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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion se realizO en el Distrito de Chota -
Cajamarca - Peru, en los Consultorios Veterinarios “Dr. ESTELA” y “TAFUR”,
en los meses de febrero, marzo y abril del 2017, teniendo como objetivo
determinar la frecuencia de Parvovirosis y de Coronavirosis Canina mediante el
meétodo diagnostico de Inmunocromatografia, se usoé el Kit comercial de Anigen
Rapid, CPV / CCV Ag Test Kit®, de laboratorios Bionote; para el efecto se
utilizé muestras de heces procedentes de 20 caninos con diarrea hemorragica,
diagnosticados clinicamente como probable a Parvovirosis o Coronavirosis
canina. Después de realizada la prueba los resultados fueron: 12 caninos
positivos a Parvovirosis (60%), 03 caninos positivos a Coronavirosis (15%), no
encontramos ningdn canino positivo a Parvovirosis y Coronavirosis
simultaneamente (0%), 05 caninos del total de muestreados fueron negativos
(25%).

Palabras clave: Parvovirosis canina, Coronavirosis canina,
inmunocromatografia.



ABSTRACT

The present investigation was carried out in the District of Chota - Cajamarca -
Peru, in the Veterinary Clinics "Dr. ESTELA "and" TAFUR ", in February, March
and April of 2017, with the objective of determining the frequency of Parvovirus
and Canine Coronavirosis by means of the diagnostic method of
Immunochromatography, the Commercial Kit of Anigen Rapid, CPV / CCV Ag
Test Kit® from Bionote laboratories; stool samples from 20 canines with
hemorrhagic diarrhea, clinically diagnosed as likely to Parvovirus or Canine
Coronavirosis, were used for this purpose. After the test the results were: 12
canine positive to Parvovirus (60%), 03 canine positive to Coronavirosis (15%),
we did not find any canine positive to Parvovirus and Coronavirosis
simultaneously (0%), 05 canines of the total sampled were negative (25%).

Key word: Canine parvovirus, Canine coronavirosis, immunochromatography.
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ABREVIATURAS

CPV: Parvovirus canino

CVC: Coronavirus canino

CCoV: Coronavirus canino

CPV-2: Parvovirus canino tipo 2

CPV-1: Parvovirus canino tipo 1

TGEV: Virus de la Gastroenteritis Transmisible
CECoV: Coronavirus Entérico Canino
CDV: Distemper Canino

CRCoV: Coronavirus Respiratorio Canino
CIV: Virus de la Influenza Canina

IC: Intervalo de Confianza

PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa



CAPITULO |

INTRODUCCION

La Parvovirosis canina es una de las enfermedades infecciosas que mas afecta
a los caninos y una de las principales causas de muerte. Es altamente
contagiosa y en la actualidad ocurre principalmente en cachorros entre el
destete y las doce semanas. El Parvovirus canino (CPV) tiene afinidad por las
células que se multiplican rapidamente, como las células intestinales, del
sistema linfoide, las células mieloproliferativas de la médula 6sea (linfopenia e
incluso panleucopenia). También puede afectar a las células del miocardio en
animales de 3 y 8 semanas. La multiplicacion del virus en el epitelio germinal
de las criptas intestinales conduce a su destruccién, perdiendo la capacidad de
absorcién, provoca diarrea hemorragica. Provoca elevadas pérdidas de
proteinas, fluidos e iones a través del tracto digestivo, originando una
deshidratacion severa e incluso shock hipovolémico. La lesion de la mucosa
conduce a la alteracién de la barrera gastrointestinal, permitiendo el paso de
bacterias y/o endotoxinas a la circulacion sistémica (Garcia, 2007).

La Coronavirosis es considerado como el principal patdgeno responsable de la
gastroenteritis viral aguda en los cachorros, provocando en al algunos casos,
alta morbilidad y alta mortalidad, principalmente debido a la capacidad de
aprovechar las infecciones por otros agentes. Este virus se distribuye en todo el
mundo en la poblacion canina, siendo responsable de muchos brotes en
muchos paises, especialmente donde hay gran concentracion de animales,
tales como refugios y perreras (Pinto, 2013). La enteritis causada por el
coronavirus canino es una enfermedad altamente contagiosa, de diseminacion
rapida, sin embargo, los perros de cualquier edad, sexo y raza son
susceptibles. El virus se puede excretar en las heces por 2 semanas 0 mas y

es transmitido por la via fecal y oral. Los signos clinicos incluyen: inicio subito
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de diarrea, que puede estar o no precedida de vémito, anorexia, letargo con o
sin fiebre (Hoskins, 1998).

Actualmente, no hay informacion sobre la frecuencia de Parvovirosis canina y
Coronavirosis canina en las clinicas de animales de compafiia en la ciudad de
Chota, el clinico no realiza métodos de diagndstico de laboratorio para aplicar
un tratamiento adecuado por lo cual diagnostican todos los casos de
gastroenteritis hemorragica como Parvovirosis, simplemente por los signos
clinicos; sin descartar la probable existencia de Coronavirosis; ademas los
cachorros no son vacunados rutinariamente contra parvovirosis ni contra
coronavirosis lo que esta provocando la presentacion de cuadros de diarrea
sanguinolenta por lo que ha sido necesario llevar a cabo la presente
investigacién, comprendiendo la importancia y asi sensibilizar al propietario

para el control de estas enfermedades.

En la actualidad se encuentra disponible una prueba de diagnostico, que tiene
el 100% de sensibilidad y el 98,9% de especificidad que permite establecer el
diagnostico definitivo para ambas enfermedades, se trata de la prueba
comercial de Anigen Rapid, CPV / CCV Ag Test Kit®, de laboratorios Bionote, la
cual se fundamenta en el método inmunocromatografico, es una prueba dual
de diagndstico rapido que nos permite detectar y diferenciar simultaneamente
el antigeno del CPV y el antigeno del CCV (Seogu-dong et al., 2013).



1. OBJETIVOS

1.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar la frecuencia de Parvovirosis y de Coronavirosis
Canina mediante el método diagndéstico de Inmunocromatografia

en la ciudad de Chota.

1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.2.1. Determinar la frecuencia de presentacion de

Parvovirosis canina.

1.2.2. Determinar la frecuencia de presentacion de

Coronavirosis canina.

1.2.3. Determinar la frecuencia de presentacion de

Parvovirosis y Coronavirosis canina simultaneamente.



CAPITULO I

MARCO TEORICO

2.1. ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION

La prevalencia de la infeccién por coronavirus canino (CCoV) en Japon,
se examinaron muestras fecales de 109 perros con diarrea por CCoV
ARN junto con parvovirus canino tipo 2 (CPV-2) de ADN. Las tasas de
deteccion de CCoV y CPV-2 para los perros menores de 1 afio fueron
66,3% y 43,8%, mientras que para los perros de 1 afio o mayores fueron
6,9% y 10,3%, respectivamente, que fueron significativamente diferentes
(p<0,0001 y p = 0,0003, respectivamente), no indicando CPV-2 pero
CCoV es un importante organismo que causa diarrea en perros jévenes.
Entre los perros CCoV positivo, 65,5% y 72,7% mostraron ser positivas
para tipos CCoV |y Il, respectivamente, y la tasa de deteccion simultanea
de ambos tipos fue alta en 40,0%. Por otra parte, virus de la
gastroenteritis transmisible (TGEV) como CCoV ARN se detectaron a
partir de 8 perros. Estos hallazgos indican que el tipo CCoV | y TGEV
como CCoV ya estan circulando en Japén, aunque no haya informes de

que se estén presentado hasta la fecha (Soma et al., 2010).

Se examino la relacién entre el coronavirus respiratorio canino (CRCoV) y
el virus de la influenza canina (CIV) de seropositividad en los perros en
Corea. Sesenta y dos de 483 muestras (12,8%) fueron positivas a CRCoV
por analisis de inmunofluorescencia indirecta (IFA). Diecinueve animales
fueron seropositivos para el CIV por ELISA de 385 muestras analizadas.
Se detectaron anticuerpos de suero para ambos virus en 6 de los 483
perros incluidos en la muestra, o que sugiere que estos virus estan
presentes en perros en Corea. Aunque el papel de CRCoV en

traqueobronquitis infecciosa canina no ha sido completamente aclarada,
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co-infeccion con CIV puede empeorar de forma sinérgica los signos
clinicos respiratorios y provocar traqueobronquitis canina mas severa
(Dong-Jun et al., 2010).

