de las desventajas de esta técnica consiste en la especificidad de
especie, pues si desarrolla una prueba que pueda detectar anticuerpos contra Distemper canino
en perros, no podra ser utilizada en la deteccion de anticuerpos de este mismo virus en leones.
La sensibilidad y especificidad de esta prueba ha mejorado en gran medida gracias al desarrollo
de anticuerpos monoclonales y la produccion de antigenos recombinantes. Aunque es una
técnica altamente especifica, existen datos variados sobre su sensibilidad, ésta puede variar
entre 81.8% (Markovich et al., 2012), 52% (Decaro, Elia, et al., 2005), 31.81% (Ariza-Pinzon
et al., 2003) y 18.4% (Schmitz et al., 2009). Los falsos negativos en esta técnica son comunes
y puede interferir en un buen diagnostico, manejo y ayudar a la diseminacion del virus (Proksch
et al., 2015). Un estudio realizado en el 2012 en el cual determinaron anticuerpos a perros que
llegaban a un refugio, los cuales fueron determinados mediante tres tecnicas, HI,
inmunofluorescencia y ELISA determind que la especificidad de ELISA fue mas alta que la
obtenida en la inmunofluorescencia para la correcta identificacion de perros con titulos de
anticuerpos protectores contra parvovirus canino y Distemper canino, pero no hubo diferencia
respecto a la sensibilidad (Ariza et al., 2010).

La importancia de la variacion genética y antigenica del PVC, puede llegar a producir
alteraciones en los epitopes de la capside y estos a su vez pueden reducir la efectividad de las
vacunas contra PVC, o afectar el rendimiento de los test de diagndstico rapido para la deteccion
de antigeno o de anticuerpos especificos contra esta enfermedad, es por esto que (Markovich
et al., 2012), realizaron un estudio en el cual buscaba cuél era la sensibilidad de ELISA ante la
deteccidn de los antigenos PVC-2b y PVC-2c, teniendo como prueba de oro la PCR, en este
estudio fueron procesadas 42 muestras de las cuales 27 fueron positivas y 15 negativas,
mientras que en PCR 33 fueron positivas y 9 negativas, estas muestras fueron secuenciadas

dando como resultado 9 perros infectados con la cepa PVC-2b 'y 24 con PVC-2c, la sensibilidad
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de ELISA ante la deteccion de PVC-2b y PVC-2c fue del 75%. En general la sensibilidad de
ELISA en este estudio para la deteccion de PVC-2 fue del 81.8% mientras que su especificidad

fue del 100% confirmando su efectividad (Markovich et al., 2012).

2.2.12. Hemograma
Andlisis que reune las mediciones, en valores absolutos y porcentuales y agrega el
aspecto morfol6gico de las tres poblaciones celulares, leucocitos, eritrocitos y plaquetas que

detecta muchas anormalidades y cuadros patoldgicos (Merizalde, 2011; Torrens, 2015).

2.2.12.1. Linea Roja
Hemoglobina (Hb)

La hemoglobina es la proteina molecular de los globulos rojos, responsable del
transporte de oxigeno desde la red capilar de los pulmones hasta los tejidos de un organismo.
Los globulos rojos son aproximadamente, un 60-65% de agua y un 30-35% de hemoglobina,
el resto es material inorganico. La hemoglobina tiene una menor afinidad por el diéxido de
carbono, pero transporta el exceso de este, desde los tejidos (alta concentracion) hasta los
pulmones (baja concentracion) (Vera, 2013). Puede variar fisiologicamente por las mismas
razones que varia en un numero de eritrocitos (Carreton & Juste, 2015).

Expresa la concentracion de Hb presente en la muestra de sangre, la cual en la mayoria
de los perros y su valor es de 13 a 16 g/dL. En los animales recién nacidos se observan
ocasionalmente afecciones hemoliticas atribuibles al paso de hemolisinas a través de la leche
calostral (Kolb, 1979).

Hematocrito (HCT)

El hematocrito es el volumen de eritrocitos expresados como un porcentaje de volumen
en la sangre total existente en una muestra. Se recomienda para la determinacion del
hematocrito utilizar sangre venosa con anticoagulante, esta determinacién es importante para

poder calcular los indices eritrocitarios (Vera, 2013).
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El hematocrito, el recuento total de eritrocitos y la hemoglobina, juntos proporcionan
un indicio de la masa de los eritrocitos. Los tres parametros se elevan en animales deshidratados
y disminuyen en animales anémicos (Villiers, 2015).

Indice Eritrocitario (GR)

Estos valores como Hematocrito, Eritrocitos y Hemoglobina mediante una férmula
matematica nos permiten obtener los valores de Volumen Corpuscular Medio (VCM) y
Concentracion Media de Hemoglobina Corpuscular (CMHC), esto quiere decir que estos
parametros de VCM y CMCH en realidad no se miden en la misma muestra de sangre, sino
que se calculan después de haber obtenido los valores anteriores mediante formulas y nos
sirven para determinar el tipo de anemia que presenta el paciente ,esto debido mediante una
clasificacion que implica el tamafio de los eritrocitos que presenta VCM y la concentracion
promedio de la hemoglobina de cada eritrocito que presenta CMHC (Avellaneda, 2012).
Volumen corpuscular media (VCM)

Corresponde al volumen promedio de los eritrocitos, se expresa en Fentolitros o micras
cubicas, en caninos es 70 fl. Un VCM en niveles altos se denomina macrocitosis, es decir indica
la presencia de globulos rojos mas grandes de lo normal, en cambio un VCM disminuido se
denomina microcitosis, e indica la presencia de glébulos rojos que son mas pequefios que el
tamafo promedio (Morgan et al., 2004).

Concentracion de hemoglobina corpuscular media (CHCM):

La concentracion de la hemoglobina es de (30-36 g/dl). un promedio en los caninos.
Expresado de otra manera se diria que mide el volumen de la masa de eritrocitos que
corresponde a la hemoglobina (Vaden et al., 2011).

Teniendo los siguientes resultados:

- Un Valor inferior, corresponde a Hipocromia.

- Un Valor normal, indicando Normocrémica.
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- Un Valor superior, correspondiente a Hipercromia o Policromasia, siendo estos
valores tomados en cuenta como artefactos o procesamiento inadecuado en el proceso de la
muestra, mas que un incremento en la concentracién de hemoglobina en el eritrocito (L. Nufiez
& Bouda, 2007).

2.2.12.2. Serie Blanca

Leucocitos son las células que, por sus caracteristicas, nos proporcionan mas
informacidn sobre el estado general de salud de un paciente. Son responsables de la defensa
del organismo, ya que eliminan cualquier agente infeccioso (bacterias, virus o parasitos),
actuan en procesos inflamatorios, son los mediadores del funcionamiento de las vacunas v,
como cualquier otro tipo de células, pueden sufrir alteraciones, dando lugar a diversas
neoplasias (Camasca & nufiez, 2021). Los niveles bajos que presentan en una muestra se
denomina leucopenia indican infecciones graves (virales) o envenenamientos (medicamentos,
productos quimicos), (Camasca & nufiez, 2021).

Tasas superiores (leucocitosis) indican infecciones bacterianas y disfunciones
sanguineas que presentan los caninos. Los leucocitos estan formados por diferentes tipos de
células: polinucleares neutréfilos (40 a 75%), polinucleares eosinofilos (1 a 3%), polinucleares
basofilos, linfocitos (20 a 55%) y monocitos (2 a 4%). Los globulos blancos son los encargados
de la defensa del organismo. Reciben el nombre de leucocitos por la etimologia: Leuco (blanco)
- cito (célula) dado el color que presentan. Existen distintos tipos de leucocitos segun su

morfologia y funcion (Hoskins, 2001).

2.2.12.2.1. Células Polimorfas nucleares

e Neutrofilos

Los neutrdfilos constituyen la principal defensa y barrera contra la invasion de los
tejidos por microorganismos, eliminan bacterias, pero también pueden dafiar o participar en la

destruccion de hongos, algas o virus. Los neutrofilos se congregan en los puntos donde se
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produce inflamacion o infeccion bacteriana por un proceso de migracion direccional o
quimiotaxica, en la zona de la inflamacién, y son capaces de desarrollar fagocitosis
acompafiado de una actividad microbicida, la funcion de los granulos lisosomales con las
vesiculas fagocitadas libera enzimas liticas y sustancias quimicas capaces de destruir las
bacterias (Villiers & Blackwood, 2013).

Los neutrofilos circulantes pueden mostrar desviacién a la izquierda o a la derecha.

Desviacion a la izquierda: se presenta cuando el compartimento de reserva se agota y
existe una produccion continua de neutréfilos en el organismo del animal, lo cual desencadena
la liberacion de neutrdfilos inmaduros (Coppo, 2010).