En Estados Unidos 100 perros fueron evaluados, 50 con heces normales
y 50 con diarrea, procedentes de un refugio Municipal de animales en
Florida. Para el efecto, se recolectaron muestras fecales, 24 horas
después de la admision de los animales. Las heces fueron sometidas al
andlisis por flotacién fecal, prueba de antigenos, PCR y microscopia
electronica para enteropatdégenos. Se identificaron 13 enteropatdgenos.
Los perros con diarrea fueron significativamente mas propensos a ser
infectados con = 1 enteropatdgenos (96%) que los perros con heces
normales (78%). So6lo Clostridium perfringens enterotoxina, un gen fue
significativamente mas frecuente en los perros con diarrea (64%) que en
los perros con heces normales (40%). Otros enteropatdégenos
identificados en los perros con y sin diarrea incluyen anquilostomas (58%
y 48%, respectivamente), Giardia spp (22% y 16%, respectivamente), el
coronavirus entérico canino (2% y 18%, respectivamente), tricocéfalos
(12% y 8%, respectivamente), Cryptosporidium spp (12% y 2%,
respectivamente), ascaris (8% y 8%, respectivamente), Salmonella spp
(2% y 6%, respectivamente), Cystoisospora spp (2% y 4% ,
respectivamente), el virus del moquillo canino (8% y 0%,
respectivamente), Dipylidiumcaninum (2% y 2%, respectivamente), el
parvovirus canino (2% y 2%, respectivamente), y el rotavirus (2% y 0%,

respectivamente) (Tupler et al., 2012).

En Reino Unido, se realizd un estudio que estuvo dirigido a determinar la
prevalencia de la CPV y CECoV en perros que presentaron diarrea grave
en los hospitales PDSA Pet Aid. Un total de 355, muestras fueron
recogidas de la PDSA entre el 2006 y 2008. Todas las muestras fueron
analizadas para CPV usando PCR y para CECoV mediante RT-PCR. La
prevalencia de CPV fue del 58% (con un 95% de confianza, IC del 52 a
63%), con alguna evidencia de variacion regional. La prevalencia de
CECoV fue del 7,9% (con un 95% de confianza, IC 5,1 a 10,7%). El



6

analisis mostré que los animales sin antecedentes de vacunacion fueron
mas propensos a ser CPV positivo, con mayor efecto en los animales mas
jovenes. Animales CPV positivos tenian mas probabilidad de presentar
depresion o letargo que los casos - CPV negativo. El volumen de la
diarrea y la presencia de hemorragia no parecen estar asociados con la
probabilidad de detectar CPV. Este estudio muestra que el CPV es un
hallazgo frecuente en los perros que acuden a los hospitales PDSA con
diarrea severa, y que CECoV es un patdgeno menos comun, pero aun,
potencialmente importante. También confirma que los animales jévenes y
no vacunados parecen estar en mayor riesgo de presentar CPV (Godsall
et al., 2010).

Se realizé un estudio retrospectivo a partir de las fichas de ingreso de
pacientes provenientes del Hospital Veterinario de la Universidad de
Antioquia, para diagnéstico por parte del Laboratorio Clinico y de
Serologia de la Facultad de Ciencias Agrarias de la misma Universidad,
de Parvovirus y Distemper durante enero del 2011 y enero del 2012. El
propoésito fue determinar la prevalencia de ambas enfermedades y
analizar las variables de edad, sexo, raza y época del afio en la ciudad de
Medellin. Se tomaron un total de 17 casos para la prueba de Parvovirosis
y 71 para Distemper, se obtuvo una prevalencia de 20,5% para Distemper
y 32,3% para Parvovirosis, mayor frecuencia de presentacion se encontro
en cachorros de 2 y 3 meses. No hubo relacion entre sexo, raza y época
del afo. Se utiliz6 el kit comercial Anigen Rapid CPV Ag test para
Parvovirus canis y Anigen Rapid CDV Ag test para la prueba de

Distemper canino (Betancour & Correa, 2012).

Se realiz6 un estudio que fue realizado en la Universidad de Liverpool —
Inglaterra. ElI Coronavirus entérico (CECoV), fue encontrado en 7/80,
8,8% de caninos con diarrea y en 2/147, 1,4% de controles (sin diarrea),
CPV solo se encontr6 en 4/80, 5% de los cuales 2 murieron
posteriormente. El diagnostico viral se realizé por PCR, también se
detectd en el estudio, por otros medios diagndsticos Campylobacter sp,



Salmonella sp y parasitos intestinales en los caninos con diarrea
(Staviskya et al., 2012).

Se llevé a cabo un estudio en Alemania y consistié en evaluar los virus
que se pueden detectar en los perros con diarrea aguda hemorragica y
compararlos con los signos clinicos que se presentan. Con tal fin, se
tomaron 935 muestras fecales de perros con diarrea hemorragica aguda,
las que fueron examinadas por microscopia electronica. Las historias
clinicas de estos pacientes se evaluaron retrospectivamente para los
parametros clinicos y de laboratorio. Se detecté la presencia de virus en el
44,2% de los perros que se presentan con diarrea aguda con sangre. La
prevalencia mas alta correspondio al parvovirus canino (19,9%), seguido
por el coronavirus (17,3%), y paramixovirus (13,9%). Mas de mil especies
de virus se detectaron en el 6,5% de todas las muestras fecales. Los
perros positivos al virus fueron significativamente los mas jévenes en
comparacion con los perros infectados con otros virus entéricos. No se
observaron diferencias significativas en la evaluacion de sexo, parametros
clinicos, caracter de la diarrea o vomitos entre todos los grupos (Kempf et
al., 2010).

En Argentina, la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad
Nacional de La Plata, se realizé en el Servicio Central de Microscopia
Electronica, un estudio por microscopia electrénica en 100 muestras de
heces de perros jovenes. Se detectaron particulas virales en el 31% de
las muestras analizadas, como Parvovirus, Coronavirus canino y otras
particulas virales no identificados en el 17%, 7% y el 2% de las muestras,
respectivamente. Se encontraron Parvovirus y Coronavirus juntos en el
5% de las muestras. Mas de la mitad (58,82%) de las muestras positivas
a Parvovirus estuvieron comprendidas en edades entre las 6 semanas y
los 6 meses. Se detecté que el 42,85% de las muestras positivas a
Coronavirus se encontraron en caninos de entre 6 semanas y 6 meses de
edad y un porcentaje similar se encontré en los perros mayores de seis
meses de edad. Infecciones duales con Parvo y Coronavirus se observé

en el 5% de las muestras. Particulas virales no identificadas fueron
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encontradas en dos especimenes. El 80,63% de las muestras que
tuvieron particulas virales se obtuvieron de perros con la diarrea (Del Amo
et al., 1999).

El parvovirus (CPV) y coronavirus (CCV) canino han sido claramente
establecidos como causantes de enteritis y diarrea en perros y gatos.
Otros virus, como el rotavirus, astrovirus, adenovirus, paramixovirus,
calicivirus y picornavirus han sido también observados en las heces

caninas (Hammond & Timoney 1983; Pollock & Carmichael, 1992).

En la ciudad de Lima — Distrito de Comas, se llevOo a cabo una
investigacién, entre los meses de junio a agosto del 2015, tuvo por
finalidad diagnosticar y diferenciar simultaneamente el antigeno de
Parvovirus y Coronavirus Canino mediante la utilizacion del método de
Inmunocromatografia, empleandose para el efecto la prueba comercial
Anigen Rapid, CPV / CCV Ag Test Kit, de laboratorios Bionote; para lo
cual se recolectaron muestras de heces procedentes de 20 caninos con
diarrea hemorragica, diagnosticados clinicamente como Parvovirosis
canina. Después de realizada la prueba los resultados fueron: siete
caninos positivos a Parvovirosis (35%), no encontrdndose ningun canino
positivo a Coronavirosis (0%), del total de caninos positivos a Parvovirosis
04 fueron machos y 03 hembras; y segun la edad, el 71,4% estuvieron
entre 0 a 90 dias y el 28,6% entre 91 a 150 dias (Ramos, 2016).

En el departamento de Cajamarca, se llevd a cabo un estudio que tuvo
por finalidad la diferenciacién simultanea del antigeno de Parvovirus y del
Coronavirus Canino mediante la utilizacion del método de
Inmunocromatografia, utilizdndose para el efecto la prueba comercial
Anigen, diagnostico de CPV Ag y CCV A, para lo cual se emple6 heces
procedentes de 20 caninos con diarrea hemorragica, diagnosticados
clinicamente como que estuvieron padeciendo de Parvovirosis canina,
después de realizada la prueba se encontrd, 11 caninos positivos solo a

parvovirosis (55%), 01 a solo coronavirosis (0,5%) y 02 positivos a
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parvovirosis y coronavirosis a la vez (10%), solo 06 caninos del total de

muestreados fueron totalmente negativos (Portocarrero, 2015).