Desviacion a la derecha: es cuando en el organismo ocurre un trastorno leucocitario
que consiste en la aparicion de un gran nimero de neutrofilos gigantes o hipersegmentados, es
un indicador de cronicidad que suele aparecer en inflamaciones o infecciones supurativas de
larga data y en desordenes mieloproliferativas. También ocurre en casos de estrés prolongado
e Hiperadrenocorticismo, asi como en excesos de glucocorticoides (Coppo, 2010).

e FEosinofilos

Su funcion principal es la regulacién de reacciones alérgicas, inflamatorias, de control
y eliminacion de migraciones parasitarias. En caninos el intervalo de referencia normal
(0.1 1.25 103/uL) Su incremento se denomina eosinofilia y es respuesta a la presencia de
parasitosis, trastornos alérgicos, cancer y estados inflamatorios crénicos. Su disminucion, que
se denomina eosinopenia, se produce por situaciones estresantes agudas (incremento de
cortisol) o la administracion de glucocorticoides (L. Nufiez & Bouda, 2007). Otros autores
consideran que Eosinopenia es un término relativo ya que muchos intervalos de referencia

tienden a cero (Villiers & Blackwood, 2013).
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Los eosindfilos requieren de 2 a 6 dias para formarse en la médula Gsea, raramente
fagocitan, pero tienen la capacidad de producir moduladores como profibrinolisina,
antihistaminicos, entre otros (Coppo, 2010).

e Basotfilos

Su funcion méas importante, es iniciar una reaccion de hipersensibilidad inmediata. Su
incremento se denomina basdfila y se produce en reacciones de hipersensibilidad inmediata y
afecciones mieloproliferativas crdnicas; esta respuesta es comunmente acompafiado con
eosinofilia. Su disminucion, que se denomina basopenia, no se presenta frecuentemente en los
resultados ya que puede ser considerado artefacto (Luis. Nufiez & Bouda, 2007; Villiers &
Blackwood, 2013).

En perros pueden aparecer pequefias cantidades de granulos citoplasmaticos pequefios,
redondos y de color purpura; esta aparicion de granulos depende del tipo de colorante utilizado
(Coppo, 2010).

2.2.12.2.2. Células Mononucleares

e Monocitos

Constituye casi el 5% de las células leucocitarias de la sangre periférica de los perrosy
gatos, el monocito ejerce su funcion como macrdfago en los tejidos al liberar mediadores de la
inflacion e iniciar una respuesta inmune (Morales, 2009). En las enfermedades supurativas
cronicas, pio-granulomatosas, necrdticas, malignas, hemoliticas, hemorragicas o mediadas por
inmunidad tiene lugar un aumento del nimero de monocitos circulantes (monocitos). En
caninos estan en intervalo de 2.000/ul (Sodikoff, 1996).

Su incremento se denomina monocitosis y es respuesta a periodos largos y crénicos de

infeccidn bacteriana e inflamacion, ademas se presenta en la recuperacion de la neutropenia.
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Su disminucion, que es denominada monocitopenia, no tiene utilidad clinica (L. Nufiez &
Bouda, 2007).

e linfocitos

Su funcién se basa principalmente en la produccion de anticuerpos, como actividad
reguladora de interleuquinas y citotoxicidad. En caninos los linfocitos se encuentran en un
intervalo de (1_4.8x10°/ul), su incremento se denomina linfocitosis y es respuesta a una
infeccion viral o una leucemia linfatica cronica en gatos. Su disminucion se denomina
linfopenia, puede producirse por una falla en la produccién de linfocitos, exceso en su
destruccion (por corticoesteroides) o por inmunodeficiencias primarias que presenta un
paciente (L. Nufiez & Bouda, 2007; Villiers & Blackwood, 2013).

e Plaquetas

Es una medida absoluta del nimero de plaquetas para valorar si el paciente presenta
problemas de hemostasia, en pacientes con petequias 0 hematomas, es indispensable y en casos
de hemorragias mayores sin causa aparente se debera complementar con las mediciones de los
tiempos de Coagulacién: Protrombina (PT) y Tromboplastina (TPT), algunas enfermedades
provocan disminucion de las plaquetas al afectar su produccién medular como es el caso de
algunos toxicos y algunas otras disminuyen los conteos de plaquetas por un alta utilizacion o
consumo de ellas como por ejemplo en la enfermedad como la leptospirosis canina que provoca
lesiones generalizadas en vasos sanguineos, al grado de consumirse una alta cantidad de

plaquetas y disminuir sus concentraciones en sangre (Avellaneda, 2012).

2.2.12.2.3. Factores que alteran el hemograma

e Factores extrinsecos

a) Piso Altitudinal: Los valores de referencia para hemograma en clinica veterinaria son

particularmente criticos de determinar en poblaciones que habitan en zonas altas, pues
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la disminucién de la presion parcial de oxigeno, asociada a una disminucion de la
presion barométrica, estimula la eritropoyesis en el organismo, lo que ocasiona
policitemia fisiologica e incrementa entonces los valores de los indicadores con ella
relacionada (Martinez, 2010).
Este fendmeno de piso de altitud afectaria directamente a los mamiferos en estudios
realizados en humanos (Homo Sapiens) y asnos (Equus asinus) respectivamente, que
indican que en zonas con diferente altitud han demostrado que los parametros
eritrocitarios y los valores de hemoglobina se ven modificados (Garcia et al., 2013).
Por otro lado, en estudios cuyo objetivo estd enfocado en valores de referencia
hematicos para perros, realizados en tres distintos lugares geograficos como
Antioquia-Colombia (Bossa et al., 2009). Asuncion-Paraguay (Pedroso et al., 2010)
y Lima-Peru (Cortés & Grandez, 2014). Demuestran estos estudios encontraron
diferencias en sus tablas de referencia acreditada a las diferentes condiciones
geogréficas de los lugares donde se realizaron los estudios. Aunque el factor raza y
edad utilizados podrian suponer otra causa de variacion aparte de la altitud.
b) Técnica
La importancia del hemograma ha sido escasa en medicina veterinaria con relacion
a la hematologia humana, sin embargo, la introduccion de contadores automaticos
ha mejorado la atencion y su uso por parte de los clinicos veterinarios. Varios
modernos y grandes equipos automatizados de hematologia que se han desarrollado
para medicina humana como el House laser Based sistems, han sido adaptados a las
diferentes especies domésticas. Estos sistemas analizan miles de leucocitos mas
rapido, mas barato y con una precision mas alta que el recuento diferencial

tradicional de 100 células que se usa cominmente (Stirn et al., 2014).
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El recuento manual depende directamente de la experiencia del clinico, aunque
muchos profesionales optan por el método automéatico mas que el recuento manual
esto por la facilidad de procesamiento de muestra; por ejemplo lecturas de
hematocrito por medio del método capilar, hemoglobina con solucién de Drabkin y
realizando la lectura en el fotometro semiautomatico (Microlab 300), y el recuento
de glébulos rojos y blancos utilizando la solucion de Turk y Havey,
respectivamente; asi como diferenciacion leucocitaria con frotis laminal y tincion
lo cual determina un poco mas de tiempo determinado de Wright (Cortés &
Grandez, 2014).

Si bien el enfoque para reducir el nimero de diferenciales manuales es comin en
laboratorios humanos, todavia se siguen realizando cominmente en laboratorios
veterinarios independientemente del recuento automatizado. Las opiniones acerca
de revisiones manuales son diversas ya que esto depende de la experiencia de cada
clinico, mientras unos laboratorios lo realizan para cada muestra, otros optan por
realizarla solo cuando existen poblaciones anormales de células o si el diferencial
de leucocitos automatizado parece inexacto (Stirn et al., 2014).

e Factores intrinsecos.

a) Edad: La variable edad influye marcadamente sobre los valores hematimétricos, el
caso de perros recién nacidos que poseen un eritrograma con valores altos que a las
pocas horas o semanas disminuye debido al hemdlisis necesaria para el recambio
de la hemoglobina fetal, al igual que lo glébulos blancos se encuentran aumentados.
Esto se diferencia de la etapa de crecimiento en perros jovenes, debido a un
incremento paulatino de los valores hematimétricos. Al final, en la etapa geriatrica

existe una menor cantidad de agua corporal y consiguiente hemoconcentracién, que
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no elevan los valores hematimétricos sino los disminuye como consecuencia de
disfunciones organicas normales de la etapa senil (Coppo, 2010).

Esto se encuentra claramente definido en los criterios de inclusion y exclusion en
los trabajos de investigacion de (Bossa et al., 2009; Pedroso et al., 2010). En donde
solo toman como sujetos de investigacion perros de 1 a 6 afios. Debido a las
variaciones en cuanto a Organos hematopoyéticos en los cachorros y las
disfunciones organicas fisioldgicas que podrian presentar perros mayores a 6 afios.
Por ejemplo, segun (Bossa et al., 2009). Nos indica que existe una diferencia
significativa en cuanto a edad en los siguientes parametros: porcentaje de linfocitos
y numero de plaquetas. Ademas, la serie roja es menor en perros jovenes comparada
con la serie roja de los adultos (Pedroso et al., 2010).

Segun (Donoso, 2013), los animales jovenes van a presentar valores
hematoldgicos diferentes que un adulto, esto debido a que en el periodo neonatal
los cachorros son expuestos a diferentes condiciones de manera abrupta, ademas de
su crecimiento y estar en contacto con agentes patdégenos por primera vez se
encuentran susceptibles e indefensos. Los cachorros al momento del nacimiento
tienen eritrocitos elevados, pues tienen relacion con los de la madre, estos van
decreciendo hasta los tres meses de edad, donde inicia la recuperacion del valor;
alrededor de la semana 30 de vida. Ademas, que los cachorros tienden también a
variar sus valores hematologicos si son muy manipulados y si estos no se encuentran
acostumbrados a estas actividades (Donoso, 2013).

(Meyer & Harvey, 2007), afirman que los cachorros por ser animales inmaduros
van a presentar un hemograma diferente a los pacientes maduros por cambios
fisiologicos; y que esta madurez va a ser alcanzada entre los 6 a 8 meses en caninos,

con la variacién de 2 meses mas en relacion con las razas gigante; también que
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existe una relacion con respecto a la influencia de la hormona del crecimiento con
la elevacion del fosforo sérico y reduccion de nitrégeno ureico.

Sexo: La variable sexo esta directamente relacionada a las hormonas sexuales tanto
masculinas (andrégenos) y femeninas (estrégenos) esto cuando alcanzan su estado
reproductivo. En un estudio realizado en Lima-Perd muestra que las diferencias
estadisticas para el efecto sexo sobre la concentracidn de hemoglobina y numero de
eritrocitos, pero ninguna de ellas esta fuera del rango normal comparado con tablas
de referencia americanas; por lo tanto, no poseen significancia biolégica (Cortés &
Grandez, 2014). En cambio, en un estudio similar realizado en Asuncion-Paraguay,
indica que los globulos rojos fueron mayor en hembras que en los machos, aunque
tampoco demuestran diferencias estadisticamente significativas (Pedroso et al.,
2010).

Raza: Existen en la actualidad un gran nimero de razas reconocidas por la
Federacion Cinologica Internacional, de igual manera teniendo en cuenta que
existen mezclas entre las diferentes razas consideradas razas intermedias o razas
mestizas que no son reconocidas. También se logra clasificar a los perros en razas
determinadas por su tamafio, donde existiria variaciones en los valores
hematimétricos, en cuanto al tamafio del eritrocito. Esto se ve reflejado en un
estudio realizado en Peru en perros de la raza Perro sin Pelo del Perd, en donde los
resultados obtenidos hacen probable que la raza presente una minima variacion en
el tamafio del eritrocito, que no fue detectable por el sistema de conteo manual
(Cortés et al., 2014).

Por otro lado, en un estudio realizado en Asuncién-Paraguay los resultados
demuestran que no existe diferencias significativas entre la variable raza

dependiente del tamafio del animal (pequefio, mediano y grande), pero los valores
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fueron menores en los perros de tamafio y razas grandes. Esto podria deberse a que
las razas grandes alcanzan la adultez al afio y medio o dos afios de vida, mientras
que las razas pequefias llegan a la adultez a los 8 meses (Pedroso et al., 2010).

El hemograma constituye el examen de laboratorio de mayor uso para la evaluacion
patoldgica en el perro, por lo que se hace necesario disponer de valores de referencia
adecuada y precisa para poder interpretar de una manera adecuada los resultados y
asi obtener una conclusién valida que nos permita proporcionar un diagnostico

acertado segun edad y piso altitudinal del sitio dado (Pedroso et al., 2010) .
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CAPITULO 11
3.1. DISENOS DE INVESTIGACION
3.1.1. Ambito de estudio
Toma de muestra: Se llevo a cabo en la clinica veterinaria “Goofy” ubicado Apv. Picol
Mojompata B-1 (frente a la U. Andina) del Distrito de San Jer6nimo, Provincia de Cusco.
Procesamiento de muestras: “Laboratorio de Desarrollo y Validacién de Pruebas
Seroldgicas y Moleculares para la Investigacion y Diagnostico de Enfermedades Infecciosas,
Escuela Profesional de Zootecnia - Area de Sanidad Animal, Facultad de Agronomia y
Zootecnia - UNSAAC”
3.1.2. Ubicacion Geogréfica
Distrito San Jerénimo, provincia Cusco, coordenadas por el sur 13°31°20”, Longitud
Oeste 71°59°00” y altitud 3400 m.s.n.m.
Temperatura promedio: temperatura media 12 °C siendo la maxima 18 °C y la
minima alrededor de 4 °C (Senamhi - Cusco, 2022).
3.1.3.Duracion del estudio

El estudio tuvo una durabilidad de 6 meses.

3.1.4. Materiales de estudios
e Sangre entera de cachorros de 2, 3 'y 4 meses de edad de diferentes razas y
Sexo.

e Kit de Elisa de anticuerpo monoclonal (IgM) de parvovirus canino

3.1.5. Materiales Auxiliares
3.1.5.1. Materiales de laboratorio
e Tubos vacutte o minicollect-suero 3 ml-0.5 ml

e Jeringas de 3 ml



Tubos de ensayo

Crio Viales de 1 ml

Puntas de micropipeta 10-100 pl

Puntas de micropipeta 100-1000 pl
Microplacas de titulacion con fondo en VV
Probeta

Guantes

Bata de laboratorio

Gradilla

Barbijo

Alcohol

Algododn

Fichero y registro

Agua destilada

Equipos

Centrifuga

Micro centrifuga

Refrigerador (4°C)

Congelador (-20°C)

Vortex (VORTEX 2 GENIE-Scientific Industries)
Micropipeta (10-100, 30-300 pl)

Pipeta multicanal (50 pl)

Lector de microplacas ELISA (EPOCH 2-Biotek)

Equipo de hemograma Abaxis

Estufa de incubacion a 37 °C (JITTERBUG-4-Boekel Scientific)
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Cabina de flujo laminar (Telstar Bio 11A)

3.1.5.3. Otros materiales

Parafilm

Camara digital
Libreta de apuntes
Fichas Clinicas
Cronometro
Estetoscopio
Termdémetro
Balanza digital

Papel absorbente

. Reactivos para el analisis de PVC en el laboratorio

Placas de micro titulacion de 96 pocillos

Viales con antigeno positivo

Vial suero control positivo listo para su uso

Viales de suero control negativo listo para su uso

Vial conjugado peroxidasa (AcM especifico para parvovirus canino)
Frascos conteniendo sustrato TMB

Frascos de solucion de lavado10 x

Vial con antigeno recombinante concentrado 10 x

Frascos de diluyente de suero y conjugado a la dilucion

Frascos de solucion de frenado
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3.2. METODO DE LA INVESTIGACION
3.2.1.Tipo y nivel de investigacion
El tipo y nivel de investigacion realizada en el estudio fue longitudinal y descriptivo.
3.2.2.Disefio de la investigacion
El disefio de la investigacion fue experimental.
3.2.3.Poblacién

La poblacion de estudio estuvo conformada de cachorros caninos entre las edades de 2,

3y 4 meses, distrito de San Jer6nimo Cusco.

3.2.4.Muestra
En el presente trabajo de investigacion se utilizé una muestra no probabilistica (muestra

de participantes voluntarios), se utilizaron 10 cachorros de 2, 3 y 4 meses.
3.2.4.1. Criterios de inclusion

e Se muestred a los cachorros que no presentaron signos y sintomas de

parvovirus canino, perros aparentemente sanos.

e Cachorros de diferentes razas, edades y sexo mayores de 1 mes y medio.

e Cachorros cuyos tutores aceptaron participar en el trabajo de investigacion.

3.2.4.2. Criterios de exclusion

e Pacientes que presentaron signos y sintomas de enfermedad al momento del

examen general, asi como otras alteraciones fisioldgicas.
e Cachorros en proceso de lactacion.
e Cachorros vacunados.

e Perros de afio y medio de edad.
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3.3. DISENO ESTADISTICO

Los datos fueron procesados y analizados mediante t de student de muestras pareadas
para asi medir la misma variable antes y después de la dosis de vacunacion (primera, segunda
y tercera dosis vacunal). Con el objetivo de estudiar los efectos de los diferentes tratamientos
en cuanto al proceso de inmunizacién, y para minimizar la variabilidad y aumentar la precision
de las estimaciones, las unidades en estudio fueron los perros cachorros clasificados dentro de
su categoria edad (2, 3, 4 meses).

Las observaciones (fueron la Titulacién y el hemograma), antes (pre — vacuna ADM) y
después de cada vacuna (primera, segunda y tercera dosis vacunal) por cachorro.

Las evaluaciones comparativas fueron bajo el siguiente modelo matematico:

Formula de t de student para muestras pareadas:

SACS

Donde:
e d es la media de las diferencias antes y después de las dosis vacunales.
e d%es la desviacion estandar de las diferencias.

e n es el nimero en las interacciones (ADM-V1/V1-V2/V2-V3)

3.4. VARIABLES INDEPENDIENTES
e Protocolo de vacunacion, tipo de vacuna administrada e intervalo de dosis
vacunal.
e Cachorros con anticuerpos derivados maternos ADM (sin vacuna) vs. grupo
vacunado.
e Edad de los cachorros.
e Tiempo transcurrido desde la administracién de la vacuna hasta la toma de

muestras.
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3.5. VARIABLES DEPENDIENTES

e Titulos de anticuerpos IgM contra el parvovirus canino para evaluar la eficacia
en la respuesta inmunitaria en cada grupo de cachorros.
e Resultados del analisis hematoldgico (niveles de glébulos blancos, glébulos

rojos, plaquetas).

3.6. METODOLOGIA DE ESTUDIO

3.6.1. Diagnostico clinico y Exploracion del animal

Cada cachorro canino fue examinado por 2 Médicos Veterinarios, los cuales emitieron

su diagnéstico, utilizando la historia clinica y examen fisico general como herramienta. Los

hallazgos encontrados eran registrados en la ficha clinica que incluye datos generales del

paciente, signos clinicos presentados.

Para la realizacion del muestreo en pacientes se cumplid los siguientes pasos:

e Registro los datos del paciente en una ficha clinica.

Figura 1 Registro del Paciente en la Ficha Clinica

—

-

[

e Se realiz6 la anamnesis individual del paciente.
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e Se realizo a la exploracion clinica del paciente para descartar los signos y sintomas del

parvovirus canino o cualquier proceso infecciosos.