BASES TEORICAS

2.2.1. PARVOVIRUS CANINO

« Agente Etiologico

El virus de la Parvovirosis canina, se conoce como CPV-2,
pertenece a la familia Parvoviridae, es pequefio de 20 nanémetros
de didmetro, sin envoltura lipidica, con capside icosaedrica, posee
DNA monocatenario, en sentido negativo (ssDNA). Esta familia
esta dividida en dos subfamilias, basadas en su rango e
hospederos: Parvivirinae que afecta a vertebrados y Densovirinae
qgue afecta a insectos y artropodos. Requieren células en division
rapida, para su replicacion en el nucleo, lo cual forman cuerpos de
inclusién intranucleares (Cotmore & Tattercell, 2007). Tras penetrar
una célula, el virén pierde sus cubiertas y su genoma compuesto
por DNA monocatenario, se convierte en DNA bicatenario; gracias
a las DNA polimerasas del nucleo. Después de replicarse, los
nuevos virones son liberados por ruptura de la célula (Quinn,
2011).

El PVC-2 desde que surgi6 a finales de la década de los 70 sufrio
alteraciones genéticas en el perro, con el desarrollo de nuevas
cepas. En 1980 la cepa original de PVC-2, evoluciono a tipo PVC-
2a y en 1984 aparecié una variante denominada PVC-2b; se
asociaron estas alteraciones de PVC-2 con una adaptacion
genética, que permitié a los parvovirus replicarse y propagarse en
forma mas eficaz en perros susceptibles. Desde la aparicion del

parvovirus canino en 1978, se ha producido diversas mutaciones
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gue han afectado al genoma y a la antigenicidad del virus
(Denzegrini et al., 2007).

Existen 2 tipos de Parvovirus canino (CPV): El CPV-1 descrito en
1970 y el CPV-2 descrito ya en 1978. Este ultimo por mutaciones
genéticas se clasifica actualmente como CPV-2a (1980) y CPV-2b
(1984). Estas variantes serian adaptaciones que les permitirian
reproducirse y diseminarse mas facilmente ademas de poseer
periodos de incubacibn mas cortos (4 a 5 dias) y mayor
patogenicidad (Truyen, 2002).

En Estados Unidos y Japon el PVC-2b remplazé ampliamente las
cepas aisladas anteriormente, mientras que en el lejano oriente y
Europa predominan tanto la cepa PVC-2a como la 2b. En el 2000
se informé de otra cepa llamada PVC-2c, una adaptacion entre el
PVC-2 y el virus de la Panleucopenia felina; a pesar de que el
PVC- 2c se aislo en leopardos, es probable la infeccidén en perros y

gatos domésticos (Decaro et al., 2006).

< Patogenia

La patogenia del parvovirus canino, viene determinada por la
necesidad de células en division para llevar a cabo la replicacion
viral, tras la infeccién de cachorros (1 a 6 meses de vida). El virus
puede ser pantropico, infectando una amplia gama de células de
diferentes tejidos y o6rganos (Craig & Greene, 2008).
Probablemente, los factores mas importantes que determinan la
susceptibilidad del virus son el grado de divisiébn celular en un
determinado érgano o tejido y la presencia de receptores viricos
adecuados sobre las células (Miriakshi & Posada, 2008). Por esto,
en animales recién nacidos, el miocardio resulta altamente
susceptible, la continua division de células linfoides y del epitelio
intestinal en cualquier edad, hace que ambos sean afectados; por
lo que la inmunosupresion y la enteritis son de presentacion

frecuente (Ezeibe & Nwaogu, 2010).
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El virus se replica inicialmente en el tejido linfoide de la faringe y las
placas de Peyer, luego se produce una viremia. Después de un
periodo de incubacion que dura 4 a 6 dias, en la fase aguda de la
enfermedad se presenta depresion, vomitos y diarreas (Ettinger et
al., 2007). En los cachorros, el virus invade las células epiteliales
en division activa de las criptas del intestino delgado, la pérdida de
células en este tejido conduce a un acortamiento de las
vellosidades y la reduccion de la capacidad de absorcion y
digestion; que da paso a la diarrea, lo cual produce una intensa
hemorragia en la luz intestinal en los cachorros gravemente
afectados (Flores, 2008). ElI PVC-2 también destruyen los
precursores con actividad mitdtica de las células linfaticas y
leucocitos circulantes. La destruccion de los tejidos linfoides de la
mucosa intestinal y los ganglios linfaticos mesentéricos contribuye
a una inmunosupresion del animal, lo que permite la proliferacion
de las bacterias gram negativas como: Salmonella spp vy
Escherichia coli o de parasitos oportunistas tal como coccidias,
giardias, helmintos y céstodos (Honskins, 2009). La invasion
secundaria de los tejidos intestinales dafiados puede presentar una
edotoxemia o coagulacion intravascular diseminada. La excreciéon
activa del PVC-2 comienza el tercer o cuarto dia después de la
exposicion, en general antes de que se manifiesten signos clinicos,
el virus se libera ampliamente en la materia fecal por un maximo de
7 a 10 dias (Quinn, 2011).

En la forma miocéardica de la enfermedad, que en la actualidad es
rara, los cachorros afectados suelen presentar signos de fallo
cardiaco agudo antes de las 6 semanas de edad, algunos
cachorros pueden sufrir un fallo cardiaco congestivo meses

después de la miocardica (Honskins, 2009).
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< Transmisioén

El contagio del parvovirus canino, ocurre por contacto fecal-
oronasal y fomites, siendo la primera la mas frecuente (Ruiz et al.,
2007). Los perros infectados excretan grandes cantidades de virus
en sus heces. El nimero de particulas viricas presentes en las
heces pueden alcanzar 10%g de virones infecciosos por gramo de
materia fecal. La presencia de esta enfermedad en poblaciones
caninas, se debe a la estabilidad del virus en el medio, la dosis alta
del virus para la infeccion y propagacion del mismo (Romero et al.,
2007).

La trasmisidon de la Parvovirosis canina generalmente ocurre de 8 a
12 dias post infeccion via fecal - oral. El virus es excretado en las
heces de los perros infectados, los cuales actian como reservorio
de la infeccion (Verges, 2006). La edad y el estado inmunitario del
animal, determinan en gran medida la forma y la gravedad de la
enfermedad; tras un corto periodo de incubacion 4 a 7 dias, los
animales afectados por el proceso digestivo presentan en forma
repentina vémitos, anorexia, fiebre y depresién. En 48 horas, los
pacientes presentan el cuadro clinico, los perros gravemente
afectados mueren en menos de 3 dias y los que sobreviven la
enfermedad, desarrollan una inmunidad de larga duracién (Wilson,
2010).

« Cuadro Clinico

Los signos clinicos asociados al parvovirus canino, pueden variar
desde una infeccion inaparente hasta una enfermedad mortal
aguda (Schaer, 2006). Los signos clinicos se inician con letargia,
anorexia con o sin pirexia; lo cual progresa en 1 a 2 dias con
vomitos y diarreas, que a menudo son hemorragicas con moco.
Dolor abdominal, deshidratacion desde un 7% hasta un 10%
(Pintos et al., 2011).
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En los casos graves puede producirse la muerte principalmente en
los cachorros muy jovenes y en las razas muy susceptibles, y
generalmente se atribuye a deshidratacion, desequilibrio
electrolitico, shock endotéxico o sepsis bacteriana fulminante
relacionada con leucopenia (Birchard & Sherding, 2002).

La infeccion por parvovirus en los perros puede dar origen a dos
formas clinicas, la forma entérica puede producirse en perros de
cualquier edad. Los signos clinicos son: vémito, diarrea que la
mayoria de los casos es de color grisaceo y frecuentemente
hemorragico. Al inicio de la enfermedad hay depresion, anorexia y
fiebre; la diarrea se hace aparente durante las 6 a 24 horas
siguientes a la aparicion de los primeros indicios de la enfermedad.
El vémito puede ocurrir simultdneamente con la presentacion de la
diarrea; sin embargo, en humerosos casos puede estar ausente. La
diarrea propicia un cuadro de deshidratacion severa, la cual es mas
frecuente en los casos de diarrea hemorragica, la muerte suele
estar asociada a estados severos de deshidratacion (Appel et al.,
1978; Fritz et al., 1979). La forma cardiaca es otra forma de
presentacion de la parvovirus en perros se ha diagnosticado
solamente en cachorros menores de 12 semanas de edad; sin
embargo, puede darse en caso de que animales adultos que
sobrevivieron a un proceso de miocarditis de origen parvoviral,
sufran de fallas cardiacas a la edad de 5 meses 0 alun mayores. La
forma cardiaca se produce con una tasa de mortalidad superior al
50% en camadas afectadas. Los cachorros muestran postracion; a
la auscultacion se pueden identificar arritmias cardiacas, disnea

incluso edemas pulmonares (Carpenter et al., 1980).