Tabla 6 Identificacion de Cachorros.

ID. de cachorros Edad Raza Sexo
CHATINAS 2 meses Cocker Hembra
spaniel
KARY 2 meses Mestizo Hembra
PRINCES 4 meses Mestizo Hembra
HAPPY 3 meses Schnauzer Hembra
CHATURRIS 4 meses Mestizo Hembra
ZUELITA 3 meses Mestizo Hembra
PUERCA 2 meses Husky Hembra
GRINGO/ 3 meses Cocker Macho
PABLITO Spaniel
MALOSO 2 meses Pit Bull Macho
QUESOTE 3 meses Mestizo Macho

Nota. ID; Identificacion de cachorros.

3.6.2.Hemograma

Fueron tomadas muestras de sangre de la vena cefalica, utilizando jeringa y aguja

hipodérmica estéril (25 -32 mm), con previa asepsia del rea a puncionar, la muestra se coloco

en tubos con anticoagulante EDTA (Acido etilendiaminotetraacético), el anélisis hematoldgico

se realizd mediante el analizador automatico Abaxis Vetscan HM5 2nd Generacion.

El primer hemograma se realiz6 un dia antes de la primera vacunacion para determinar

cualquier alteracion fisioldgica dentro del organismo del cachorro que podrian interferir al

momento de la vacunacion.
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Imagen 1 Fotografias del Procesamiento de Muestras Sanguineas

3.6.3. Obtencidn de plasma sanguineo

Se realiz6 la toma de muestra en los cachorros, y se centrifugo la sangre a 2000 rpm
por 10 min para obtener el plasma sanguineo. Posteriormente se colecto el plasma sanguineo
en crio viales de 0.5 ml y se conservd en la congeladora a -20 °C hasta el momento del analisis
serologico.

3.6.4.Método de vacunacion

Se realiz6 de acuerdo con las guias de vacunacion preparadas y actualizadas por
la World Small Animal Veterinary Association (WSAVA) y American Animal Hospital
Association (AAHA), de alli que cada profesional decide su plan de vacunacion a su mejor

parecer y experiencia (Rubio et al., 2018).
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Tabla 7 Protocolo de Vacunacién de Cachorros de Diferentes Enfermedades Viricas.

Vacuna Tipo Edad Primer Posteriormente
refuerzo

Parvovirus VVM 8,12y 16 Al afio cada 3 afios
Canino Semanas

Distemper Vr, VVM 8,12y 16 Al afno cada 3 afios
Canino Semanas

Hepatitis VVM 8,12y 16 Al afno cada 3 afios
infeciosa Canina Semanas

Leptospirosis B 12y 16 Al afno Anualmente
Semanas

Rabia VM A partir de 14 Al afio Anualmente

semanas (obligatorio) (obligatorio)

Nota. VVM: virus vivo modificado; Vr: virus recombinante; B: bacteria; VM: Virus muerto

(Rubio et al., 2018b).

Todo cachorro que haya recibido sus vacunas siguiendo estas recomendaciones, debe

ser revacunado al afio de haberse colocado la ultima dosis y de alli en adelante se vacunaran

cada tres afios debido a que ha quedado demostrado que los efectos protectores de las mismas

incluso superan este periodo.



Tabla 8 El protocolo de vacunacidn usado en el trabajo de investigacion.

Pre-Vacuna Primera Dosis Segunda Dosis Tercera Dosis
Edad 8 semanas 11 semanas 14 semanas
Cuadruple Quintuple Séxtuple
(Parvovirus (Parvovirus canino,  (Parvovirus canino,
canino, Distemper  Distemper canino, Distemper canino,
canino, adenovirus canino,  adenovirus canino,
adenovirus canino Parainfluenza y Parainfluenza,
y Parainfluenza). leptospirosis). leptospirosis y

coronavirus canino).
Intervalo de Dosis Vacunales

Dias 21 dias 21 dias 21 dias
Titulacion de Anticuerpos y analisis de hemograma
Dia 0 Pre- Dia 7 Post- Dia 15 Post-Vacuna Dia 21 Post-Vacuna
vacunacion Vacuna

1 dias antes de la Dia 7 post vacuna  Dia 15 post vacuna  Dia 21 post vacuna
inoculacion se Analisis Analisis Analisis
realiza analisis hematologico hematologico hematoldgico
hematoldgico
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Titulos de anticuerpos IgM que poseen los cachorros que llegan a su primera vacunacion

Los cachorros que llegaron a consulta para su primera vacunacion, se les tomé la

muestra sanguinea mediante la venopuncion cefalica y se tituld los anticuerpos de tipo IgM

maternos contra PVVC con la técnica de ELISA.

Se evaluaron un total de 10 cachorros. Los cuales fueron vacunados por via subcutanea

en la region interescapular con la vacuna viva atenuada del laboratorio de NOBIVAC,

siguiendo el protocolo de vacunacion del utilizado en la veterinaria (ANEXO 5), considerando

este el primer dia de vacunacion en el presente estudio.
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Imagen 2 Fotografia del Procedimiento de vacunacion

Pasado 7 dias de la primera vacuna, se les cit6 a los cachorros para su segunda semana
de analisis (muestras hematoldgicas y titulacién de anticuerpos), se recolectd las muestras
sanguineas para medir la respuesta inmunitaria a la primera vacuna, seroconversion y
parametros de hematologia de cada cachorro. Posteriormente pasado 14 dias se procedio a
vacunar a los perros por via subcutanea en la region interescapular con la vacuna NOBIVAC
siendo esta la segunda vacuna.

Pasado 15 dias de la 2da vacuna, se les cit6 a los cachorros para su tercera semana de
analisis (muestras hematoldgicas y titulacion de anticuerpos), se recolectd las muestras
sanguineas para medir la respuesta inmunitaria a la segunda vacuna, seroconversion y
parametros de hematologia de cada cachorro. Posteriormente pasado 6 dias se procedid a
vacunar a los perros por via subcutanea en la regién interescapular con la vacuna NOBIVAC
siendo esta la tercera dosis vacunal.

Pasado 21 dias de la 3ra vacuna, se les citd a los cachorros para su cuarta semana de

andlisis (muestras hematoldgicas y titulacién de anticuerpos), se recolectd las muestras
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sanguineas para medir la respuesta inmunitaria a la tercera vacuna, seroconversion y

parametros de hematologia de cada cachorro.

3.6.5. Técnica de Elisa
Ya separado el plasma sanguineo de las células sanguineas, se realizo la titulacion de
anticuerpos con el kit de Elisa. Se utiliz un kit INgeZim Parvovirus Canino R.15.CPV.K1.
Estd basado en un ensayo inmunoenzimético (ELISA) que utiliza un anticuerpo monoclonal
(AcM) especifico de inmunoglobulinas caninas (IgM) y proteina VP2 de parvovirus canino
(CPV) recombinante como antigeno. Para realizacion de esta prueba, se siguieron las
instrucciones del fabricante. (ANEXO 6).

Figura 2 Kit INgeZim Parvovirus Canino R.15.CPV.K1

Preparacion de reactivos:

e Solucion de lavado: Se disolvio una parte de solucién concentrada en 9 partes de agua
destilada. Una vez preparada la solucion, permanece estable mantenida entre +2°C y
+8°C.

e Antigeno: Antes de afadir al pocillo se diluyd 1/10 en el diluyente suministrado (1,1
ml del antigeno con 10 ml de diluyente para una placa. Para una tira de 8 pocillos, 0,1
ml de antigeno con 0,9 ml de diluyente).

e Conjugado: Se diluy6 1/100 en diluyente. Se recomienda diluir Gnicamente el volumen

que vaya a ser utilizado ya que la solucion sobrante ha de ser desechada: (110 ul de
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conjugado en 11 ml de diluyente para una placa. Para una tira de 8 pocillos, 10 ul de

conjugado en 1 ml de diluyente).

e Controles: Vienen listos para su uso: NO SE DILUYERON.

Imagen 3 Fotografia del Procedimiento de Titulacién de Anticuerpos Mediante la técnica
de Elisa

Procedimiento:

1. Se sacaron del refrigerador los componentes del kit (excepto conjugado y antigeno) y
se equilibraron a temperatura ambiente antes de empezar el ensayo.

2. Se afiadio 100 pl de cada muestra por pocillo, preparada segun indicaciones previas. Se
afiadié 100 pl de los controles sin diluir (se recomienda hacer por duplicado tanto las
muestras como los controles). Se cubrié e incubd 15 minutos a 37°C.

3. Se lavd 4 veces segun instrucciones anteriores.

4. Se afiadio 100 pl del antigeno preparado segun indicaciones previas. Se cubrio e incubd
15 min a 37°C.

5. Se lavo 4 veces segun procedimiento indicado.
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6. Se afiadio 100 pl de conjugado diluido como se ha indicado a cada pocillo. Se cubrio e
incub6 15 min a 37°C.

7. Se lavo 4 veces.

8. Seafiadié 100 ul de sustrato en cada pocillo. Manteniendo la reaccién durante 5 minutos
a temperatura ambiente.

9. Se afiadié 100 ul de solucién de frenado a cada pocillo. Siguiendo el mismo orden en
que se dispenso la solucion sustrato.

10. Se realiz6 la lectura inmediatamente a 450 nm de longitud de onda en los 5 min

siguientes a la adicién de la solucion de frenado (Igm & Kit.).