Las infecciones intrauterinas o0 poshatales pueden ocasionar una
miocarditis neonatal aguda. Puesto que actualmente las mayorias
de las hembras estan inmunizadas y transfieren inmunidad de

forma pasiva a sus cachorros. Los signos de miocarditis por
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parvovirus incluyen disnea secundaria a insuficiencia cardiaca
aguda, muerte subita, arritmias y a veces, la aparicion tardia de
insuficiencia cardiaca congestiva cronica debido a la fibrosis

miocardica crénica (Birchard & Sherding, 2002).

% Diagnostico

El diagnostico de Parvovirosis canina, depende de la historia clinica
del paciente y de las pruebas de laboratorio que se realicen para

confirmar dicho diagnéstico (Kenneth, 2005).

Algunos resultados de las pruebas de laboratorio pueden arrojar
resultados negativos o falsos positivos, debido a que el paciente,
en ese momento no esta eliminando por las heces el virus. Por lo
cual, es importante conocer el seguimiento clinico del paciente, los
signos, la duracion del cuadro, para poder decidir otro tipo de

pruebas o del tratamiento de la enfermedad (Singh et al., 2006).

Las alteraciones de las pruebas de laboratorio son frecuentes en
perros con infeccion clinica por Parvovirosis canina. La leucopenia
y neutropenia de la seria blanca, pueden reflejar tanto infeccion de
la médula 6sea como sepsis. Debido a la pérdida de sangre
entérica pueden desarrollar anemia, hipoproteinemia que puede ser
una consecuencia de hipoalbuminemia o ambas. Los vomitos y la
diarrea pueden contribuir a las alteraciones electroliticas y la
deshidratacion, que llevan a una azoemia pre renal (Craig &
Greene, 2009).

Dentro de los examenes de laboratorio utilizados se encuentra la
microscopia electronica directa, a partir de muestras fecales, es
una técnica costosa que requiere equipamientos y un manejo
especial, la mayor parte se utiliza para seguimientos de casos
particulares de investigacion (Willard, 2006). La
inmunocromatografia, es otro método de diagndstico utilizado por

su simple y rapido procedimiento, sin embargo requiere grandes
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cantidades de antigeno viral para que se produzca un resultado
confiable; el cual puede ser subjetivo. La prueba de ELISA, también
es un método eficaz y rapido, esta metodologia permite ademas
detectar anticuerpos Ig M, especificos para el parvovirus tipo 2, los
cuales aparecen en edades tempranas de la infeccion vy
desaparece en 2 a 3 semanas después de la enfermedad (Castillo
et al., 2001). Debido a que el virus posee union al acido sialico la
prueba de hemoaglutinacion e inhibicion de la hemoaglutinacion se
puede utilizar como método diagndstico, se detecta el virus a través
de materia fecal. EI PCR, por su parte es una prueba altamente
sensible ya que requiere de unas pocas moléculas de la secuencia
de DNA, para una amplificacién, se utiliza muestra de materia fecal
0 suero. No obstante, el alto costo del equipo y reactivos
necesarios hacen que muchos laboratorios no disponga de dicha
técnica (Anza et al., 2005).

En la actualidad se utiliza una muestra de materia fecal del
paciente para el diagnostico de Parvovirosis mediante la utilizacién
de un kit de ensayo inmunocromatografico, usando el método de
sandwich directo (anti CPV monoclonal captura) y el CPV detector;
para la deteccion cualitativa del antigeno del parvovirus canino. El
Kit del Test Rapido para CPV Ag presenta las letras “T” y “C” como
linea del test y linea de control, respectivamente, en la superficie
del dispositivo. La linea del test y la linea de control no aparecen en
la ventana de resultados antes de aplicar las muestras. La linea de
control se usa para procedimiento de control y debe aparecer en
todo momento si el procedimiento del test se esta realizando
correctamente. En la ventana de resultados aparecera una linea
del test de color parpura, siendo el resultado positivo. El propdsito
de este test es detectar el antigeno del Parvovirus canino por
medio de heces caninos en un tiempo de 5 a 10 minutos, esta
prueba posee una sensibilidad del 100% versus al ensayo de

hemoaglutinacion, no tiene reaccion cruzada con otros agentes
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causales de la diarrea, es facil de realizar y no requiere

equipamiento adicional (Valencia & Ortega, 2009).

Es poco frecuente que la enfermedad tenga una larga duracion, los
perros gravemente afectados mueren en menos de 3 dias y los
animales que sobreviven de ésta, desarrollan una inmunidad de
larga duracion. Al realizar estudios hematoldgicos, es frecuente
encontrar en la serie blanca una leucopenia marcada vy
neutropenia, también se observa una anemia microcitica
hipocromica, la cual agrava el cuadro clinico del paciente
(Shuizhonghan et al., 2011). Siendo la muerte muchas veces
relacionada por la deshidratacion del canino (Singh et al., 2006).

En la analitica sanguinea los hallazgos més frecuentes fueron
hipoproteinemia y leucopenia (linfopenia y neutropenia), constantes
en los cuatro casos, y con menos frecuencia elevacién de enzimas

hepaticas (Garcia et al., 2007).

“ Patologia

A la necropsia, se observa macroscopicamente el ileo y yeyuno
flacidos, congestionados y con hemorragias subserosas. El lumen
del intestino suele estar vacio o contener exudado; los nddulos
linfaticos mesentéricos y submaxilares estan aumentados de
tamafio, con petequias y edematosos. Algunos patologos han
identificado necrosis en médula 6sea, necrosis en la region cortical
del timo y atrofia de este 6rgano en caninos jovenes (Paredes,
2006).

El corte histopatolégico muestra necrosis de células epiteliales de
las criptas, cuerpos de inclusién intranucleares, los cuales son de
caracter eosinofilicos. Las vellosidades y la lamina propia se ven
afectadas como consecuencia de la descamacion del epitelio y la

incapacidad de remplazar las células epiteliales. Las deficiencias
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de absorcion del epitelio intestinal debido a la descamacion,
propicia cambios de permeabilidad y favorece a la aparicion de la
diarrea (MUVH, 2012).

+ Tratamiento

No existe tratamiento dirigido directamente frente al virus, por lo
qgue el tratamiento gira entorno a corregir un volumen circulatorio
eficaz, controlar las infecciones bacterianas secundarias Yy

proporcionar descanso al sistema digestivo (Castro et al., 2011).

Se recomiendan agentes antimicrobianos porque la combinacion
de la ruptura grave del epitelio intestinal, permite la entrada de
bacterias en la sangre y la neutropenia periférica aumenta el riesgo
de sepsis. Escherichia coli y Clostridium perfinges, son los agentes
mAas comunes, que afectan a los pacientes con Parvovirosis canina,
para los cuales la combinacion de penicilinas y aminoglucésidos
proporciona el mejor espectro antibacteriano; se debe tener en
cuenta que antes de administrar farmacos nefrotdéxicos, como un
aminoglucosido debe mantenerse el estado de hidratacion del
paciente. Los agentes antieméticos son Utiles para reducir la
perdida de liquidos, disminuir el estrés del paciente y permitir la
nutricion entérica. Algunos autores recomiendan suprimir el
alimento y agua en el trascurso del tratamiento del paciente, otros
autores discuten que no es necesario, ya que pacientes con PVC
han sido alimentados via parenteral, desarrollando un menor
tiempo de recuperacion e incremento del peso corporal (Craig &
Greene, 2008).

La mayor parte de los perros con enteritis por parvovirus canino se
recuperan si se tratan en forma apropiada para controlar la
deshidratacion y la invasion bacteriana, si el animal sobrevive los
primeros 3 o 4 dias de la enfermedad, la recuperacion por lo
general ocurre rapidamente. Sin embargo, cuando mas joven sea

el animal, mayor el porcentaje de mortalidad (Juares, 2011).
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En ocasiones se necesita una transfusion de sangre o plasma (5-
10ml/kg. IV) para el tratamiento de la anemia hemorragica grave o

la hipoproteinemia (Birchard & Sherding, 2002).

« Pronostico y Complicaciones

Si el animal sobrevive los primeros 3 0 4 dias de la enfermedad,
generalmente se recupera rapidamente. Algunos animales, sin
embargo sucumben a la sepsis bacteriana y a la endotoxemia
producidas por la leucopenia, la inmunosupresion y la rotura de la
barrera mucosa intestinal causada por PVC. En general, cuanto
mAas sea joven es el animal, mayor es el porcentaje de mortalidad
(Birchard & Sherding, 2002).

< Prevencion

Los perros con infeccién por PVC eliminan grandes cantidades de
virus en las heces durante su enfermedad. Estos, asi como los
fomites y lo sitios de contaminan, son muy infectivos para otros
perros. Por tanto, se debe instruir al propietario de un perro
infectado con PVC para que mantenga al perro aislado de otros
animales hasta por lo menos una semana después de su

recuperacion completa (Birchard & Sherding, 2002).

El protocolo de vacunacion adecuado es fundamental para la
prevencion del parvovirus (Cramer et al.,, 2011). Los estudios
prospectivos han demostrado una proteccion cruzada entre las
variantes CPV-2b y CPV-2c. Sin embargo, para una proteccion
completa y para evitar fallas de la vacuna es importante adherirse
estrictamente a los protocolos de vacunacion recomendados, con
un enfoque especial en el esquema, el almacenamiento y la
administracion; La educacion del propietario es importante en
relacion con la vulnerabilidad de un cachorro y el limite de su

exposicién a otros perros durante este tiempo (Singh et al., 2006).
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Protocolo de vacunacién recomendado por la American Animal

Hospital Association:

e Utilizar una vacuna viva modificada contra el CPV.

e Empezar a una edad entre las 4 y 8 semanas.

e Administrar una dosis de refuerzo después de 3 0 4 semanas
hasta = 16 semanas de edad en la mayoria de las razas.

e Educar a los propietarios sobre la exposicion limitada del cachorro
durante el periodo de vacunacion.

e Reforzar entre 3y 4 semanas despueés.

e Después de la serie inicial, todos deben recibir un refuerzo entre 1
y 3 afios después (AAHA, 2012).

CORONAVIROSIS CANINA

Coronavirus canino ( CCoV ) esta estrictamente relacionado con el
coronavirus de los gatos y los cerdos, con el que ahora se incluye
en una Unica especie viral, dos genotipos diferentes de coronavirus
caninos son conocidos, los cuales han sido designados los tipos | y
Il, y cepas recombinantes canino / porcino también se han
identificado en los Ultimos afios. CCoV es generalmente reconocido
como el agente etiologico de infecciones autolimitadas del intestino
delgado, que puede conducir a gastroenteritis. Sin embargo, hace
unos afios una gran cepa virulenta (CCoV pantrépica) fue aislada y
responsabilizada de un brote sistémico mortal de la enfermedad
en cachorros. Esta cepa muestra algunos cambios genéticos con
respecto a las cepas existentes que circulan en la poblacién
canina. La enfermedad inducida por la cepa aislada del brote
natural fue reproducida en condiciones experimentales (Decaro &

Buonavoglia, 2010).
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» Agente Etioldgico

La Coronavirosis es producida por el coronavirus canino, que es un
virus ARN monocatenario encapsulado de la familia Coronaviridae,
presenta proyecciones proteicas en su superficie que le dan el
aspecto de corona. El virus esta cubierto por una membrana
lipidica que lo hace relativamente estable en el medio pero lo hace

sensible al éter y otro disolventes lipidicos (Ettinger et al., 2007).

Es considerado como el principal patégeno responsable de la
gastroenteritis viral aguda en los cachorros, provocando, en
algunos casos, la alta morbilidad y mortalidad, principalmente
debido a la capacidad de aprovechar las infecciones por otros
agentes. Estos virus se distribuyen en todo el mundo en la
poblacién canino, siendo responsable de varios brotes en muchos
paises, especialmente donde hay gran concentracion de animales,

tales como refugios y perreras (Pinto, 2013).

» Patogenia

El virus ataca a las células maduras del epitelio de las
microvellosidades que cubren las paredes del intestino delgado,
causando que se atrofien y fusionen (Hoskins, 1998). Conforme se
erosiona la punta de las vellosidades, la capacidad de absorcion y
digestion disminuyen resultando en diarrea. El virus se mueve
hacia el intestino grueso y se excreta en las heces. Las células del
epitelio basal en las criptas de las vellosidades del intestino
delgado comienzan a dividirse rapidamente, para reemplazar a las
células dafiadas por el coronavirus. Si no hay factores que lo
compliquen, el intestino sanard, las vellosidades se regeneran, y el
perro solamente experimentara la diarrea leve y transitoria del
coronavirus canino clinico, o inclusive puede parecer
completamente asintomatico. Sin embargo, otros patdgenos
entéricos que pueden estar presentes, tienen una fuerte afinidad

por las células de las criptas en intensa actividad mitética, pueden
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atacar y replicarse en ellas. Las vellosidades se hacen inclusive
mas redondeadas y pierden sus funciones de absorcion y
digestion, dando como resultado una enteritis severa que pone en
peligro la vida. Ambas formas, la clinica y la asintomatica, pueden
crear las condiciones para infecciones con mudultiples patdégenos
(Hoskins, 1998) y enteritis canina que involucre a infecciones
simultdneas o subsecuentes por mas de un agente de enfermedad

entérica, lo que ocurre comunmente (Appel, 1988).

Dentro de los 2 dias posteriores a la exposicion oral, el coronavirus
canino puede ser encontrado en los dos tercios superiores de las
vellosidades duodenales. Después del cuarto dia postinfeccion es
comun encontrar al virus en todo el intestino delgado agrupado en
zonas no uniformemente distribuidas. En ese momento, pequefias
cantidades de virus pueden ser aisladas de los nédulos linfaticos

mesentéricos y ocasionalmente del higado y bazo (Pratelli, 2000).

> Transmision

La principal fuente del virus son las heces de perros infectados, y
fémites contaminados, y la infeccién se produce principalmente por
la via oral. El virus puede ser excretada en las heces por hasta 2
semanas después de la infeccion, pero algunos estudios han
demostrado su eliminacion por periodos largos (entre 37 y 180
dias) (Flores, 2012).

El virus se disemina, principalmente, por via fecal-oral entre los
perros vulnerables. El virus puede vivir en el ambiente durante
poco mas de un afo. La mayoria de las infecciones son
subclinicas; los perros de todas las edades pueden afectarse,
aunque los cachorros entre 6 y 9 semanas son los mas
susceptibles, y los animales atacados por este virus, logran
producir una inmunidad posterior (Hand et al., 2000; Ettinger et al.,
2007). El virus tiene un periodo de incubacion de 1 a 4 dias (Mauro,

2003). La mayor fuente de infeccion es la presencia del virus en las
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heces. Los perros infectados excretan el virus a través de la
materia fecal por 6 - 9 dias pero la excrecidbn puede ser mas
prolongada en algunos cachorros después de que los signos

clinicos hayan desaparecido (Pratelli, 2000).

» Cuadro clinico

Es dificil diferenciar el CVC de otras causas de enteritis infecciosa.
Los signos clinicos varian y son los perros afectados de cualquier
raza, edad y sexo. Los perros infectados suelen tener diarrea
repentina, precedida por vomitos. Las heces son de color naranja,
olor desagradable, y rara vez contiene la sangre. Pérdida de apetito
y letargia son signos comunes. La presencia de fiebre no es
constante, y el marco de la leucopenia no es un aspecto
identificado. En casos severos, la diarrea puede ser acuosa y dar
lugar a deshidratacion y desequilibrios electroliticos. Perros mas
afectados se recuperan de forma natural después de 8 a 10 dias.
Cuando los factores de complicacion secundaria estan presentes,
el curso clinico de la CVC se puede extender (Ettinger & Feldman,
2004).

Macroscopicamente, el intestino delgado se dilata, el contenido es
liquido y amarillo o verdoso. La mucosa intestinal es hiperémica y
en algunos casos de sangrado. Los ganglios linfaticos
mesentéricos pueden estar hinchados. Los perros infectados
pueden tener signos leves o moderados de enteritis. Los sintomas
mas frecuentemente observados son: diarrea, vOmitos,
deshidratacion, pérdida de apetito y letargo, que en ocasiones
conducen a la muerte perros jovenes (Flores, 2012).

» Diagnéstico

La infeccion por el Coronavirus es dificil de distinguir clinicamente

de las enteritis causadas por otros agentes. Es importante eliminar
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otras causas de vomitos y diarrea tal como parvovirus canino tipo
2, enterobacterias, parasitos, venenos y causas no infecciosas de
diarrea (Pratelli, 2000).

Histéricamente, el diagndstico definitivo del coronavirus canino
requeria de la demostracion de la presencia del virus en las heces,
generalmente por microscopia electronica (Ettinger et al., 2007).
También aislamiento en cultivos celulares y amplificacion por
reaccién en cadena de la polimerasa de tipo “nested” o anidada
(Pratelli, 2000). De los métodos usados para la deteccion del
coronavirus canino, la microscopia electronica parece ser una
herramienta de valor diagnostico y se ha demostrado que es mas
sensible y atil que el aislamiento viral tanto para detectar
coronavirus como rotavirus. Sin embargo, la frecuencia de
enfermedad por coronavirus ha sido sobreestimada por los
laboratorios de diagnéstico que utilizan la microscopia electronica
como meétodo principal de diagndstico. La presencia comun de
particulas virales similares a coronavirus en las heces presenta
dificultad para el diagnéstico del coronavirus canino por
microscopia electronica y requiere de la confirmacién por otros
métodos. La Inmunoelectromicroscopia con suero inmune
especifico permite la confirmacién del diagnostico por microscopia
electrénica pero requiere de laboratorios y personal especializados.
El aislamiento en cultivos celulares es usado a menudo pero es

dificil y requiere de mucho tiempo (Pratelli, 2000).