Imagen 4 Fotografia del Proceso de Titulacion de Anticuerpos
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Tabla 9 Control positivo-Negativo de Titulacién de Anticuerpos.

NOMBRE EDAD RAZA TITULACION DE ANTICUERPOS

SEXO ANTES/ 1RA 2DA 3RA
VACUNA VACUNA VACUNA VACUNA/
I/ 7DIAS [15DIAS 21 DIAS

Control positivo control  control control 1.193 3.945 3.672 2.598
PVC.
Control positivo control  control control 1.134 3.987 3.672 2.612
PVC.
Control control control control 0.285 0.163 0.356 0.143
negativo PVC.
Control control control control 0.293 0.162 0.349 0.151
negativo PVC.
CHATINAS 2 Cocker  Hembra 0.266 1.822 3.646 1.228
meses spaniel
KARY 2 Mestizo  Hembra 0.275 3.941 2.436 0.495
meses
PUERCA 2 Husky Hembra 0.073 3.837 1.776 0.859
meses
MALOSO 2 Pit bull Macho 0.348 3.743 2.82 0.56
meses
ZUELITA 3 Mestizo  Hembra 0.255 0.334 3.663 3.672
meses
GRINGO 3 Cocker Macho 0.284 3.857 3.664 2.634
meses spaniel
HAPPY 3 Schnauzer Hembra 0.249 3.975 3.663 2.15
meses
QUESOTE 3 Mestizo Macho 0.264 3.828 3.665 3.663
meses
PRINCES 4 Mestizo  Hembra 0.249 3.914 3.672 1.08
meses
CHATURRIS 4 Mestizo  Hembra 0.241 4.002 1.901 0.361

Meses
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CAPITULO IV
4.1. RESULTADOS

4.1.1. Andlisis de titulos de anticuerpos en cachorros segun dosis vacunal
Titulo promedio de anticuerpos en cachorros pre-vacunados (ADM) de 2, 3 y 4 meses fue de 0.2495, observando una seroconversion positiva post-
vacuna con un promedio de anticuerpos a la primera dosis vacunal de 3.430, segunda dosis vacunal el promedio obtenido fue de 3.039 sin embargo, en la
tercera dosis vacunal el promedio fue de 1.511.

Tabla 10 Titulo de Anticuerpos en Cachorros antes y después de la Dosis Vacunal.

GRUPOS ADM-V1 V1-V2 V2-V3
ADM ADM V1 V1 Sig. V1 V1 V2 V2 Sig. V2 V2 V3 V3 Sig.
Prom. DS. Prom. DS. (p) Prom. DS. Prom. DS. (p) Prom. DS. Prom. DS. (p)

2 MESES 0.240 0.117 3.3357 1.012 0.014 33357 1.012 26695 0.78 0496 2.6695 0.78 0.7855 0.29 0.113

5 5 5 5 1 1 9

3MESES 0.263 0.025 29985 1777 0.052 29985 1.777 3.6637 0.00 0.508 3.6637 0.00 3.0297 0.76 0.195
5 1 5 1 5 2

4 MESES 0.245 0.005 3.958 0.062 0.008 3.958 0.062 27865 125 0427 27865 125 0.7205 0.50 0.159
7 2 2 2 2 8

Prom. = Promedio, DS. = Desviacion estandar, Sig. (p) =significancia («=0.05), ADM = (anticuerpos derivados maternos), (V1 = primera dosis vacunal,

V2 = segunda dosis vacunal y V3 = tercera dosis vacunal).
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NOTA: segun la prueba de t studen pareado se observO que no hay diferencias
significativas (p>0.05) entre edades. Sin embargo, se evidencian diferencias significativas
(p<0.05) entre ADM y V1 en los grupos de 2,3 y 4 meses en comparacion con las otras donde
no se observo diferencias significativas.

ADM-V1: En el grupo de 2 meses, se observa una diferencia significativa entre los
niveles de (ADM) y después de la primera vacuna (V1). La significancia estadistica (0¢=0.014)
indica que la variacion observada en los datos no es probable que se deba al azar. En el grupo
de 3 meses, también se observa una diferencia entre los niveles de ADM y V1. Sin embargo,
la significancia (¢=0.052) es un poco mayor que en el grupo 2 meses lo que sugiere que la
diferencia podria ser menos robusta, pero aun asi es relevante. En el grupo de 4 meses, se
observa nuevamente una diferencia significativa entre los niveles de ADM y V1. La
significancia (0=008), indica que esta diferencia es estadisticamente relevante. Estos resultados
sugieren que la administracion de la primera vacuna tiene un impacto significativo en los
niveles de anticuerpos en los tres momentos de edad analizados.

V1-V2: En el grupo de 2, 3y 4 meses, no se observa diferencia significativa en los
niveles de titulos de anticuerpos, siendo la probabilidad estadistica («=0.496, 0.508, 0.427)
respectivamente. En general, los resultados sugieren que ambas vacunas estan generando
respuestas inmunitarias similares en cuanto a la produccion de anticuerpos.

V2-V3: En el grupo de 2, se observa una diferencia en los niveles de anticuerpos entre
las vacunas V2 y V3. Sin embargo, la probabilidad estadistica (0=0.113) indica que esta
diferencia no es lo suficientemente fuerte como para ser considerada estadisticamente
significativa. En el grupo de 3 meses, también se observa una diferencia en los niveles de
anticuerpos entre las vacunas V2 y V3. Sin embargo, al igual que el grupo de 2 meses, la
probabilidad estadistica (0=0.195) indica que esta diferencia no es estadisticamente
significativa. En el grupo de 4 meses, nuevamente se observa una diferencia en los niveles de

anticuerpos entre las vacunas V2 y V3. Al igual que en los grupos anteriores, la probabilidad
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estadistica (a=0.159) indica que esta diferencia no es estadisticamente significativa. Esto indica
que ambas vacunas generan respuestas inmunitarias similares.

Ademas, en la tercera dosis vacunal se evidencié diferencias en los niveles de
anticuerpos resultando con niveles decrecientes cachorros de 2 meses (0.7855) y cachorros de
4 meses (0.7205). Este resultado pareciera reflejar que los cachorros de 3 meses (3.0297)
mantienen sus niveles de anticuerpos o tienen mejor respuesta inmunolégica como se muestra
en la figura 3.

Figura 3 Niveles de Anticuerpos Segun Edad y Dosis Vacunal

Titulo de anticuerpos

Prom. Ds. Sig. (P) Prom. Ds. Sig. (P) Prom. Ds. Sig. (P)

ADM-V1 V1-V2 V2-V3

B2 MESES ™3 MESES 4 MESES




4.1.2. Hemograma:
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Se obtuvo resultados para cada cachorro de 2, 3y 4 meses de edad antes y después de las tres dosis vacunales.

Tabla 11 Pardmetros de hemograma en cachorros de 2 meses de edad, antes y después de Dosis Vacunal.

ADM V1 V2 V3
PARAMETROS ADM ADM V1 V1  Sig. (p) V1 V2 V2 V2 Sig.(p) V2 V2 V3 V3  Sig. (p)
Prom. DS. Prom. DS. ADM_ Prom. DS. Prom. DS. V1V2 Prom. DS. Prom. DS. V2.3
V1
LEU (/ul) 9.68 239 1091 1.66 0.53 1091 166 1240 124 0.03 1239 124 1263 6.28 0.95
LYM (/ul) 2.50 0.75 347 074 0.13 3.47 0.74 3.78 046 040 3.78 0.46 4.87  3.00 0.47
MON (/ul) 0.49 0.03 036 0.21 0.31 0.36 0.21 057 028 042 0.57 0.28 049  0.39 0.80
NEU (/ul) 6.00 2.73 6.93 146 0.55 6.94 1.46 8.62 098 0.19 8.61 0.98 710 2.96 0.40
EOS (/ul) 0.09 0.05 0.11 0.08 0.53 0.11 0.08 0.13 0.10 0.77 0.13 0.10 0.20 0.13 0.34
BAS (/ul) 0.03 0.02 0.04 0.05 0.31 0.04 0.05 011 0.13 045 0.11 0.13 0.07 0.04 0.56
HEM % 5.32 1.04 5.87 0.55 0.39 5.87 0.55 5.72 068 0.79 5.72 0.68 6.04 0.47 0.27
HB (g/dl) 11.75 174 1350 0.91 0.04 1350 091 1350 195 1.00 1350 195 1465 1.26 0.15
HCT 2948 437 3145 239 0.15 3145 239 3111 3.63 0.89 31.11 363 3474 111 0.13
MCV (fl) 5825 3.10 56.00 283  0.003 56.00 283 5450 238 0.34 5450 238 5750 311 0.19
MCH (pg) 2340 177 2400 0.78 0.49 2400 0.78 23.60 095 0.05 23.60 095 2423 0.88 0.004
MCHC (g/dl) 40.13 415 4288 1.39 0.14 4288 139 4333 1838 0.71 4333 188 4213 2.99 0.48
RDWC 2080 206 2163 1.30 0.41 21.63 131 2258 146 054 2258 146 2160 1.33 0.53
PLT (/ul) 594.00 747.00 361.00 187.0 0.58 361.30 186.90 362.00 151. 0.99 362.00 151.10 33450 83.10 0.79
0 10

ADM= Anticuerpos derivados maternos, V1= Primera dosis vacunal, V2= Segunda dosis

DS. = Desviacion estandar, Sig. (p) = Probabilidad estadistica (a=0-05).

vacunal, V3= Tercera dosis vacunal, Prom. = Promedio,

Nota: Segun los resultados del hemograma se encontraron que existe diferencia significativa (¢=0.05), entre pre y post-dosis vacunal para HB, MCV, entre
primera y segunda dosis vacunal para LEU, MCH. Entre segunda y tercera dosis vacunal para MCH segln prueba estadistica T student Pareado en cachorros

de 2 meses de edad.
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Tabla 12 Pardmetros de hemograma en cachorros de 3 meses antes y después de Dosis Vacunal.