La  inmunocromatografia es una de las  técnicas
de inmunodiagndstico mas modernas cuyas principales ventajas
son la simplicidad y rapidez de la prueba. Cada vez son mas las
aplicaciones de esta técnica, tanto en el ambito de los test, debido
a que no es necesario reactivos ni instrumentacion adicional, como
en el campo clinico. El ejemplo mas conocido son los test de
embarazo de las farmacias, psa, test de troponina I, y

recientemente test sobre el VIH (Paz & Gaitan, 2011).


http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Inmunodiagn%C3%B3stico&action=edit&redlink=1

24

El Fundamento de la inmunocromatografia se basa en la migracion
de una muestra a través de una membrana de nitrocelulosa. La
muestra es afiadida en la zona del conjugado, el cual esta formado
por un anticuerpo especifico contra uno de los epitopos del
antigeno a detectar y un reactivo de deteccion. Si la muestra
contiene el antigeno problema, éste se unira al conjugado
formando un complejo inmune y migrara a través de la membrana
de nitrocelulosa. Sino, migraran el conjugado y la muestra sin
unirse (Paz & Gaitan, 2011). La zona de captura esta formada por
un segundo anticuerpo especifico contra otro epitopo del antigeno.
Al llegar la muestra a esta zona, los complejos formados por la
unién del antigeno y conjugado quedaran retenidos y la linea se
coloreard (muestras positivas). En el caso contrario las muestras
son negativas. La zona control esta formada por un tercer
anticuerpo que reconoce al reactivo de deteccién. Cuando el resto
de muestra alcanza esta zona, el anticuerpo se unira al conjugado
libre que no ha quedado retenido en la zona de captura. Esta linea
es un control de que el ensayo ha funcionado bien, porque se
colorea siempre, con muestras positivas y negativas (Paz & Gaitan,
2011).

> Tratamiento

El tratamiento de la coronavirosis canina es, principalmente,
sintomatico durante el tiempo necesario para que la enfermedad
siga su curso natural. ElI primer objetivo del tratamiento es la
reposicion de fluidos y electrolitos por via endovenosa, ya que la
deshidratacion y el desequilibrio electrolitico pueden ser mortales
por si solos (Pollock, 1986).

El papel de los antibiéticos en el tratamiento de la coronavirosis
canina no ha sido confirmado. El uso de antibi6ticos en perros con
diarrea, aunque no esta universalmente aceptado, ha sido apoyado
porque las bacterias pueden ser patdgenos primarios o


http://es.wikipedia.org/wiki/Nitrocelulosa
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secundarios y no siempre se realizan los intentos necesarios para

definir una etiologia virica (Ettinger et al., 2007).

La introduccion del antibidtico en tal ecosistema complejo,
obviamente tendra un impacto destruptivo en extremo y la
necesidad de antibidticoterapia siempre debe ser comparada con
sus potenciales riesgos. Puesto que, ningun antibiético mata a
todos los organismos, la reduccion de una poblacion permitira la
proliferacion de otra resistente que cubre el vacio, cuya
reproduccion puede tener efectos negativos sobre el huésped,
creando infeccibn o dafiando la mucosa. Algunos de estos
organismos, en particular las cepas Gram negativas, también
pueden adquirir resistencia a multiples drogas (Fossum et al. 1999;
Ettinger et al., 2007). El tratamiento antibidtico esta especialmente
indicado en los casos en los que exista sospecha de infeccion
mixta con parvovirus canino, a causa de la inmunodepresion
inducida por este dltimo virus. También puede ser beneficioso el

aporte de protectores de la mucosa intestinal (Appel, 1988).

La administracion de cualquier medicacion por via oral esta
contraindicada durante la fase aguda de la enfermedad, debido a la
posibilidad de emesis y al enlentecimiento del vaciado géstrico
(Ettinger et al., 2007).

> Prevencion

Una via para prevenir la infeccion de Coronavirus es impedir el
contacto de los animales con otros perros infectados o con sus
excreciones. El hacinamiento, las malas condiciones sanitarias, el
estrés durante el entrenamiento y otras causas de estrés en el
medio ambiente predisponen al desarrollo de la enfermedad clinica
(Pratelli, 2000).

Ademas se aplican vacunas con virus vivo modificado que ofrece

ventajas que la distinguen sobre las vacunas con coronavirus



26

muerto, debido a que se enfoca a la fisiopatologia caracteristica de
la enfermedad. Las vacunas con virus vivo modificado
proporcionan tanto inmunidad mediada por células, como
inmunidad humoral de larga duracion, y requieren de una masa
antigénica menor para generarlas (Greene, 2000). La proteccion
con las vacunas vivas modificadas es rapida, prolongada y puede
alcanzarse ante la presencia de anticuerpos maternos. El
coronavirus canino es una infeccidén de la superficie de la mucosa
intestinal, con muy poca diseminacion sistémica del virus, de
manera que la inmunidad localizada, mediada por células y
generada en la mucosa del intestino, es mas importante que la

respuesta sistémica por anticuerpos (Mackowiak & Pardo, 2003).



CAPITULO 1l

MATERIALES Y METODOS

3.1. LOCALIZACION

El presente trabajo de investigacion se realiz6 en el Distrito de Chota -
Cajamarca, con muestras de heces caninas que llegaron a los
consultorios veterinarios “Dr. ESTELA” y “TAFUR”, cuyas caracteristicas

geograficas y meteorolbgicas (*) son:

Temperatura maxima: 19,3°C

Temperatura media: 15,1°C

Temperatura minima: 8,5°C

Precipitacion pluvial: 916 mm (promedio anual)
Humedad relativa: 67-85 %

Altitud: 2387 msnm

Latitud: 06°33'47” SUR.

Longitud: 78°39'03” OESTE
Superficie: 261,75 KM2

(*) PRONOSTICO EXTENDIDO A NIVEL NACIONAL
Servicio Nacional de Meteorologia e Hidrologia (SENAMHI) — 2016.
https://es.climate-data.org/location/29572/
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3.2. MATERIALES

3.2.1.

3.2.2.

3.2.3.

3.2.4.

Material Bioldgico

28

Heces de 20 caninos menores de un afo, diferente sexo y raza,

diagnosticados clinicamente con enteritis hemorragica.

Reactivo

Kit de ensayo: Anigen Rapid, diagnostico de CPV Agy CCV Ag.

1.- Prueba
2.- Solucién diluyente

3.- Pipetas Pasteur

Material de Consultorio

e Termometro

e Guantes de revision

e Mesa de examen clinico
e Fichas de datos

¢ Algodén

¢ Alcohol 96°

¢ Papel higiénico

e Mandil o chaqueta

e Estetoscopio

Otros

e Camara fotografica digital
e Lapiceros

e Bolsas

20 unidades
20 tubos de muestra (0.2 ml)

20 unidades
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3.3. METODOLOGIA

3.3.1. Seleccién de caninos

3.3.2.

Se seleccionaron 20 caninos diagnosticados clinicamente con
enteritis hemorragica, en los diferentes Consultorios Veterinarios
“Dr. ESTELA” y “TAFUR” del Distrito de Chota - Cajamarca, en los
meses de febrero, marzo y abril del 2017.

De La Prueba

En el presente trabajo de investigacion se utilizd la prueba
cromatografica comercial Anigen Rapid CPV/CCV Ag Test Kit®,
Fabricado por el Laboratorio Bionote.

Para Parvovirosis la prueba tiene una especificidad y sensibilidad
del 98,8% y 100%, respectivamente, mientras que para
Coronavirosis la especificidad es del 93,15 y la sensibilidad del
97,5%.

v Principios

El Kit de Prueba de Antigeno de Parvovirus-Coronavirus Canino es
un inmunoensayo cromatografico para la deteccién cualitativa del
antigeno Parvovirus Canino y el antigeno Coronavirus en heces

caninas

El kit de andlisis de Ag de Parvovirus Ag y Coronavirus Anigen
Rapid Canine tiene las letras "T" y "C" como la linea de prueba y la
linea de control en la superficie del dispositivo. Tanto la linea de
prueba como la linea de control en la ventana de resultados no son
visibles antes de aplicar cualquier muestra. La linea de control se
utiliza para el control de procedimientos y debe aparecer siempre si
el procedimiento de prueba se realiza correctamente y los reactivos

de prueba de la linea de control estan funcionando. Una linea de
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prueba de color purpura serd visible en la ventana de resultados si
hay suficiente Antigeno de Parvovirus Canino y/o Antigeno de

Coronavirus Canino en la muestra (Seogu-dong et al., 2013).