PARAMETROS ADM ADM

LEU (/ul)
LYM (/pl)
MON (/pl)
NEU (/ul)
EOS (/ul)
BAS (/ul)
HEM %
HB (g/dI)

HCT
MCV (fl)
MCH (pg)
MCHC (g/dl)
RDWC
PLT (/pl)

ADM V1 V1 V2 V2 V3

V1 V1 Sig. (p) V1 V2 V2 V2 Sig.(p) V2 V2 V3 V3 Sig. (p)
Prom. DS. Prom. DS. ADM_V1 Prom. DS. Prom. DS. V1 V2 Prom. DS. Prom. DS. V2_v3
1044 235 1132 5.03 0.56 11.32 503 1202 6.71 0.51 12.02 6.71 7.06 4.31 0.04
2.68 0.57 291 0.97 0.44 291 0.97 2.84 0.68 0.83 2.84 0.68 2.32 1.02 0.13
0.46 0.16 0.59 0.57 0.63 0.59 0.57 0.66 0.62 0.65 0.66 0.62 0.18 0.05 0.22
5.64 4.00 7.46 3.41 0.17 7.46 3.41 8.23 5.28 0.51 8.23 5.28 4.41 3.26 0.04
0.12 0.06 0.16 0.08 0.49 0.16 0.08 0.23 0.23 0.42 0.23 0.23 0.11 0.03 0.30
0.04 0.02 0.04 0.02 0.60 0.04 0.02 0.05 0.02 0.69 0.05 0.02 0.04 0.01 0.30
5.26 0.27 5.48 0.18 0.14 5.48 0.18 5.20 0.58 0.28 5.20 0.58 5.72 0.52 0.23
1175 121 1263 040 0.26 1263 040 1258 0.35 0.89 1260 0.30 43.30 60.50 0.39
2780 1.05 29.47 1.70 0.27 29.47 170 2847  3.10 0.43 2847 310 3153 2.69 0.22
53.75 2.87 5375 4.03 1.00 53.75 4.03 5525 499 0.10 5525 499 5525 457 1.00
2262 218 2310 121 0.67 23.10 121 2443 2.36 0.24 2443 236 2295 1.05 0.27
42,00 354 4298 1.88 0.37 4298 1.88 4457 4.20 040 4457 420 4167 250 0.23
2218 159 2133 1.00 0.13 21.33 1.00 2173 1.39 0.59 2173 139 2190 1.88 0.54
32450 101.10 298.80 139.60 0.72 298.80 139.60 294.30 110.10 0.94 29430 110.10 337.80 13580 0.53

ADM-= Anticuerpos derivados maternos, V1= Primera dosis vacunal, V2= Segunda dosis vacunal, V3= Tercera dosis vacunal, Prom. = Promedio,

= Desviacion estandar, Sig. (p) = Probabilidad estadistica (a=0-05).

Nota: Segun los resultados del hemograma se encontraron que existe diferencia significativa (a=0.05), entre segunda y tercera dosis vacunal para LEU, NEU

segun prueba estadistica T student Pareado en cachorros de 3 meses de edad.

DS.
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Tabla 13 Pardmetros de hemograma en cachorros de 4 meses antes y después de Dosis Vacunal.

ADM V1 V1 V2 V2 V3

PARAMETROS "ADM ADM V1 V1l  Sig. (p) V1 V2 V2 V2  Sig. V2 V2 V3 V3  Sig. (p)
Prom. DS. Prom. DS. ADM_V1 Prom. DS. Prom. DS. (p) Prom. DS. Prom. DS. V23
LEU (/ul) 1191 486 13.62 844 0.62 13.62 844 1420 849 0.04 1420 849 7.60 0.00 0.47
LYM (/ul) 438 3.80 346 168 0.65 346 168 414 269 052 414 269 244 0.01 0.53
MON (/ul) 047 0.18 048 0.18 0.50 048 018 084 0.79 0.56 0.84 079 031 0.00 0.52

NEU (/ul) 708 122 956 6.68 0.64 956 6.68 884 493 0.66 884 493 428 0.02 0.42
EQOS (/ul) 019 003 010 0.08 0.43 0.10 008 031 009 033 031 009 044 0.00 0.29
BAS (/ul) 0.06 001 0.03 0.03 0.50 0.03 0.03 007 000 0.30 0.0 0.00 011 0.00 0.004
HEM % 514 006 518 0.46 0.91 518 046 532 020 0381 532 020 593 0.01 0.15
HB (g/dl) 13.20 127 1155 148 0.06 1155 148 1325 035 028 1325 0.35 1550 0.00 0.07

HCT 2954 310 28.80 3.38 0.17 2880 338 3130 267 013 3130 267 3835 0.35 0.19

MCV (fl) 5750 495 55,50 212 0.50 5550 212 59.00 7.07 050 59.00 7.07 64.00 0.00 0.50
MCH (p9g) 2570 226 2230 0.99 0.17 2230 099 2500 156 0.09 2500 156 26.20 0.00 0.47
MCHC (g/dl) 44,75 0.21 40.05 0.50 0.07 40.05 049 4255 247 045 4255 247 40.80 0.00 0.50
RDWC 1940 113 2105 0.50 0.39 21.05 049 2095 276 097 2095 276 1990 0.00 0.69
PLT (/ul) 283.50 2.10 298.00 29.70 0.59 298.00 29.70 244.00 75.00 0.34 244.00 75.00 346.00 0.00 0.31

ADM-= Anticuerpos derivados maternos, V1= Primera dosis vacunal, V2= Segunda dosis vacunal, V3= Tercera dosis vacunal, Prom. = Promedio,

DS. = Desviacion estandar, Sig. (p) = Probabilidad estadistica (a=0-05).
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Nota: Segun los resultados del hemograma se encontraron que existe diferencia significativa
(0=0.05), entre primera y segunda dosis vacunal para LEU segun prueba estadistica T student

Pareado en cachorros de 4 meses de edad.

DISCUSION

En este trabajo de investigacion se midio la titulacion de anticuerpos IgM con el fin de
establecer el nivel de proteccion que confiere la vacunacidn contra el parvovirus canino. Las
IgM, se produce en mayor cantidad en una respuesta inmunitaria primaria, siendo indicativo
de una infeccion activa tras su administracion provocando artificialmente una infeccion
controlada y segura para asi producir inmune-reaccion protectora, también puede presentarse
en una respuesta secundaria (Tizard, 2018).

La vacunacion se considera el método efectivo para prevenir la infeccion provocada
por el Parvovirus Canino. Para lograr una inmunizacion exitosa, se recomienda administrar la
vacuna con un alto grado de confianza en cachorros seronegativos o en aquellos con niveles
muy bajos de anticuerpos. Los anticuerpos maternos se adquieren durante los primeros 2-3 dias
de vida (Nandi & Kumar, 2010), lo cual concuerda con las recomendaciones de (Rubio et al.,
2018), que sugieren iniciar la administracion de vacunas entre las 6 y 9 semanas de vida de los
cachorros. Antes de este periodo, puede haber interferencia con los anticuerpos transferidos de
la madre, conocida como inmunidad materna pasiva. Ademas, antes de las seis semanas, el
sistema inmunitario de los cachorros adn se encuentra en desarrollo.

De acuerdo con lo mencionado anteriormente en el trabajo de investigacion, la totalidad
de los cachorros que llegan a su primera vacunacion presentaron bajos niveles de ADM con
promedios (0.2405, 0.263 y 0.245) entre las edades 2,3 y 4 meses respectivamente, por lo cual
consideramos que titulos por debajo de < 0.2495 como titulos apropiados para la vacunacion.
Lo cual coincide con lo manifestado por Aguilar (2019) que el punto de corte de las IgM 0.635

por limite superiores resultan positivos y por limites inferiores resultan negativos.
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Estos resultados no coinciden con los trabajos de Bohm et. al. (2004), Carmichael y
Pollock, (1983), De Cramer et. al. (2011), que encontraron titulos superiores con esta
investigacion >1.64 que son interferentes al momento de la vacunacion, y los valores menores
a este se consideran como no interferentes. Ademas, Waner et.al., (1996) y Pratelli et. al.( 2000)
reportaron que los titulos < 1.32 no son interferentes y se consideran ideales para aplicar la
vacuna, Morales (Morales, 2016), indica que los titulos de anticuerpos <1.32 menores no son
interferentes en la vacunacion y sugiere que el procedimiento méas adecuado para vacunar esté
basado en la titulacion de anticuerpos antes de la aplicacion de la dosis vacunal. Cabe resaltar
que los autores mencionados utilizaron el ensayo de hemoaglutinacién para deteccion de 1gG
por lo tanto se justifica la diferencia con los valores obtenidos en este trabajo que se utilizo el
ensayo de ELISA tipo sandwich para deteccion de IgM.

Sin embargo, aun no existen estudios que reporten un parametro estandar sobre los
titulos de anticuerpos que produzcan interferencia sobre la vacunacion, por lo tanto, en este
estudio, primero se determinaron los titulos ADM que poseen los cachorros de 2, 3y 4 meses
de edad para determinar la eficacia en la respuesta inmunitaria y prevenir la enfermedad.

Como es conocido, la mayoria de los cachorros, la inmunidad pasiva habra disminuido
entre las 8-12 semanas de edad a un nivel que permite la inmunizacién activa. Los cachorros
con titulos bajos de ADM pueden ser vulnerables (capaces de responder a la vacunacion) a una
edad temprana, mientras que otros pueden tener titulos altos de ADM que son incapaces de
responder a la vacunacion hasta > 12 semanas de edad (Friedrich, K. ; Truyen & Author, 2000).
Por lo tanto, la recomendacion para la vacunacion inicial es basada en los titulos ADM del
cachorro. Siendo esto, el inicio de la vacunacién y el namero de vacunaciones sera determinado
por los titulos de anticuerpos presentes en el animal (M. J. Day et al., 2016).

En relacién con esto seguimos el protocolo de vacunacion con previa titulacion de
anticuerpos, se les aplicé la primera dosis vacunal a los cachorros de 2, 3 y 4 meses de edad

obteniéndose titulos de 3.43075, observamos que el 99.9% seroconvirtieron positivamente a
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acepcion del cachorro Zuelita que obtuvo 0.334 presentando una débil respuesta inmunitaria,
en la aplicacion de la segunda dosis vacunal los titulos obtenidos fueron 3.039 y en la tercera
dosis vacunal se alcanzaron valores de 1.511 considerados en la literatura como titulos
protectores contra PVC-2. Estos resultados coinciden con los autores Escobar &
Martinez;(Escobar Pineda & Martinez Castafieda, 2022), Morales (Morales, 2016) las cuales
consideran que los titulos de anticuerpos de > 1.256 — 1.512, clinicamente protectores mediante
el ensayo de inhibicion de la hemaglutinacion.

Autores como Waner et al. (1996) y Pratelli et al. (2000), publicaron que de los
cachorros vacunados con ADM de 1.10 a 1.40, el 100% seroconvirtieron a la primera vacuna.
Asimismo, Aguilar (2019) en su ensayo obtuvieron control positivo de 2.54.

Por lo tanto, es importante realizar calendarios personalizados y dejar de correlacionar
la edad con los titulos de anticuerpos que presentan los perros, en el caso de los cachorros éste
dependera del estado fisiolégico de la madre, el numero de cachorros de la camada, si
adquirieron calostro y otros factores ya que la tasa de titulos de anticuerpos va a variar incluso
dentro de la misma camada, asi que el tiempo que transcurrira hasta que estos anticuerpos
desaparezcan variara en cada uno de los cachorros (Morales, 2016).

Ademas, se observo diferencia significativa entre edad y dosis vacunal Este resultado
pareciera reflejar que los cachorros de 3 meses mantienen sus niveles de anticuerpos o tienen
mejor respuesta inmunologica la cual indica que existe divergencia en la actividad del sistema
inmunoldgico segun la edad. Estos datos coinciden con lo mencionado por Warda (2017) a
medida que los cachorros se vacunan mas tarde, su riesgo de falla vacunal disminuye
significativamente.

Dada la evolucion de PVC-2 y a multiples variantes existentes como 2, 2a, 2b, y 2¢
indican otros estudios que probablemente esta variante puede evadir la respuesta inmune
adquirida por la vacunacion con otras variantes Sin embargo segun (Wilson et al., 2014), refiere

que el factor principal del fracaso de la vacuna no parece ser la falta de proteccion cruzada de
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las cepas vacUnales frente a nuevas variantes de campo, sino la interferencia de anticuerpos
maternos durante la vacunacion primaria. Todo ello coincide con los resultados obtenidos en
el trabajo de investigacion.

Resultados de pardmetros hematoldgicos entre cachorros de 2, 3 y 4 meses de edad en
interaccion de ADM, v2, v3 dosis vacunal, en diferentes situaciones ambientales de acuerdo
con las condiciones geograficas de la regién Cusco. En la actualidad no existen valores
referenciales propios a este medio de cachorros ni perros adultos.

La reaccion de leucocitos en ADM y post dosis vacunal en cachorros de las 3 edades
en el presente trabajo se encuentran entre los rangos establecidos por Campos (2018) y
Hoskings (1993) de igual manera en el trabajo de Ortega (2011), siendo este 10,618 + 0,279
103/pL en sangre, trabajo realizado en cachorros y por la edad de estos animales los leucocitos
estan elevados ya que tienen que proteger de cualquier intrusion argumenta Reecey Swenson,
(2009).

Los linfocitos son el segundo leucocito mas comin en sangre y son componentes
esenciales de la respuesta inmune humoral y celular menciona Latimer et al., (2005).

Miyamoto(1992) y Nikitin et al (2014), argumenta que al menos en una pequefia
proporcion de animales neonatos, la vacunacion puede conducir potencialmente a una amplia
gama de posibles consecuencias adversas. Algunos estudios han investigado los efectos de la
vacunacion en el sistema inmune de los cachorros y han demostrado alteraciones
inmunoldgicas. Por ejemplo, un grupo informé linfopenia y una respuesta aumentada de los
linfocitos sanguineos a los 7 dias después de la vacunacion, si esta respuesta es exagerada,
puede inhibir la proliferacion linfocitaria via Chk2, indica McMillen (1995).

Pero este hallazgo no se replicd en otro estudio de vacunacion de cachorros en el que
tampoco hubo efecto sobre las proporciones circulantes de linfocitos CD4+ e 1gG menciona
Day & Marckin (2012). los animales jovenes tienen los recuentos de linfocitos mas elevados

que los adultos por los inmunocitos tras una vacunacion, Day & Marckin (2012).
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Tizard (2018) Argumenta que el tipo de vacuna aplicada en los cachorros tiene mucho
que ver con la elevacion o disminucién de glébulos blancos, las vacunas de virus atenuado
frente a la ausencia de anticuerpos maternos, comienzan a generar una respuesta inmune tres
dias después de su aplicacién. Asimismo, propician una linfopenia transitoria entre cuatro y
seis dias posteriores a la vacunacion.

Los linfocitos T se asocian con la inmunidad celular y son citotéxicos; los linfocitos B
se encargan de la respuesta humoral del sistema inmune, diferenciandose en células plasmaticas
para la produccion de anticuerpos; y por Gltimo, los NK (natural killer) son parte del sistema
inmune innato y cumplen la funcion de destruir células infectadas o tumorales sin la necesidad
de una activacion previa Harvey (2012) y Tizard (2018).

El valor obtenido en el promedio en basofilos en interaccion de V2_V3 fue de 0.09.
Los resultados difieren a lo hallado por Honsking (1993), en hematologia en cachorros recién
nacidos obtuvo 0.40 y al mes de muestreo obtuvo 0.15 seguidamente muestreo a cachorros
hasta los 4 meses de edad lo cual no obtuvo informacion. El trabajo realizado por Campos
(Campos, 2018), los promedian con 0% en algunos lectores hematologico omiten la evaluacion
de basoéfilos, son escasos (raramente descritos) en la sangre circulante del perro y gato, la
basofila se debe posiblemente a un factor de variacion en liberacion de diferentes mediadores
entre los cuales estan la histamina, serotonina y heparina, resultando reacciones de
hipersensibilidad Indica Sacristan (2018).

El promedio obtenido en HB en el estudio es de 12.68 g/dl que esta en rango obtenido
por Vicosa (2010) presentando 8.5 a 13 g/dl y dichos resultados son superiores presentado por
campos en cachorros de 1 a 3 meses de edad 7.60_11.16 y en cachorros de 3 a 6 meses de edad
10.50_14.2 g/dl.

Hoskins (1993) menciona que de 1 hasta 3 meses el nivel bajo de hemoglobina con

respecto al adulto es debido a los niveles bajos de hierro en leche materna y que presenta
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anemia ferropénica. De 3 hasta 6 meses y de 6 a 12 meses, los valores van incrementandose
hasta llegar a sus valores adultos afirma Weiss y Wardrop (2010).

El promedio obtenido en MCV en el presente trabajo coinciden con Campos ( 2018) en
un grupo de cachorros 1 a 3 meses de edad presentando 56.92-69.72 y difieren como los
resultados encontrados por Vicosa (2010) en cachorros de 3 a 6 meses 69-83.

Bush (1999) indica que, por tener un resultado inferior de los rangos establecidos por
el estudio que el menor tamafio del volumen celular se denomina (microciticas), que rara vez
se observan y que sobre todo son con secuencia de deficiencia de hierro.

El promedio obtenido en MCH en el estudio coinciden con los rangos hallados por
Campos ( 2018) en cachorros de 1 a 3 meses de edad presenta un promedio de 20.162 y en de
3 a6 meses de 21.225. Al igual que Vigosa (2010), donde presenta de 22-25 en cachorros de 3
a 6 meses de edad. Pero difieren con los resultados por Cuno (2017), quien realizo un trabajo
en cachorros de 4 a 12 meses de edad obteniendo valores de 32.76 en altura de 3837 m.s.n.m.