Los anticuerpos de Parvovirus Canino  especialmente
seleccionados y los anticuerpos de Coronavirus Canino se usan en
la banda de prueba como materiales de captura y de detector.
Estos permiten que el Anigen Rapid CPV / CCV Ag Test Kit para
identificar el antigeno parvovirus canino y el antigeno Coronavirus
canino en heces caninas con un alto grado de precisiéon (Seogu-
dong et al., 2013).

v' Recogiday preparacién de muestras

Se us6 muestras de heces caninas para esta prueba.

Procedimiento de la prueba

1. Se procedié a recoger una muestra de heces caninas utilizando
un hisopo.

2. Insertamos el hisopo en un tubo de muestra que contiene 1 ml
de diluyente de ensayo.

3. Mezclamos la muestra de hisopo con el diluyente de ensayo
vigorosamente para extraer los virus.

4. Retiramos un dispositivo de prueba de una bolsa de aluminio y
colocamos sobre una superficie plana y seca.

5. Se utilizé el cuentagotas, tomamos una alicuota de la muestra
extraida y mezclada en el tubo.

6. Agregamos cuatro gotas en el orificio de la muestra usando el
cuentagotas. El diluyente de ensayo debe afadirse
exactamente, lentamente, gota a gota.

7. A medida que la prueba comienza a funcionar, veremos un color
morado moverse a través de la ventana de resultados en el
centro del dispositivo de prueba.

8. Interpretamos los resultados de la prueba a los 5 - 10 minutos.
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3.3.4. Interpretacion de la prueba

Aparecerd una banda de color en la seccion izquierda de la
ventana de resultados para mostrar que la prueba funciona
correctamente, esta banda es la banda de control "C". La seccion
derecha de la ventana de resultados indica los resultados de la
prueba. Si aparece otra banda de color en la seccion derecha de la
ventana de resultados, esta banda es la banda de prueba "T"
(Seogu-dong et al., 2013).

Resultado Negativo

La presencia de una sola banda "C" dentro de la ventana de
resultados en ambas areas de prueba de CPV Ag y CCV Ag indica

un resultado negativo.

|
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A. Resultado Positivo a CPV y CCV Simultaneo

La presencia de dos bandas de color ("C" y "T") dentro de la
ventana de resultados tanto en las areas de prueba de CPV Ag

como de CCV Ag, respectivamente.
[ €7V 4s | IRy
[ ccv ae

B. Resultado Positivo a CPV

La presencia de dos bandas de color ("C" y "T") dentro de la
ventana de resultados en el area de prueba de CPV Ag, y la
presencia de una sola banda ("C") dentro de la ventana de
resultados en el area de prueba de CCV Ag. Indica un resultado

positivo de parvovirus canino (Seogu-dong et al., 2013).

C. Resultado Positivo a CCV

La presencia de dos bandas de color ("C" y "T") dentro de la
ventana de resultados en el area de prueba de CCV Ag, y la
presencia de una sola banda ("C") dentro de la ventana de
resultados en el area de prueba de CPV Ag. Indica un resultado

positivo de Coronavirus canino.
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D. Resultado no vélido

Si la banda de color purpura no es visible dentro de la ventana de
resultados después de realizar la prueba, el resultado se considera
invalido. Es posible que las instrucciones no se hayan seguido
correctamente o que la prueba se haya deteriorado. Se recomienda
repetir la muestra (Seogu-dong et al., 2013).

3.4. ESTADISTICA

Se utilizé estadistica descriptiva, una prueba de “Z” de proporciones, con

la utilizacion de tablas de frecuencia y clasificacion de variables.



CAPITULO IV

RESULTADOS

Cuadro 1. Frecuencias de Parvovirus canino, mediante el método de
inmunocromatografia - Chota — 2017

Frecuencia Porcentaje
Positivo 12 60
Negativo 8 40
Total 20 100

B Positivo
B Negativo

[PORCEN
TAJE]

Fig. 1. Porcentaje de Parvovirus canino, mediante el método de

inmunocromatografia - Chota — 2017.
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Cuadro 2. Frecuencias de Coronavirus canino, mediante el método de

inmunocromatografia - Chota — 2017.

Frecuencia Porcentaje
Positivo 3 15
Negativo 17 85
Total 20 100
[PORCEN M Positivo
TAJE] H Negativo

[PORCEN
TAJE]

Fig. 2. Porcentaje de Coronavirus canino, mediante el método de

inmunocromatografia - Chota — 2017.
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Cuadro 3. Frecuencias de Parvovirus 'y Coronavirus canino

simultaneamente, mediante el método de inmunocromatografia

- Chota — 2017.
Frecuencia Porcentaje
Positivos 0 0
Negativos 20 100
Total 20 100

[PORCEN
TAJE]

M Positivo

B Negativo

[PORCEN
TAJE]

Fig.3. Porcentaje de infeccién por Parvovirus y Coronavirus caninos
simultaneamente, mediante el método de inmunocromatografia-
Chota — 2017.



CAPITULO V

DISCUSION

En el Cuadro 1, se aprecian los resultados encontrados en veinte caninos con
diarrea hemorragica sometidos al Kit® de test inmunocromatografico comercial
de prueba rapida Anigen, CPV/CCV Ag, para el diagnéstico de Parvovirosis y
Coronavirosis canina, hallandose que el 60% (12/20) fueron positivos a
Parvovirosis, al respecto cabe mencionar que en la ciudad de Cajamarca, se
llevdo a cabo un estudio similar desarrollado por Portocarrero (2015),
utilizandose el mismo namero de caninos con diarrea hemorragica y el mismo
test, encontrandose en ese caso un 55% de positivos a parvovirosis, siendo
similar estadisticamente al presente trabajo (Anexo 7), lo que podria deberse
que el virus del parvovirus canino, se encuentra similarmente diseminado en el
departamento de Cajamarca. En un estudio realizado en el distrito de Comas
en Lima, Ramos (2016) demostré que la positividad de parvovirosis canina fue
del 35%; menor a lo reportado en el presente estudio, probablemente debido a
qgue el resultado se encontrd en la region Costa, donde los propietarios tienen
un mayor control de estas enfermedades, poseen una mayor economia y
tienen un mejor cuidado de la mascota. Otros datos encontrados en otros
paises han demostrado similares resultados a los encontrados en nuestro
estudio, por ejemplo en el Reino Unido, se encontré 58% de muestras positivas
a parvovirosis mediante la Reaccion de Cadena de la Polimerasa (PCR)
(Godsall et al., 2010); en la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad
Nacional de La Plata - Argentina se demostro el 17%, mediante microscopia
electrénica (Del Amo et al., 1999); y en Alemania el 19,9% también por
microscopia electronica (Kempf et al., 2010), lo que demuestran las diferentes
formas de realizar el diagnostico de parvovirosis, para el caso del PCR es una
técnica diagnostica sensible y especifica, al igual que la microscopia
electronica, ya que la parvovirosis es considerada mortal debido a que afecta
las vellosidades intestinales, afectando desde la cripta y provocando

descamacion y sangrado a nivel intestinal, ademas de gastritis e infarto por lo
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tanto el diagnéstico temprano nos ayudaria a que la evolucion del paciente sea

mas rapida, satisfactoria y no mortal.

En el Cuadro 2, se observan los resultados con el mismo test de diagndstico,
hallados con el mismo numero de animales con diarrea hemorragica, para
Coronavirosis canina, pudiéndose apreciar que fueron positivos solo el 15%
(3/20); comparando los resultados obtenidos con Portocarrero (2015), el autor
reporta 5% a coronavirus estadisticamente menor al presente trabajo (Anexo
8). En lo concerniente a datos proporcionados por autores extranjeros, en
Inglaterra en la Universidad de Liverpool, se diagnostico mediante PCR a
pacientes que tenian diarrea encontrandose el 8,8% de muestras positivas a
coronavirus entérico (Staviskya et al., 2012); el 7% hallado en un trabajo
realizado en la Universidad Nacional de La Plata — Argentina, estudio realizado
por microscopia electronica (Del Amo et al., 1999); el 66,3% encontrado en un
estudio llevado a cabo en Japon, realizado por PCR (Soma et al., 2010). Estas
variaciones en las frecuencias puede deberse a que los cachorros no son
vacunados rutinariamente ya que la coronavirosis no es considerada mortal por
los especialistas, debido a que solo afecta la porcion final de la vellosidad
intestinal, se considera como mortal en pacientes muy emaciados o débiles y
ademas no provoca mortalidad en animales mayores de tres meses Craig, E.,
& Greene (2009), por lo tanto la aplicacion de la vacuna depende del criterio del

médico veterinario tratante.

En el Cuadro 03, en el presente trabajo de investigacion no se encontré una
infeccion dual a parvovirosis y coronavirosis a la vez, como si lo reportan con el
5% (Del Amo et al., 1999) y con el 10% (Portocarrero, 2015). Es importante
destacar que el numero y porcentaje de caninos con diarrea hemorragica que
fueron negativos a ambas enfermedades virales, fue del 25%, estos caninos
probablemente estuvieron sufriendo de alguna otra enfermedad viral,
bacteriana o parasitaria, como es la infeccidbn por rotavirus, astrovirus,
paramixovirus, picornavirus, etc., como lo reporta (Hammond y Timoney, 1963);
(Pollock y Carmichael, 1992), o podria tratarse de Salmonella (Staviskya et al.,
2012), colibacilosis, anquilostomas, Giardia spp, Cryptosporidium spp y
coccidia (Tupler et al., 2012).



CAPITULO VI

CONCLUSIONES

1. La frecuencia de presentacién a Parvovirus canino (60%) es mayor que
la frecuencia de presentacion a Coronavirus canino (15%),
diagnosticados mediante la prueba de Inmunocromatografia, en los

caninos que llegaron a los consultorios veterinarios del Distrito de Chota.

2. No se presentaron casos de infecciones simultaneos a Parvovirosis y

Coronavirosis.
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ANEXO 1. Fotografias que registran la ubicacion del trabajo de
investigacion en los consultorios veterinarios, realizado en la

ciudad de Chota - 2017.
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Fig. 5. Consultorio Veterinario “Dr. ESTELA”.
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ANEXO 2. Fotografias que registran la metodologia utilizada en el
presente trabajo de investigacion sometidos a la prueba

cromatografica comercial Anigen Rapid CPV/CCV Ag Test Kit®.

POSITIVO A PARVOVIRUS CANINO

Fig. 7. Insertamos el hisopo y mezclamos la muestra con el diluyente de
ensayo vigorosamente para extraer los virus en un tubo.
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Fig. 8. Retiramos un dispositivo de prueba y colocamos sobre una
superficie plana y seca.

Fig. 9. Se utilizé el cuentagotas para tomar una alicuota de la muestra
mezclada en el tubo. Agregamos cuatro gotas en el orificio de la
muestra lentamente.

Fig. 10. Interpretacion del resultado de la prueba a los 5-10 minutos:
CPV+
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ANEXO 3. Fotografias que registran la metodologia utilizada en el
presente trabajo de investigacion sometidos a la prueba

cromatografica comercial Anigen Rapid CPV/CCV Ag Test

Kit®.

POSITIVO A CORONAVIRUS CANINO

Fig. 11. Recolectando las heces utilizando un hisopo.

Fig. 12. Insertamos el hisopo y mezclamos la muestra con el diluyente de
ensayo vigorosamente para extraer los virus en un tubo.
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Fig. 13. Retiramos un dispositivo de prueba y colocamos sobre una
superficie plana y seca.

Fig. 14. Se utiliz6 el cuentagotas para tomar una alicuota de la muestra
mezclada en el tubo. Agregamos cuatro gotas en el orificio de la
muestra lentamente.

Fig. 15. Interpretacion del resultado de la prueba a los 5 - 10 minutos:
CCV+
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ANEXO 4. Fotografias que registran la metodologia utilizada en el
presente trabajo de investigacion sometidos a la prueba

cromatografica comercial Anigen Rapid CPV/CCV Ag Test Kit®.

NEGATIVO A PARVOVIRUS Y CORONAVIRUS

Fig. 16. Recolectando las heces utilizando un hisopo.

Fig. 17. Insertamos el hisopo y mezclamos la muestra con el diluyente de
ensayo vigorosamente para extraer los virus en un tubo.
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Fig. 18. Retiramos un dispositivo de prueba y colocamos sobre una
superficie plana y seca.

Fig. 19. Se utilizo el cuentagotas para tomar una alicuota de la muestra
mezclada en el tubo. Agregamos cuatro gotas en el orificio de la
muestra lentamente.

Fig. 20. Interpretacion del resultado de la prueba a los 5 - 10 minutos:
Negativo a CPV y CCV.
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ANEXO 5. Diagndstico por infeccion por Parvovirus y Coronavirus caninos
mediante el método de inmunocromatografia - Chota — 2017.

Frecuencia Porcentaje
Parvovirus 12 60
Coronavirus 3 15
Negativos 5 25
Total 20 100

[PORCENT
AJE]

B Parvovirus

m Coronavirus
Parvo-Corona
Negativos

Fig. 21. Porcentaje de infeccion por Parvovirus y Coronavirus
caninos mediante el método de inmunocromatografia- Chota
- 2017.



ANEXO 6. ANALISIS ESTADISTICO

Prueba de Z de Proporciones, comparando Parvovirus y Coronavirus

Ho: P<0,15
Ha: P>0,15

Prueba de Z de proporciones

X
S 0o Po
Poll— Py
' n
Donde

X =0currenciassonl12
n = Observaciones es 20

X Proporcion de la muestra 60%
n

p, = Proporcion propuesta:15%

\/ﬂl——poj = Desviacion estandar de la proporcion
n

. 060-015

/0,15 (1-0,15)
\ 20

Z=5,63

Z calculada (5,63) es mayor que 1,96. Rechazo la hipétesis nula y concluyo

que la frecuencia de parvovirus es mayor que el coronavirus.



58

ANEXO 7. ANALISIS ESTADISTICO

Prueba de Z de Proporciones, Parvovirus Canino comparado con el autor
(Portocarrero, 2015).

Ho: P<0,55
Ha: P>0,55

Prueba de Z de proporciones

“-p
z- n

po 1- po
\ n

Donde
X =0currenciassonl12
n = Observaciones es 20

X i
— =Proporcion de la muestra 60%
n

p, = Proporcion propuesta: 55%

\/ﬂl——poj = Desviacion estandar de la proporcion
n

0,60-055
/0,55 (1-0,55)
\ 20

Z=0,45

Z calculada (0,45) es menor que 1,96. Acepto la hipétesis nula y concluyo que
sigue en la misma frecuencia de parvovirus, registrado en el presente estudio

de investigacion a lo hallado por Portocarrero (2015).
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ANEXO 8. ANALISIS ESTADISTICO

Prueba de Z de Proporciones, Coronavirus Canino comparado con el autor
(Portocarrero, 2015).

Ho: P<0,05
Ha: P>0,05

Prueba de Z de proporciones

—— P,
z=1

Po (- Py
' n

Donde
X =0Ocurrencias son 03
n = Observaciones es 20

. Proporcion de la muestra15%
n

p, = Proporcion propuesta: 5%

\/Wl—_poj = Desviacion estandar de la proporcion
n

0,15-0,056
/0,05 (1-0,05)
\ 20

Z=2,05

Z calculada (2,05) es mayor que 1,96. Rechazo la hipoétesis nula y concluyo
que la frecuencia de coronavirus, registrado en el presente estudio de

investigacién es mayor a lo hallado por Portocarrero (2015).
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ANEXO 9. Resultados obtenidos en 20 caninos con diarrea hemorragica y
sometidos a la prueba inmunocromatografica — Chota — 2017,
diagnosticados como positivos y negativos segun la Edad.

EDAD 2 Meses | 3 Meses | 4 Meses | 5 Meses | TOTAL
Parvovirus (+) 1 7 3 1 12
Coronavirus (+) 1 2 0 0 3
Negativos 0 3 2 0 5

TOTAL 2 12 5 1 20

ANEXO 10.Resultados obtenidos en 20 caninos con diarrea hemorragica y
sometidos a la prueba inmunocromatografica — Chota — 2017,
diagndsticados como positivos y negativos segun el Sexo.

SEXO Hembras Machos TOTAL
Parvovirus (+) 7 5 12
Coronavirus (+) 2 1 3
Negativos 3 2 5

TOTAL 12 8 20
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ANEXO 11.Resultados obtenidos en 20 caninos con diarrea hemorragica y

sometidos a la prueba inmunocromatografica — Chota — 2017,

diagnésticados como positivos y negativos segun la Raza.

RAZA Parvovirus | Coronavirus | Negativos | TOTAL

Mestizo 7 2 4 13
Shar Pei 1 0 0 1
Schnauzer 1 1 0 2
Pastor Aleman 1 0 0 1
Pitbull 0 0 1 1
Pequines 2 0 0 2

TOTAL 12 3 5 20