Argumenta Duval & Giger (2010), citado por Pérez (2009), Se ha sefialado una
asociacion temporal entre la vacunacion y la aparicion de una anemia hemolitica
inmunomediada (AHIM). donde un estudio retrospectivo limitado demostré que una cuarta
parte de los perros con una AHIM de causa desconocida, habian sido vacunados en el mes
previo a la aparicion de los signos clinicos, en otro estudio posterior, realizado por Azcona &
Catharine, (2002) citados por Pérez (2009), no se encontré dicha asociacion entre anemia y
vacuna mas apoya la teoria de un trastorno general de tipo inmunitario.

Donoso (2013) refiere que los animales jovenes van a presentar valores hematologicos
diferentes que un adulto, debido a que en el periodo neonatal los cachorros son expuestos a
diferentes condiciones de manera abrupta, ademas de su crecimiento y estar en contacto con
agentes patdgenos por primera vez. muy manipulados y si estos no se encuentran

acostumbrados a estas actividades.
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CONCLUSION

La totalidad de cachorros de 2, 3 y 4 meses de edad presentaron bajos niveles de titulos
de anticuerpos maternos (ADM) y consideramos que los titulos de anticuerpos < 0.2495 no son
interferentes a la vacunacion.

En esta tesis se determind que la eficacia de la respuesta inmunitaria es especifica en
cada individuo ademas que la proteccion inmunitaria eficaz se lograra principalmente del titulo
inicial de anticuerpos maternos adquiridos en la Pre-vacunacion. Los cachorros a la primera
vacuna seroconvirtieron positivamente, asimismo, a la segunda dosis vacunal, sin embargo,
hay tendencias de niveles bajos en la tercera dosis vacunal, aun asi, se consideran titulos de
anticuerpos protectores. Los Niveles maximos de IgM de CPV se presentaron a los 7 -15 dias.

Ademas, se encontrd diferencias importantes en cuanto a los resultados de los valores
hematoldgicos tanto en glébulos blancos como glébulos rojos en cachorros de 2,3 y 4 meses
de edad. Los globulos blancos son componentes esenciales a nivel celular y su incremento
pueden estar relacionados a respuesta inmune humoral y celular. En cambio, el incremento de
los globulos rojos se da por consecuencia de una serie, de adaptaciones fisiologicas del
organismo cuando se expone a diferentes condiciones medio ambientales y altitudinales, y que

varia dependiendo de donde crezcan y se desarrollen.
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RECOMENDACION

Se recomienda elaborar protocolos de vacunacion individualizados ya que existe
muchos factores que pueden influir en la respuesta inmunitaria, esta situacion debe ser
abordada de forma integral. Se sugiere vacunar a intervalos de 21 dias al mes de edad.

Asimismo, realizar investigaciones acerca de las diferentes variantes del virus y/o cepas
viricas de Parvovirus Canino, ademas realizar estudios posteriores con mayor cantidad de
muestras.

Como también realizar trabajos de investigacion acerca de la medicion de anticuerpos
IgG contra Parvovirus canino mediante la técnica de ELISA, pasado un afio para obtener
informacion sobre la cantidad de anticuerpos presentes.

Se recomienda hacer estudios acerca de valores referenciales en analisis hematologico

en cachorro de Canis lupus familiaris.
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ANEXOS
Anexo-1: Protocolo de Vacunacion de Nobivac® DHPPI

Indicaciones

Inmunizacidn activa de perros contra el moquillo canino, la hepatitis infecciosa canina
producida por adenovirus canino tipo 1, infecciones producidas por adenovirus canino tipo 2,
parvovirosis canina y Parainfluenza canina.

Programa de Vacunacién

Nobivac® DHPPi se recomienda para completar el esquema bésico de vacunacién de
cachorros y para la revacunacion anual de perros adultos. Debido a que es probable que la
vacunacion con Nobivac® DHPPi forme parte de un programa mas amplio, se incluyen las
siguientes recomendaciones:

Figura 4 Programa de vacunacion
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Revacunacion

Anualmente.

Dosis y Administracion

El contenido de un vial de vacuna reconstituida debera inyectarse por via subcutanea.
Reconstituir utilizando Nobivac® Diluyente o Nobivac® Lepto o Nobivac® RL.
La vacuna debera administrarse dentro de los 30 minutos posteriores a su reconstitucion.

Contraindicaciones y Advertencias

e SoOlo deberan vacunarse perros en buen estado de salud luego de un examen clinico
apropiado.

e Debera evitarse el contacto con fuentes potenciales de infeccién hasta completado el
plan basico de vacunacion.

e Utilizar equipo de vacunacion estéril y evitar la contaminacion de la vacuna con
restos de desinfectante o alcohol.

e Ocasionalmente puede producirse una reaccion de hipersensibilidad tipo anafilactica
leve después de la vacunacion.

e Este tipo de reaccion puede producirse luego de la inyeccidn de cualquier proteina
extrafia y, en la mayoria de los casos, es autolimitante.

e Encaso de ser necesario administrar epinefrina.

Conservacion

e Conservar refrigerado a 2-8°C en la oscuridad.
e No congelar.

e Evitar la exposicion prolongada o repetida a temperaturas ambientales elevadas una vez

sacada de la heladera antes de usar.
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e Lapotenciade la vacuna puede verse reducida enormemente en el transcurso de algunas

horas en condiciones de mucho calor.

e Nobivac® Diluent puede ser conservado a temperatura ambiente.

Anexo-2 Test de Elisa

Figura 5 Protocolo Test de Elisa.
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I. FUNDAMENTO TECNICO DEL KIT

Muestro kit se basa en la técnica del inmunoensayo
enzimatico de captura cuyo fundamento se detalla a
continuacidn.

En caso tanto de infeccién como primo-vacunacién,
existe una alta tasa de anticuerpos IgM frente al CPV.
Este tipo de anticuerpos son los detectados en
nuestro ensayo. Las placas se suministran tapizadas
con un anticuerpo

monoclonal (Acm) especifico de IgM de perro.

En cada pocille se dispensan los suerocs problema
a wvalorar. Los anticuerpos IgM presentes en el
suera seran capturados por el Acm de la placa. Tras

antigeno wviral recombinante que quedarda unido al
pocillo solo si el suere contenia IgM especificas del
parvovirus canino. Tras sucesivos lavados para
eliminar el material ne adherido, podra demostrarse
la presencia de éste antigeno mediante la adicion de
un Acm conjugado especifico del parvowvirus marcado
con peroxidasa.

Tras la adicidn del sustrato adecuado, los pocillos en
los que se han ensayado sueros con anticuerpos IgM
especificos presentaran wna reaccidén coloreada,
proporcional al titule o nivel de anticuerpos, mientras
que en los pocillos donde se hayan ensayado sueros

lavar para eliminar el material no unida, se afade el negatives, no  aparecerd  reaccién  coloreada.
II. PRECAUCIONES
1. Leer atentamente las instrucciones de uso. 9. Incluir sistematicamente un control positivo y

2. Mantener los reactivos a temperatura ambiente
antes de su utilizacién. iMUY IMPORTANTE!

3. MNo mezclar reactivos ni  instrucciones  de
diferentes kits.

4. [Ewitar cualquier contaminacién de los reactivos.

5. Mo utilizar los kits una vez superada la fecha de
caducidad.

&. MNe comer, beber, ni fumar mientras se
manipulen los reactivos ¥/o las muestras.

7. MNo pipetear los reactivos con la boca.

B. Utilizar una punta de pipeta nuewva por cada
muestra a testar.

IIT. CONSERVACION:

uno negativo siempre que se utilice el kit.

10. Preparar reactivos W muestras
instrucciones indicadas.

11. La solucdn de frenado es un acido fuerte, por lo
que debe ser manipulado con precaucién. En
caso de contacto con piel y ojos, lavar
inmediatamente con agua abundante.

12, El sustrato es muy sensible a la luz y las
contaminaciones. Por ello se recomienda sacar del
bote dnicamente el volumen que vaya a utilizarse
v nunca devolver al bote la solucidn sobrante.

segln
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Todos los reactivos gue se suministran con el kit, deben mantenerse en refrigeracidon entre +29C v +B%C hasta

IV.

su utilizacidn.

INFORMACION SOBRE EL MODO DE REALIZAR LOS LAVADOS

Los lavados pueden realizarse mediante un
lavador automatico de placas o mediante una
micropipeta que permita dispensar la cantidad de
200 pl por pocilla. Tras las incubaciones, realizar
los lavados segin las siguientes instrucciones:

+ Eliminar el contenido de la placa volcandola
bruscamente para evitar el intercambio de
fluidos entre los pocillo.

« Distribuir unos 300 ul de solucion de lavado por
pocil la.

« Agitar delicadamente la placa evitando el
intercambio de material entre podillos.

« Wolcar la placa bruscamente para vaciar su
contenido.

= Repetir el proceso cuantas veces sea indicado

en e procadimiento.

+  Antes de eliminar el contenido del ditimo
lavado, asegurarse de tener preparado el

reactivo a utilizar inmediatamente. No debe

mantenerse la placa en seco.

« Tras el ditimo lavado, sacudir la placa boca
abajo sobre un papel de filtro absorbente.

V. PREPARACION DE LAS MUESTRAS:

Para el ensayo de los suergs, s realiza la dilucidn 17100 de los mismos
{p. 2j. 5 ul de suera en 500 ul de diluyente).
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Anexo-3

Figura 6 Hemograma Pre-Vacunas.
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Figura 7 Primera Vacuna de Cachorros
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Figura 8 Hemograma de Segunda Dosis de Vacuna.



111



112

Figura 9 Hemograma de Tercera Dosis Vacunal.
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